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"Pero acaso podemos negarnos al pueblo y al mismo tiem­

po seguir siendo hombres de ciencia? Los movimientos de los cuer­

pos celestes son ahora mas fáciles de calcular, pero los pueblos

no pueden calcular los movimientos de sus señores. La lucha por

medir el cielo ha sido ganada, pero las madres del mundo siguen

siendo derrotadas dia a dia en la lucha por conseguir el pan de

sus hijos. Y la ciencia debe ocuparse de ambas luchas por igual.

Unahumanidadque se debate entre las tinieblas de la supersti­

ción y la mentira no será capaz tampoco de dominar las fuerzas de

la naturaleza que ustedes los cientificos descubren y les reve­

lan. Cbn que objetivo trabajan ustedes? Mi opinion es que el úni­

co fin de la ciencia consiste en aliviar la miseria de la exis­

tencia humana. Si los cientificos se dejan atemorisar por los

tiranos y se limitan a acumular el conocimiento por el conoci­

miento mismo. la ciencia se convertirá en un inválido y las nue­

vas máquinas sólo servirán para producir nuevas calamidades. Tal

vez con el tiempo ustedes lleguen a descubrir todo lo que hay pa­

ra descubrir. pero ese progreso sólo los alejará mas y mas de la

Humanidad. Yel abismo entre ella y ustedes los cientificos puede

llegar a ser tan profundo que cuando griten de alegria por un

nuevo descubrimiento, el eco les devolverá un alarido de espanto

universal"

Bertolt Brecht, fragmento del monólogofinal de la obra
“Galileo Galilei".
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aa . . . . . . . . . . . . ..aminoácido.

Ac/s . . . . . . . . . . ..anticuerpo/s.
AcOH. . . . . . . . . . ..Acido acético.

AcOK. . . . . . . . . . ..Acetato de potasio.
AcONa. . . . . . . . . ..Acetato de sodio.
AcONH4. . . . . . . . ..Acetato de amonio.

ADCC. . . . . . . . . . ..Citotoxicidad Celular mediada por
anticuerpos.

ADN. . . . . . . . . . . ..ácido desoxirribonucleico.

ADNc . . . . . . . . . . ..ADN copia.

ARN. . . . . . . . . . . ..ácido ribonucleico.

ARNm. . . . . . . , . . ..ARN mensajero.

BAV. . . . . . . . .. .Bloqueo auriculo ventricular.
BCRD. . . . . . . . . . ..Bloqueo completo de la rama derecha.
BIRD. . . . . . . . . . ..Bloqueo incompleto de la rama derecha.
B-gal . . . . . . . . . ..B-galactosidasa.
B-EtSH. . . . . .. ..B-mercaptoetanol.
BOC. . . . . . . . . . . ..t-butoxi-carbonilo.
BPB. . . . . . . . . . . ..azul de bromo-fenol.

BrET . . . . . . . . . . .,Bromuro de etidio.

BSA. . . . . . . . . . . ..Seroalbúmina Bovina.

CIC. . . . . . . . . . . ..Individuos con cardiopatía idiopática
congestiva

ClGu. . . . . . . . . . ..Cloruro de guanidinio.
d.d . . . . . . . . . . . ..bidestilada.
DIEA. . . . . . . . . . ..Di-isopropil-etil-amina.
DMF. . . . . . . . . . . ..Dimetilformamida.

D.0 . . . . . . . . . . . ..Densidad óptica.
DAB. . . . . . . . . . . ..Diaminobencidina.
DC. . . . . . . . . . . . ..Dob1e cadena.

ADNasa. . . . . . . . ..Desoxirribonucleasa.



DTT. . . . . . . . . . ..Ditiotreitol.
ECCh. . . . . . . . . . . Individuos con Enfermedad cardíaca de

Chagas crónica.
ECG. . . . . . . . . . . ..Electrocardiograma.

EDT. . . . . . . . . . . ..Etanqditiol.
EDTA. . . . . . . . . . ..Etilen-diamino, tetraacetato de sodio.
ELISA. . . . . . . . . ..Inmunoensayo enzimático en fase sólida.
EtOH . . . . . . . . . . . Etanol.

EV. . . . . . . . . . . . ..Extrasístoles ventriculares.
gp . . . . . . . . . . . . ..glicoproteína.
h/s . . . . . . . . . . . ..hora/s

HSR. . . . . . . . . . . . Hiper sensibilidad retardada.
ILb . . . . . . . . . . . ..Individuos infectados por Leishmanja

brasiliensis brasiliensis
ITsC. . . . . . . . . . ..Individuos infectados por T, cruzi sin

evidencias clinicas de daño cardiaco.
IPTG. . . . . . . . . . ..Isopropil-B-lFtiogalactósido.
i.v . . . . . . . . . . . ..intra venoso.
kb . . . . . . . . . . . . ..kilo bases

KD. . . . . . . . . . . . ..Kilo Dalton

kpb . . . . . . . . . . . ..kilo pares de bases
LB. . . . . . . . . . . . ..medio de cultivo Luria-Bertani.
LB. . . . . . . . . . . . ..Linfocitós B.

LES. . . . . . . . . . . ..Lupus eritematoso sistémico.
LT. . . . . . . . . . . . ..Linfocitos T.

LTh. . . . . . . . . . . ..Linfocitos T coadyuvantes (CD4, L3T4)
LTc. . . . . . . . . . . ..Linfocitos T citotóxicos (CD8)
min . . . . . . . . . . . ..minuto

MOPS. . . . . . . . . . ..ácido 3-[N-morfolino] propano sulfónico.
0.N . . . . . . . . . . . ..Durante la noche.
PAM. . . . . . . . . . . ..Fenilacetamidometil.

P/V . . . . . . . . . . . ..Peso en volumen.

PBS. . . . . . . . . . . ..tampón fosfato salino.
PEG. . . . . . . . . . . ..Poli-etilenglicol.



PMSF. . . . . . . . . . ..fenil-metil sulfonil fluoruro.
poliA . . . . . . . . . ..ácido poli-desoxi-adenosilico.
PSA. . . . . . . . . . . ..Persulfato de amonio.
ARNasa. . . . . . . . ..ribonucleasa.

rpm. . . . . . . . . . . ..revoluciones por minuto.
SAM. . . . . . . . . . . ..S-adenosil-metionina.

SS . . . . . . . . . . . . ..Simple cadena
SDS. . . . . . . . . . . ..Dodecil-sulfato de sodio.
SH. . . . . . . . . . . . ..Solución de hibridización.

SM. . . . . . . . . . . . ..Solucion de dilución de fagos X.
SN. . . . . . . . . . . . ..Sistema nervioso.

SNC. . . . . . . . . . . ..Sistema nervioso central.

SNP. . . . . . . . . . . ..Sistema nervioso periférico.
SSC. . . . . . . . . . . ..Solución citrato salina.
t.amb . . . . . . . . . ..temperatura ambiente.
TAE. . . . . . . . . . . ..bufÏér tris acetato EDTA.
TBE. . . . . . . . . . . ..bufÏér tris borato EDTA.

TBS. . . . . . . . . . . ..buffér tris salino.
TEMED. . . . . . . . . ..N,N,N',N'tetrametilendiamina.
TFA. . . . . . . . . . . ..Acido trifluoro acético.
Tris . . . . . . . . . . ..2 amino-2 (hidroximetil)-1,3 propanodiol.
Tul . . . . . . . . . . . ..cepa Tulahuén de T. cruzi.
u.f.p . . . . . . . . . ..unidades formadoras de placa.
UV. . . . . . . . . . . . ..ultra violeta.

v.c . . . . . . . . . . . ..voltaje constante
X-gal . . . . . . . . . ..5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-LFgalactopira­

nosido
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1.1. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

1.1.1. Epidemiología

La Enfermedad de Chagas-Mazza o Tripanosomiasis americana fue
descripta por primera vez por Carlos Chagas (1909) quien identi­
ficó comoagente etiológico de la enfermedadal protozoo parásito
Trypanosomacruzi, transmitido por insectos hematófagos de la fa­
milia de los Redúvidos . Hoy esta enfermedad es uno de los mayo­
res problemas sanitarios de América Latina. Un informe de la
Organización Mundial de la salud del año 1988, estima que 90 mi­
llones de personas habitan en la zona considerada endémica, zona
de distribución de los insectos vectores de la enfermedad. De es­
ta población expuesta a contraer la enfermedad, 20 millones estan
infectados (TDR, 1988).

La infección aguda dura de uno a dos meses y es generalmente
asintomática; más del 90% de los infectados entra en la llamada
etapa crónica de la enfermedad sin advertirlo. Un porcentaje
variable de individuos infectados crónicos, del 10 al 30% depen­
diendo de la región. desarrollará a lo largo de su vida sintomas
de daño visceral principalmente en intestino y corazón; la mani­
festación mas frecuente de la Enfermedad de Chagas crónica es la
Cardiopatía Chagásica (Rosembaum, 1964).

El área de dispersión de los insectos vectores abarca desde el
sur de los Estados Unidos hasta el paralelo 42 en Sudamérica. En
Argentina y gran parte del Sudaméricael insecto vector es el
Triatoma infestans y su disribución geográfica se representa en
la Figura 1 (Schofield, 1985). En Argentina estudios realizados
en varones convocados para el servicio militar, permiten estimar
la existencia de 2.000.000 de infectados en un área que abarca
dos tercios de la superficie del país.
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La prevalencia de la infección depende tanto de factores geográ­
ficos comode factores sociales y/o culturales. Por su distribu­
ción geográfica la enfermedad de Chagas es considerada una Enfer­
medadTropical. Se considera que estas, afectan regiones situadas
entre ambostrópicos, donde factores climáticos y geográficos
permiten el desarrollo de los vectores de diversas enfermedades
infecciosas. Coincidentemente, en estas zonas viven grandes
poblaciones humanas en condiciones de extrema pobreza, falta de
higiene y medios sanitarios que son las principales víctimas de
estas enfermedades(parasitosis. lepra, cólera, tuberculosis).

La enfermedad de Chagas es sobre todo una enfermedad rural. Los
insectos vectores infectados anidan en los techos y hendiduras de
las viviendas rurales precarias y se alimentan de la sangre de
sus moradores. a los que trasmiten el parásito. Sin embargo.
debido a los procesos migratorios desde las zonas rurales hacia
los centros urbanos, los habitantes de las cuidades también están
expuestos a la enfermedad, siendo las transfusiones de sangre la
principal vía de infección (Cerisola et. al, 1972).

Comotoda enfermedad tropical la solución del problema del mal de
Chagas involucra la búsqueda de medios terapéuticos y la posibi­
lidad de una inmunoprofilaxis; pero requiere ante todo esfuerzos
destinados a la lucha contra el vector, y por la mejora de la
educación, la calidad de vida. y condiciones sanitarias de la
población de las zonas endémicas (TDR, 1988). Un ejemplo de este
enfoque es el del litoral del Estado de San Pablo (Brasil) donde
planes adecuados de lucha contra el vector y la educación de la
población han logrado interrumpir completamente el ciclo de
transmisión de la enfermedad.

Los medios quimioterapeuticos disponibles son aptos para contro­
lar la enfermedad sólo si son administrados en las primeras eta­
pas de la infección, antes de su pasaje a la etapa crónica (Can­
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cado. 1985). Siendo muylejanas las posibilidades de una vacuna y
la implementación de políticas eficientes, la enfermedad de Cha­
gas es y puede seguir siendo un grave problema sanitario de Amé­
rica Latina.

1.1.2. Agenteetiológico y ciclo natural de la infección

El agente etiológico de la enfermedad es el protozoo hemoflagela­
do Trypanosoma crusi:

Rein02FTotista
Phylum:Sarcomastigophora

Subphilumzhbstigophora
Clase:Zoomastigophora

OrdenzKinetopJastida
SubordenzTrypanosomatina

FamiliazTTipanosomatidae

Este protozoo es durante su ciclo de vida un huesped alternado de
insectos (vectores) y de mamíferos (huespedes). Tanto en uno como
en otro tipo de huesped su especificidad de parasitismo es baja.

Los insectos vectores pertenecen todos a la familia Reduvidae y
a la subfamilia Triatominae, por el contrario T .crusi puede in­
fectar por lo menosocho órdenes distintos de mamíferos.

En su ciclo de vida T .cruzi presenta distintos estadios fisioló­
gica y morfológicamente distinguibles que se caracterizan según
el flagelo (su nacimiento junto al kinetoplasto, curso intracelu­
lar y punto de donde emerge libre del citoplasma), y la posición
relativa del kinetoplasto respecto del núcleo celular (Brener
1973). En la figura 2 se esquematiza el ciclo de vida del pará­
sito.



Introducción

Ciclo de vida del protozoo Trypanosomacruai, agente etiológioo
de la Enfermedadde Chagas. Ver explicaciones en el'texto.
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El estadio infectivo de T .crusi es el tripomastigote metacíclico
(15 umde largo, flagelo emergente desde el extremo apical pos­
terior) (Fig 2.1a), que se acumulan en la ampolla rectal de los
insectos triatominos. Estos insectos se alimentan de la sangre de
animales homeotermos e inmediatamente después de alimentarse
defecan, depositando en el entorno de la picadura las heces que
contienen los tripomastigores metaciclicos infectivos (Fig.
2.1b). Cuandoel insecto abandona el sitio, el huesped al rascar­
se favorece la entrada de los tripomastigotes. Si la picadura es
en las cercanías del ojo o la boca los tripomastigotes pueden in­
fectar directamente a través de las membranasmucosas (Fig. 2.2).
Otras vías de trasmisión que no involucran la presencia de los
insectos vectores son la infección trasplacental y las transfu­
siones con sangre infectada.

Los tripomastigotes que infectaron el huesped pueden parasitar
todo tipo de célula, en especial macrófagos; una vez en el cito­
plasma de las células se diferencian a amastigote (3-5 umy sin
flagelo visible al microscopio) (Fig 2 3a). Los amastigotes in­
tracelulares se dividen por fisión binaria.

Los amastigotes se pueden re-diferenciar en tripomastigotes
sanguíneos y escapar al líquido intersticial o a la sangre des­
truyendo la célula huesped. Comoconsecuencia del daño celular en
el sitio de infección pueden aparecer sintomas de inflamación; en
infecciones a traves de la mucosaocular aparece el caracteris­
tico síndrome de Romaña(Fig. 2.3b). Los tripomastigotes circulan
en el torrente sanguíneo y a través del mismopueden alcanzar
cualquier parte del organismoe invadir nuevas células, sobre to­
do fibras musculares lisas , estriadas o cardiacas y las células
del sistema reticulo endotelial(Fig 2. 4b). Aunqueno parasitan
neuronas, si pueden infectar células gliales. La predilección de
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ciertas cepas por la infección de determinados tipos de tejidos
determina que se las Clasifique en miotrópicas como la cepa CL, o
reticulotrópicas (CepaY).

En los tejidos parasitados pueden encontrarse "nidos" de amasti­
gotes que luego se re-diferenciarán a tripomastigotes, los que a
su vez pueden infectar nuevos tejidos (Fig 2. 4a, b, c).

El Ciclo de trasmisión se cierra cuando los tripomastigotes san­
guíneos son ingeridos por un reduvídeo no infectado (Fig 2.5).
Dentro del tracto digestivo del insecto los tripomastigotes se
diferencian a epimastigotee; en el intestino medio los epimasti­
gotes se dividen por fisión binaria y una vez que pasan a la par­
te final del intestino se diferencian a tripomastigotes metací­
clicos infectivos (Fig 2. 6, 1a) (Brener, 1973).

1.1.3. Heterogeneidadde la población parasitaria.

La intensidad de la afección chagásica depende comoen todas las
parasitosis tanto de factores del huesped comodel parásito. Así,
se podría pensar que el curso de la infección chagásica estaría
influenciado por el tipo del parásito infectante. Esto se compro­
bó trabajando con animales genéticamente definidos. Diferentes
cepas del parásito provocaron infecciones clínicamente distintas.

Existen varias cepas de laboratorio descriptas hasta el presente
como son por ejemplo la Y , la CL, la Colombia y la Tulahuen;
estas cepas difieren en su tropismo tisular, en la intensidad de
la parasitemia, en la letalidad de la infección y en su capacidad
de escape de la respuesta inmune (Brener, 1985).

La heterogeneidad de las poblaciones de T. cruzi ha sido explo­
rada utilizando métodos bioquímicos y moleculares. Así pudo
clasificarse a los parásitos en:
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1- zimodemas: aquellos parásitos con un mismo perfil de
isoenzimas.

2- Esquizodemas: aquellos parásitos que presentan el
mismoperfil de digestión del DNAde su kinetoplasto
con distintas endonucleasasde restricción.

A través del análisis comparativo de clones y cepas del parásito
se comprobó la heterogeneidad de las cepas. Miles et a1.. (1977)
demostró que las cepas involucradas en el ciclo doméstico de la
enfermedad de Chagas y el ciclo selvático pertenecen a zimodemas
distintos. Determinando los esquizodemos Morel et al. (1986)
demostraron la heterogeneidad de las cepas de laboratorio y com­
probaron la diferente composición clonal de una misma cepa prove­
nientente de laboratorios distintos.

Respecto a la asociación entre forma clínica de la enfermedad de
Chagas y el zimodemadel parásito infectante se verificó que
parásitos pertenecientes al zimodemaZ3 raramente eran encontra­
dos en casos agudos de la enfermedad, en el caso de 1a enfermedad
crónica la correlación con algún zimodemaes bastante dudosa
(Miles y Cibulskis, 1986); en un estudio epidemiológico realizado
en Chile entre 107 infectados chagásicos crónicos no se pudo com­
probar la asociación entre el zimodemade la cepa infectante y la
prevalencia de la cardiopatía chagásica. Unestudio mas reciente
realizado en Bolivia mostró que no existen diferencias entre la
patogenicidad de los zimodemosmas frecuentemente aislados de hu­
manosinfectados indicando la inexistencia de correlación entre
el zimodemainfectante y la prevalencia de alguna forma clinica
de la enfermedad (Bréniere et 31., 1989).
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1.1.4— Formas clínicas de la enfermedad.

1.1.4.1. Etapa aguda.

Para la mayoria de los casos esta fase de la enfermedad es leve o
inaparente, no obstante la alta parasitemia. Los individuos in­
fectados ingresan en una etapa asintomática una vez que la para­
sitemia fue controloda por la respuesta inmune (Brener, 1987).

En los casos agudos, es frecuente una reacción inflamatoria en el
sitio por donde se produjo la infección (Chagomade inoculación).
cutáneo u ocular (Signo de Romaña), estos signos tienen un impor­
tante valor diagnóstico considerando que los tratamientos quimio­
terápicos son efectivos sólo en esta etapa. Tambiénpuede obser­
varse la sintomatología la de una infección generalizada que pue­
de incluir fiebre, irritabilidad y linfoadenopatía.

Si bien durante esta etapa las formas replicativas del parásito
se encuentran sobre todo en macrófagos y células gliales, tanto
en casos sintomáticos como en los inaparentes, las alteraciones
mas importantes ocurren en corazón (miocarditis aguda) y en sis­
tema nervíoso (meningoencefalitis). Estas lesiones estarían pro­
vocadas por la destruccion celular debida al parásito (Andrade,
1983), que darían lugar a reacciones inflamatorias (ver
1.2.3.1.). Sin embargoen varios casos de cardiopatíás agudas la
destrucción de tejido no resulta proporcional al númerode fibras
parasitadas (Rosembaum,1964).

La inflamación focal en el miocardio tiende a ser difusa, ocu­
rriendo necrosis litica y hialina de fibras parasitadas y no pa­
rasitadas. Algunas estructuras comoneuronas del SNparasimpático
y fibras del sistema conductor del corazón no se regeneran: como
consecuencia de este daño puede haber un bajo porcentaje de mor­
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talidad (5% de los casos sintomáticos) (Andrade, 1983. 1985;
Brener, 1987). La gravedad de estas lesiones es mayor en los
pacientes de menor edad (Andrade, 1985).

A partir del momentoen que el huesped monta una respuesta inmune
efectiva hacia el parásito; la prasitemia disminuyey la sintoma­
tología de la etapa aguda desaparece. La enfermedad entra en un
periodo asintomático que puede durar varios años o toda la vida
del individuo (Brener, 1987); a esta etapa de la enfermedad se la
denomina forma indeterminada de la enfermedad de Chagas.

1.1.4.2. Forma indeterminada

La etapa más común de la enfermedad de Chagas es la denominada
forma indeterminada. Aproximadamente de un 50 a un 70% de infec­
tados se clasifican clínicamente en este subgrupo. La forma inde­
terminada cursa con serologia y/o xenodiagnóstico positivo para
T. cruzj, con examen radiológico del corazón e intestino, y
electrocardiogramas normales. La presencia de desórdenes revela­
dos por éstas técnicas es comunmentetomada como una indicación
del pasaje a la fase crónica sintomática (Brener, 1987).

Para detectar precozmente las lesiones cardiacas se ha empleado
la ajmalina, fármaco depresor del sistema de conducción cardíaco,
que sirve para evidenciar lesiones incipientes en el sistema de
conducción produciendo alteraciones en el ECGque no se manifes­
tarian en ausencia del fármaco (Chiale et 31., 19823 ). Con la
incorporación de este tipo de técnicas y con seguimientos más
prolongados de los pacientes, la tendencia ha sido de un aumento
en la detección de pacientes con formas crónicas cardiacas o di­
gestivas. y la consecuente disminución del númerode individuos
con una forma indeterminada "pura" (Brener, 1987).
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Los hallazgos anatomopatológicos en miocardios de individuos con
esta forma de la enfermedad, fallecidos por accidente, muestran
focos dispersos y escasos de inflamación mononuclear, y en algu­
nos casos aneurisma apical (Brener 1987. Andrade 1933). Por estas
razones es correcto denominar a esta etapa "forma preclinica o
subclínica" de la enfermedad crónica. La forma indeterminada
representaría entonces un estadío evolutivo de una enfermedad de
lesiones progresivas. Según esta suposición lo que determinaría
que un individuo ingrese en la fase crónica con una sintomatolo­
gía característica (cardiopatía chagásica, megacólon)sería la
velocidad con que la enfermedad evoluciona, pudiendo ésta ser
sumamente baja en algunos infectados que jamás alcanzan la fase
crónica.

No obstante todo el esfuerzo realizado. no existe aún forma de
predecir la evolución de la enfermedad a partir de los síntomas
observados en ésta etapa.

1.1.4.3. Formacrónica

El conocimiento de esta etapa de la enfermedad presenta el mayor
interés práctico con respecto al manejo de los pacientes y sobre
todo al establecimiento de un pronóstico.

La evolución clinica de la etapa indeterminada o asintomática en
sintomática dependeria de varios factores aún no aclarados. Según
estudios realizados en Bambui (Brasil) la prevalencia de esta
forma es mayor en pacientes que presentaron manifestaciones clí­
nicas durante la etapa aguda (Pinto Díaz, 1985). Este hecho tien­
de a fortalecer la hipótesis según la cual la intensidad de la
etapa aguda predeterminaría la posterior evolución de la enfer­
medad (Rosembaum, 1964; Koberle, 1968; Pinto Díaz, 1985).
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La dependencia de la incidencia de esta forma de la enfermedad
del área geográfica sugeriria una asociación entre la forma clí­
nica prevalente y la variedad del parásito (Miles 1984, Morel.
1984) ,y/o con factores que determinan el estado clinico del
huesped antes y durante la infección comoser clima y condiciones
de vida y alimentación. Comose detalló en 1.1.3., la primera
hipótesis estaria descartada dada la falta de asociación entre
zimodemainfectante y forma clínica de la enfermedad.

La más frecuente e importante manifestación clínica de esta etapa
de la enfermedad es una severa miocarditis crónica. En 1964
Rosembaumacuñó el nombre de panmiocarditis para describir el
hecho de que los focos inflamatorios microscópicos asociados al
daño del miocardio estaban diseminados por todo el corazón
(Rosembaum,1964). La coexistencia de areas de degeneración mio­
cítica, infiltrados inflamatorios de células mononucleares y
fibrosis sugiere la existencia de un proceso en permanente e ir­
reversible evolución.

Dependiendode la magnitud, localización y quizás del desarrollo
a través del tiempo de los focos inflamatorios dispersos, pueden
observarse una gran variedad de manifestaciones clínicas, elec­
trocardiográficas y ecocardiográficas. Generalmente la Enfermedad
cardiaca de Chagas (ECCh) se comporta como una cardiopatía con­
gestiva, con tamaños de corazón que pueden ir desde normales a la
cardiomegalia (índice cardiotoráxico de 0.5 a 0.15), con modifi­
caciones características del ECG, y que puede evolucionar hacia
una insuficiencia cardíaCa congestiva; sin embargo, no son infre­
cuentes otras formas clinicas comoalteraciones severas del ECG
con un tamaño normal de corazón (Chiale y Rosembaum, 1987). En la
Tabla I se comparanlas características fundamentales de la car­
diopatíá chagásica y las cardiopatías congestivas idiopáticas. Se
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Tabla I: CARACTERISTICAS DE LA CARDIOPATIA CHAGASICA Y LA
CARDIOPATIA CONGESTIVA IDIOPATICA.

CHAGASICA CONGESTIVA IDIOPATICA

T. cruzi +
SEROPOSITIVO

FUNCION DISMINUIDA SEVERAM. COMPROMET.
SISTOLICA

INSUFICIENCIA
CARDIACA

ANEURISMA
VENTRICULAR

COMPROMISO
SN AUTONOMO

DISFUNCION
NODULO SINUSAL

TRASTORNOS DE BCRD + HBA BCRI
CONDUCCION

ONDAS Q ANORMALES + +/­

ARRITMIAS VENTRI- + +/­
CULARES SEVERAS

INFILTRADOS CELULARES +
INFLAMATORIOS

BCRD:Bloqueo completo de la rama derecha. HBA: hemibloqueo de la
división anterior de la rama izquierda, BCRI: Bloqueo completo de
la rama izquierda.
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observa que existen varias caracteristicas que distinguen a la
cardiopatía chagásica de otras cardiopatías congestivas (Dr. P.
Chiale, comunicación personal).

1.1.4.3.1 Anormalidadeselectrocardiográficas.

El concepto de panmiocarditis explicaría las diversas anormalida­
des electrocardiográficas que generalmente se encuentran en las
formas avanzadas de la enfermedad:

El compromisodel atrio y del nódulo sinusal puede inducir dife­
retes manifestaciones, comoser una severa depresión de la ac­
tividad sinusal, bloqueo sino-atrial, síndromede taquicardia­
bradicardia y fibrilación atrial (Chiale y Rosembaum,1987). El
daño del atrio puede también explicar los disturbios en la con­
ducción intraatrial y las ondas P altamente anormales (Chiale y
Rosembaum, 1987).

Los trastornos en el sistema de conducción ventricular del im­
pulso nervioso son frecuentes; el bloqueo completo (BCRD)o in­
completo de la rama derecha (BIRD) (juntos o por separado) y el
hemibloqueo anterior (HBA) son las alteraciones más frecuentes
del sistema de conducción (Chiale y Rosembaum, 1987).. Una mayor
alteración del sistema de conducciónpuede llevar a distintos
grados de bloqueo atrio ventricular (BAV)que invariablemente
muestran anchos complejos QRS (Chiale y Rosembaum, 1987).

El daño al miocardio ventricular puede resultar en ondas Q anor­
males y en alteraciones primarias de la repolarización ventricu­
lar). Finalmente los extrasistoles ventriculares son también una
expresión de los focos inflamatorios diseminados por el miocardio
(Chiale y Rosembaum 1987).
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1.1.4.3.2 Historia natural de la cardiopatía Chagásica

La cardiopatía Chagásica crónica es una enfermedad en permanente
evolución. En los estadios mas avanzados la ECChlleva a la inca­
pacidad e incluso a la muerte; generalmente comoconsecuencia de
una insuficiencia cardiaca o por muerte súbita (Chiale y Rosem­
baum, 1987). En un seguimiento de diez años realizado en la loca­
lidad de Bambui (Brasil) se estudió la sobrevida en una población
de 855 adultos jóvenes chagásicos crónicos con ECGnormal y de
911 con ECGinicial alterado. Entre los primeros (ECG inicial
normal) hubo una sobrevida del 94,5% frente al 61,3% de sobrevida
en el grupo con ECGinicial alterado (Pinto Diaz, 1985).

Un estudio realizado en San Felipe (Brasil) (Chiale y Rosembaum.
1987) la causa del 58% de las muertes en al población Chagásica
fue la insuficiencia cardiaca y el 37%muerte súbita; 17,6% de
chagásicos autopsiados experimentó muerte súbita sin sintomas
previos de compromisocardiaco.

Generalmente se admite que la fibrilación ventricular es la causa
mas comúnde muerte súbita; se demostró que aquellos pacientes
que presentan arritmias, comolos extrasistoles ventriculares
tendrian mayor tendencia a desarrollar taquicardia ventricular
y/o fibrilación ventricular y muerte súbita ( Chiale et 31..
1982b, Chiale y Rosembaum, 1987). Estudios de ECGdinámico (Hol­
ter) en chagásicos permitieron detectar un considerable númerode
arritmias ventriculares complejas en pacientes aparentemente sa­
nos y tambien detectar procesos de mayor severidad en pacientes
con ECGcorrespondientes a arritmias leves. El empleo de pruebas
de esfuerzo graduado comola ergometrias permite evaluar la re­
serva cardiaca del individuo y pone en evidencia o agrava tras­
tornos cardiacos silentes o minimosen condiciones de reposo.
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1.1.4.3.3 Métodosdiagnósticos alternativos

Además de el ECGy el ecocardiograma actualmente se dispone de
otros métodos para evaluar el daño cardiaco. estos son:

a- El estudio con anticuerpos antimiosina marcados con
Inlll que permite apreciar por escintilografia la mag­
nitud del daño tisular por mayor exposición de la mio­
ina del sarcolema y por lo tanto mayor accesibilidad al
anticuerpo.

b- Las biopsias endomiocardicas que permiten la obser­
vación directa del estado tisular y el avance de la
lesión inflamatoria.

1.1.4.3.5. Patogenia

La forma crónica se caracteriza por ser una miocarditis activa y
difusa que tiene características histológicas tipicas. El infil­
trado inflamatorio está compuesto por macrófagos y celulas lin­
foides que tienden a acumularse en áreas donde las fibras miocar­
dicas muestran grados variables de degeneración. Este infiltrado
se acompañade una fibrosis intersticial fina y difusa. Son evi­
dentes las señales histológicas del proceso con áreas de degene­
ración y necrosis de fibras cardíacas aisladas. con focos de
miocitolisis, áreas de adensamiento del infiltrado y con focos de
fibrosis con varios grados de colagenización y maduración (Andra­
de, 1983).

La caracteristica masnotable de estas lesiones es la casi ausen­
cia del parásito, sugiriendo que otras causas, ademásde la pre­
sencia del parásito, deben intervenir en la patogenia de las le­
siones (Rosembaum 1964; Andrade, 1983, 1985; Santos Buch y
Acosta, 1985).
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Para poder explicar la patogenesis de la enfermedad en ausencia
del parásito han surgido distintas hipótesis. La primera postula
la destrucción de la inervación autónoma del corazón tal como se
observa en los ganglios del plexo mientérico en los casos diges­
tivos de la enfermedad (megaesófago), sin embargo, en el modelo
canino, ni la destrucción de los ganglios parasimpáticos por va­
gectomia, ni la interrupción con farmacos del impulso nervioso
reprodujo las lesiones cardiacas observadas en la enfermedad de
Chagas (Santos Buch y Acosta, 1985). La presencia de macrófagos y
linfocitos en estos focos inflamatorios sugiere la existencia de
una reacción inmunitaria mediada por células. Magarinos Torres
(1930, 1941) postuló que las lesiones estarian provocadas por una
reacción autoinmune secundaria a la infección por T. cruzi
(Rosembaum 1964, Koberle 1968, Andrade 1983).

1.1.5. Modelos experimentales de la enfermedad de Chagas.

Para el estudio detallado del rol de cada compartimiento del sis­
tema inmune en la resistencia a la infección y en la inmunopato­
logia, o para estudiar la influencia del tipo de cepa del pará­
sito, quimioterapia o inmunoprotección, es necesario utilizar un
modelo animal apropiado. Según el Comité de la OMSde Enfermedad
de Chagas un buen modelo de la enfermedad crónica de Chagas debe
(Brener y Ramirez, 1985):

1. Permitir el aislamiento del parásito a lo largo de la
infección.

2. Presentar reacciones serológicas indicativas de la pre­
sencia del parásito.

3. Presentar las manifestaciones Clínicas de la enfermedad
de Chagas crónica.
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4. Desarrollar miocarditis, miositis y otras lesiones
anatomopatológicas típicas de la enfermedad.

5. Inducir una respuesta inmunehacia tejidos del huesped.

En la Tabla II se resumen los principales modelos animales de la
enfermedad de Chagas investigados hasta la fecha.



TABLAII.ModelosanimalesdelaenfermedaddeChagas.

MODELOINFECCIONPATOLOGIAMANIFESTACIONESRESPUESTAVENTAJASDESVENTAJAS

ANIMALCLINICASAUTOINMUNE

RATONDependiendoMiocarditieModif.ECG”:anti-miocardioCepasgenéti-Enfermedad

decepayMioeitis(2)EV.altGRSanti-nerv.cam.definidas.noevolutiva
dosis:Aguda(2)anti-muec.SistemainmuneInterpretac.yCrónica(1)Caracterizado.delECG.(1)

CONEJOAgudayMiocarditis.Insuficienciaanti-miocardio.Sist.Inmune

Crónica(3)Cardíaca.(1.3)(3)pococarac­

.teriz.(1)

PERROAguda.inde—MiocarditisInsuficienciaAnalogíacon

terminaday(4)Cardioa.Modif.enfermedadhumana

crónica(1.4)ECG:BCRD.EV.(1.4)(4)

PRIMATESAgudaindeMiocarditieModif.ECG:anti-EVI.

terminadayMegaesófagoEV.HBA.(1.5)anti-nervP

crónica(1,5)(1,5)(6)

Referencias:1)BreneryRamirez.1985;2)Laguenset.al.1981:H)AndradeyAndrade,1979:4)Teixeira

etal.(1975).5)Bolomoet31..1980;6)Szarfmanet31..1978H:ECG.electrocardiograma:EV.ex

trasíétolesventrieulares;altQRS.alteracionesdelQRS.:BCRD.bloqueocompletodelaramaderecha:

HBA,hemibloqueoanterior.
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1.2. RESPUESTA INMUNEA LA INFECCION POR Trypanosoma cruzi.

El huesped reacciona contra el parásito y monta una respuesta in­
muneefectiva que virtualmente elimina al parásito de la sangre
(Brener, 1987). Noobstante, como la parasitemia de la etapa agu­
da es muyalta, el parásito logra alojarse en los tejidos blanco
y establece la infección crónica.

Comose describe en 1.1.4.1. y 1 1.4.3 5. la respuesta inmune del
huesped estaria involucrada en el origen de las lesiones de la
etapa aguda y la enfermedad crónica. De acuerdo con esto, podria
pensarse que aquellos individuos con una respuesta más intensa
hacia la infección chagásica serían mas propensos a desarrollar
1a cardiopatía crónica; sin embargo, la asociacion entre titulo
de anticuerpos anti-T. cruzi y cardiopatía no pudo ser comprobada
(D'a Gusmáoet al, 1982). Si bien no se tienen pruebas acerca de
si Son los mismos mecanismos efectores los que protegen al hues­
ped y los que median las reacciones inmunopatológicas, se puede
dividir la respuesta inmunea la infección por T. cruzi en dos
partes para su estudio:

1) Respuesta inmuneprotectora: es aquella dirigida contra
el parásito vivo, contra esta respuesta el parásito ha
desarrollado mecanismos de escape.

2) Respuesta inmuneautoagresiva: es aquella dirigida con­
tra el huesped y sería el fundamento inmunológico de
las lesiones observadas en la etapa aguda v al car­
diopatía chagásica crónica.

1.2-1 Innunidad humoral

La respuesta inmunehumoral contra T, cruzj reviste importancia
porque constituye el principal mecanismoutilizado por el huesped
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para controlar la parasitemia. Prueba de la eficiencia de esta
respuesta es la baja parasitemia de la infección crónica. cuando
el huesped ha montadola respuesta humoral anti-parasitaria.

Estudios de la cinética de aparición de clases de anticuerpos
anti-T. crusi durante la infección experimental, demostraron que
las IgMy las IgG aparecen y alcanzan altos títulos casi simultá­
neamente (Araujo et 31., 1984). un resultado similar se observó
durante una infección accidental humana(Israelski et 31., 1988)
indicando que para la infección por T, crugi la cinética de apa_
rición de las clases difiere del resto de las infecciones para­
sitarias (Israelski et al.. 1988). A medida que transcurre el
tiempo el título de IgMdisminuye hasta valores minimos respecto
al título de las IgG específicas, que alcanza su máximouna vez
que la infección se hace crónica (Araujo et 31., 1984. Israelski
et al, 1988).

La aparición temprana de las IgG puede deberse a la activacion
policlonal que se produce durante la etapa aguda de la infección
experimental murina. con la activacion inespecífica de las celu­
las B a la forma blástica con un isotipo dominante de IgG2a
(D'Imperio Lima et 31.. 1985). Se ha sugerido que este efecto
además estaría involucrado en la inmunosupresión de la respuesta
específica a antígenos característica de la etapa aguda (Minoprio
et al., 1989 c). Estudios recientes han revelado que sólo un bajo
porcentaje de células plasmáticas producidas durante la estimula­
ción policlonal producen anticuerpos anti-T. crusi, indicando que
en esta etapa de la infección, si bien existe una respuesta inmu­
ne específica anti-T. cruzi esta constituye una pequeña parte
(Minoprio et 31., 1989 b).

El modelo animal murino ha servido para determinar el rol de la
inmunidad humoral en la resitencia a la infección con T. cruzi.
Se comprobóa través de experiencias de transferencia pasiva que
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el suero de ratones infectados crónicos es capaz de conferir
resistencia a la infección. Además, se demostró que los anti­
cuerpos anti-T. cruzi del isotipo IgGZae IgG2bson escenciales
en la respuesta inmuneprotectora (Takehara et a1., 1981). La
importancia de la respuesta humoral tambien fue demostrada por
las experiencias en ratones con deficiencias genéticas para la
producción de anticuerpos (Biozzi low responders) (Kierszembaum y
Howard, 1976). y en ratones depletados de células B por anticuer­
pos anti-cadena p. Ambascepas de ratones fueron altamente sucep­
tibles a la infección por T. cruzi (Rodriguez et al., 1981). To­
das estas experiencias confirman el rol prevalente del compar­
timiento B del sistema inmuneen la respuesta inmune protectora.

Los anticuerpos involucrados en el control de la parasitemia, o
anticuerpos liticos, actuarían por los mecanismosefectores de
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC)y lisis
mediada por complemento. Su presencia no se correlaciona con el
titulo de anticuerpos anti-T. cruzi detectados por métodos de
serología clásica (Krettli y Brener, 1982, Brener 1986). La pre­
sencia de anticuerpos líticos en sueros se evidencia porque pue­
den producir in vitro la lisis mediada por complemento, o por in­
munofluorescencia sobre tripomastigotes vivos (Krettli y Brenner
1982). Estos anticuerpos no pueden ser producidos por inoculación
con parásitos muertos, o fracciones o antígenos de los mismos
(Brenner 1986). Tampocose detectaron en pacientes o en animales
que a través de un tratamiento quimioterápico fueron parasi­
tológicamente "curados". De estas evidencias se deduce que los
anticuerpos líticos son producidos sólo durante la infeccion ac­
tiva por T. crusi (Brener, 1986).

Estudios de la cinética de aparicion de los anticuerpos liticos
mostraron que no son detectable en sueros de infecciones experi­
mentales agudas_y si en sueros de infecciones crónicas (Takehara
et 31., 1990). Esta diferencia es atribuible al título de IgG
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anti-T. crusi. el que alcanza su valor máximoen la etapa crónica
de la infección concomitantementecon el control de la parasite­
mia (Takehara et 31., 1990).

1.2.1.1. Mecanismosde evasión del parásito a la respuesta inmu­
ne humoral

Existen varios mecanismosde escape de T. crusi a las respuesta
inmune mediada por anticuerpos especificos. En los primeros mo­
mentos de la infección la inmunosupresión disminuye la respuesta
hacia el parásito (Eisen y Petry, 1989). Ademas. los tripanosomas
han desarrollado mecanismoscapaces ya sea de neutralizar la por­
ción fc de las IgG o de eliminar de la superficie los anticuerpos
que los reconocen específicamente lo que impide que estos puedan
mediar funciones efectoras como la fijación de complementoo el
reconocimiento por los receptores fc de los macrófagos (Nogueira.
1986).

El mecanismode fab-ulación que consiste en olivar el fragmento
fc de las IgG unidas dejando sólo el fragmento Fab ha sido pro­
bado en tetrahimena. y se verificó por IF indirecta para la cepa
C1 de T. crusi (Krettli y Eisen 1980 ): sin embargo fragmentos
fab obtenidos de sueros inmunes, fueron capaces de lisar in vitro
en presencia de complemento tripomastigotes sanguíneos. En un

estudio reciente se identificó una proteína de T. cruzi de 52 KD
capaz de unir inespecíficamente IgG y degradarla en pequeños
fragmentos evitando la fijación de complemento(Cicarelli 1989).
Los tripomastigotes también serían capaces de internalizar y de­
gradar las IgG unidas especificamente por un mecanismode endoci­
tosis mediada por receptor, este mecanismo sería mas activo en
los tripomastigotes sanguíneos que en los amastigotes (Teixeira
et. al 1989).
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LOSePimaStiSOteS de Trypanosoma cruzi son lisados por los sueros
no inmunes de mamíferos, esta lisis es mediada por la vía alterna
del complemento. Los tripomastigotes y amastigotes se hallan
"protegidos" de este mecanismoefector y no son lisados por sue­
ros normales. La lisis si se produce (1.2.1.) en presencia de
sueros especificos y es mediada tanto-por la via clásica comopor
la via alterna del complemento.Existiria en la superficie de los
tripomastigotes un componentecapaz de bloquear la via alterna
del complemento que es sensible al tratamiento con tripsina
(Kipnis et al. 1981); este componente seria bloqueado por los
anticuerpos especificos, que permitirían de esta forma que el
parásito sea lisado por la via alternativa del complemento
(Kipnis et 31.. 1985).

1.2.2. Inmunidad mediada por células

La participación de los linfocitos T (LT) en la inmunidad a T.
cruzi ha quedado demostrada tanto por la mayor suceptibilidad a
al infeccion de los ratones nude y ratones depletados de células
T (Hoff y Boyer, 1985; Schmuñis et 31., 1971; Kierszembaum y
Pienkovsky. 1979), comopor la transferencia de la resistencia a
través de timocitos y células de bazo (Hoff y Boyer, 1985). Scott
et al.(1981) encontraron que preparaciones de células de bazo
depletadas de Linfocitos T conservan la capacidad de proteger
pasivamente ratones inoculados; mientras que aquellas preparacio­
nes carentes de Linfocitos B son incapaces de transferir la
protección. AsimismoLos ratones que fueron depletados de macró­
fagos por tratamiento con sílica fueron altamente suceptibles a
la infección. A partir de ratones hiperinmmunizados con T. crusi,
Nickell y Boyer (1987) aislaron y caracterizaron líneas y clones
de linfocitos T específicos del parásito. Unode estos clones,
perteneciente al tipo de LT coadyuvante LTh, L3T4+ fue capas de
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transferir protección contra una dosis letal de tripomastigotes,
indicando el rol activo de la inmunidad celular en la inmunopro­
tección.

El conjunto de estos resultados indican que la función primaria
de los linfocitos T en la inmunidad a I. crusi es la de helper
(LTn) o coadyuvante de la respuesta humoral y de macrófagos (Hoff
y Boyer 1985). La actividad citotóxica y de linfocitos natural
killer o natural killer hacia tejidos parasitados tambiénha sido
descripta (Hoff y Boyer, 1985)

1.2.2.1. Rol de los macrofagos en la inmunidad a T. crusi.

Los macrófagos (Mz) no inmunes se cuentan entre las primeras
células que los tripomastigotes metacíclicos invaden y donde
T. cruzi se diferencia a amastigote y se replica (ver 1.1 2.);
sin embargo, a medida que el huesped monta una respuesta inmune
efectiva hacia el parásito los macréfagos se activan y pueden
destruir a los parásitos intracitoplasmáticos (Nogueira, 1986)
Los macrófagos activados de ratones inoculados con BCG, también
muestran actividad tripanocida por lo que el mecanismode activa­
ción sería inespecífico; los macrófagos se activan por la acción
de linfoquinas producidas por LThelper que son los que si reco­
nocen especificamente al parásito (Nogueira et al., 1981). Todos
los clones de linfocitos T especificos del parásito obtenidos por
Nickell y Boyer (1987), pertenecían al subset L3T4+(LTn) y fue­
ron capaces de inducir el estado microbicida en macrófagos in­
fectados por T. crusi.

En los macrófagos activados los parásitos son eliminados por la
producción de radicales superóxido, mientras que en los macrófa­
gos no inmunes, los tripanosomas sobreviven gracias a un mecanis­
mode escape de la vacuola fagocítica. Cuandoel amastigote se
diferencia a tripomastigote sanguíneo, estos ya no pueden ser
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fagocitados debido a la presencia de un componenteantifagocítico
que poseen en la superficie (Nogueira, 1986). A1 ser reconocidos
específicamente por los anticuerpos, esta_actividad resultaría
bloqueada: además la opsonozación del parásito por anticuerpos
específicos facilitaría la fagooitosis (Nogueira1986).

1.2.3. Inmunopatología

Comose expuso en 1.1.4.3.5. y 1.1.4.1 los hallazgos anatomopa­
tológicos de la etapa aguda y crónica de la enfermedad sugieren
que la respuesta inmune del huesped estaría involucrada en la
patología de la enfermedad. La casi ausencia del parásito. y el
tipo de células encontradas en los infitrados de las lesiones
crónicas ha llevado a postular que éstas serían en parte
producidas por una respuesta autoagresiva mediada por células o
anticuerpos.

En modelos animales, especialmente en la infección crónica exper­
imental murina, se pudo demostrar la presencia de células T auto­
rreactivas; y tanto en modelos animales como en pacientes
chagásicos se demostró la presencia autoanticuerpos. Sin embargo,
en pacientes chagásicos, la ocurrencia de fenomenos autoinmunes
no se ha podido aún correlacionar con la enfermedad cardíaca. Por
esta razón, la hipótesis autoinmune ha encontrado detractores y
es objeto de controversias (Kierszembaum, 1985: Hudson. 1985). A
continuación se presentan las evidencias mas relevantes acerca
del rol de la respuesta autoinmune en la patología de la enfer­
medad de Chagas.

1.2.3.1. Inmunopatología de 1a etapa aguda.

En los casos de miocarditis aguda los infiltrados inflamatorios
compuestos de neutrófilos y eosinófilos pueden estar o no asocia­
dos a la presencia del parasito; Según Rosembaum(1964), sólo en
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un 50% del total de los casos de miocarditis aguda informados
las fibras cardíacas se encuentran parasitadas, en los demás ca­
sos las fibras parasitadas son escasas, e inclusive, en algunos
casos no se detectan parásitos. En todos los casos el número de
fibras dañadas no es proporcional a la parasitación y llama tam­
bién la atención que el infiltrado intenso y difuso parece más
lesivo para las fibras cardíacas que para los parásitos (Ribeiro
dos Santos y Rossi, 1985) (Andrade, 1983, 1985). Observaciones
antiguas, describen en las adyacencias de amastigotes rotos la
presencia de fibras en degeneración y necrosis. Estos hallazgos
sugieren que el daño producido en las fibras cardiacas no depende
solamente del parásito, sino que también dependeria de reacciones
inflamatorios y probablemente autoagresivas que no están necesa­
riamente ligadas a la presencia del parásito vivo.

En ratones. la infección por T. cruzi provoca una desregulación
en la homeostasis del sistema inmunecaracterizada por la proli­
feración policlonal de linfocitos B y T que son activados a la
forma blástica ( D'Imperio Lima et 81., 1985 ). y una disminución
de los niveles de IL-2 y de la respuesta inmune hacia antígenos
especificos del parásito (Harell-Bellan et 31., 1984). La proli­
feración policlonal es dependiente de células Th comolo demues­
tran experimentos en que ratones depletados de LTh por inyección
de anticuerpos anti-L3T4+ no experimentan la proliferación poli­
clonal (Minoprio et al. 1987). Estos fenómenos en humanos aún no
fueron probados, si bien la reactividad anti-T. crusi en las
primeras momentos de la enfermedad es baja comparada con la reac­
tividad de la etapa crónica (Israelski et a1., 1989). En la
infección experimental murina se ha demostrado que la mayoría de
las células plasmáticas surgidas de la activación policlonal son
autorreactivas y producen sobre todo autoanticuerpos naturales;
lo que sugiere una posible relación entre la activación policlo­
nal y la inmunopatología tanto de la etapa aguda comoen la etapa
crónica de la enfermedad (Minoprio et 31., 1989 b y c). En el mo­
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delo murino y en pacientes en la etapa aguda de la infección se
demostró la presencia de células citotóxicas y de anticuerpos
capaces de mediar reacciones de citotoxicidad celular (ADCC)que
lisan sólo células infectadas o sensibilizadas por adsorción de
antígenos del parásito (Ribeiro Dos Santos y Hudson, 1980; López
et a1., 1983, Ribeiro dos Santos y Rossi, 1985"). Russo et al.
(1988) mostraron que en ratones depletados de células Th por
tratamiento conanticuerpos anti-CD4, la inflamacíon disminuye y
la parasitosis aumentasugiriendo un doble rol de los linfocitos
Th en la inflamación y el control de la parasitemia. En miocardi­
tis agudas en humanos, la inflamación cardíaca se puede atenuar
por el suministro de inmunosupresores sugiriendo un rol importan­
te de la respuesta inmune en 1a patogenia (Andrade. 1985). Por o­
tra parte surge de la observación de la evolución de los casos
agudos que los síntomas disminuyen y tienden a desaparecer con la
disminución numérica de los parásitos lo que estaría demostrando
la relación entre la presencia del parásito y las lesiones de la
etapa aguda (Andrade. 1985).

Todos estos resultados indican que el probable mecanismo pato­
génico para las lesiones inflamatorias de la etapa aguda debe
depender tanto del parásito comode la respuesta inmune del hues­
ped; una hipótesis patogénica coherente con estas evidencias
sería la destruccion tisular y del parásito que inducirian
reacciones inflamatorias y reacciones autoagresivas hacia células
sensibilizadas o no por antígenos parasitarios (Ribeiro dos
Santos y Rossi, 1985; Andrade 1985).

1.2.3.2. Inmunopatología de la etapa crónica

1.2.3.2.1 Autoinmunidadmediada por celulas

insulale animales
Para probar la relación entre la autoinmunidadcelular y la pato­
génesis de la cardiopatía chagásica se han realizado diversos
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estudios. tanto in vivo como in Vitro en los que se ha tratado de
determinar:

a- La presencia de células T autorreactivas inducidas por
la infección.

b- La capacidad de las células T autorreactivas para
transferir las lesiones inflamatorias.

c- El origen de las células T autorreactivas: i-reacción
cruzada con T. cruzi; ii-estimulación por antígenos ex­
puestos del huesped),iii-activación policlonal.

Santos Buch y Teixeira (1974) comprobaron que los linfocitos de
conejos crónicamente infectados con T. crusi son capaces de des­
truir específicamente células cardiacas alogénicas esten o no
parasitadas. E1 origen de las celulas autorreactivas fue deter­
minado por el test de la inhibición de la migración de macrófagos
que demostró reactividad cruzada entre antígenos de corazón y de
T. cruzi. Los resultados de estos modelos alogénicos fueron
corroborados en un modelo murino singénico (Acosta y Santos Buch
1985). La validez de estos mecanismos in vivo fue probada por
Laguens et. al (1981) quienes reprodujeron, por transferencia de
linfocitos de ratones crónicamente infectados, las lesiones
inflamatorias en el miocardio de ratones sanos. Acosta y Santos
Buch (1985) produjeron una miocarditis mediada por linfocitos
autorreactivos en recipientes singeneicos neutralizable por
glucocorticoides.

Distintos niveles de daño inflamatorio cardíaco y alteraciones en
el ECG se obtienen por inmunización con de homogenatos de
T. cruzi , fracciones subcelulares del parásito y extractos de
tejidos del huesped. Conejos y ratones inmunizados con una frac­
ción ribosomal mostraron en el examenhistopatológico focos de
miocarditis con infiltrado linfocitario (Santos Buchy Teixeira,
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1974; Ruiz et. a], 1985 ). A su vez, la inyección de homogenato
completo de corazón provoca en ratones una miocarditis autoinmune
con una sintomatología análoga a la observada en la cardiopatía
Chagásica (Cossío et. al. 1984). Estos resultados estarían ilus­
trando la capacidad de los antígenos de T. crusi y los autoanti­
genos en la activación de células autorreactivas tejido-especí­
ficas (ver 1.3 3.). Coincidentemente, Sadigursky et al. (1982)
describieron un antígeno comúna T. cruzi y a preparaciones puri­
ficadas de reticulo sarcoplásmatico de músculoestriado ricas en
ATPasa Mg+2dependiente (Acosta et. al ,1983). En ratones de 150
días de infección con T. cruzi, y ratones inmunizados con el an­
tígeno SRA se encontraron los mismos síntomas y lesiones. Los
linfocitos esplénicos de ambosratones resultaron citotóxicos
contra fibras musculares singeneicas normales (Acosta y Santos
Buch. 1985); sugiriendo que la reactividad inmunológica cruzada
entre antígeno de T. crusi y el reticulo sarcoplasmático estaría
involucrada en la activación de células autorreactivas.

En contradicción con estos resultados Gattas et al. (1988) midie­
ron la aparición de células capaces de proliferar en presencia de
extractos de corazón en ratones inmunizados, a) con parásitos
muertos b) con homogenatos de T. cruzi y c) con fracciones
subcelulares. y en ratones infectados con T. crusi. Las celulas
autorreactivas sólo se detectaron en la infección activa. Los
autores sugieren que la autorreactividad es consecuencia exclusi­
va de la ruptura de tejidos por el parásito. Estos resultados no
están de acuerdo con los de las inmunizaciones mencionadas mas
arriba, ni considera las modificaciones en el sistema inmune del
huesped durante la infección chagásica (Joskowicz 1985, Eisen y
Petry 1989).

Respecto de los probables mecanismosefectores de la autoagresíón
celular existen evidencias que estaría mediada por macrófagos
(Ribeiro dos Santos y Rossi, 1985). Cuandolas células esplénicas
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se depletan de macrófagos, desaparece toda acción citotóxica ha­
cia fibras musculares normales isólogas. La citotoxicidad se re­
cupera por el agregado de macrófagos mostrando que los linfoci­
tos T (LT) actuarían sólo en su presencia (Ribeiro dos Santos y
Rossi, 1985). Estos hallazgos están de acuerdo con un mecanismo
de hipersensibilidad retardada ( HSR) de tipo IV donde los LT
helper reconocen especificamente al antígeno, liberan factores
que activan a los macrófagos. Este tipo de mecanismo es cohe­
rente con el tipo de células encontradas en los infiltrados in­
flamatorios de la cardiopatía crónica (ver 1.1.4.3.5 ). Honte­
beyrie-Joskowicz et al. (1987) demostraron que los linfocitos T
helper (LTh) L3T4+son capaces de transferir a recipientes sanos
la neuropatía observada en ratones infectados con T. cruzi (Said
et. a1., 1986: Hontebeyrie-Joskowicz et. al, 1987). Asimismo, una
línea de LTh L3T4+que prolifera ante antígenos de T. cruzi pro­
dujo reacciones locales HSRcuando fue inyectada en huespedes sa­
nos en presencia de extractos de T. cruzi o de células nerviosas
periféricas. Cuando esta línea de LT L3T4+fue inyectada en hués­
pedes sanos i.v. o intraneuralmente, se desarrollaron infiltrados
granulomatosos. En el nervio ciático, los infiltrados se acom­
pañaron de demielinización (Hontebeyrie-Joskowicz et. al. 1987).

Toda ésta evidencia experimental demostraría:

La existencia de células T autorreactivas en la infec­
ción crónica.

b- La capacidad de las células T autorreactivas para
transferir lesiones inflamatorias.

c- Sugiere que el origen de las células T autorreactivas
podría deberse a la reaccion cruzada de antígenos de T.
cruzi con los del huesped.
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¿hurlingham linfocijgsdenagientes.
Las experiencias con linfocitos de pacientes chagásicos son poco
concluyentes. Teixeira et. al (1978) observaron que células feta­
les humanasinfectadas o no, eran lisadas in vitro por los linfo­
citos de pacientes ohagásicos; sin embargolos linfocitos de en­
fermos agudos fueron más efectivos que los de enfermos crónicos.
Utilizando la técnica de inhibición de la migración de macrófagos
demostraron que los LT se activan con tejido humano y con T.
cruzi. Bracco et al. (1984) mostraron que los linfocitos de
pacientes chagásicos reconocen preparaciones de miocardio, indu­
ciendo una mayorcontractilidad. Unefecto similar fue encontra­
do utilizando linfocitos de ratones con miocarditis experimental
inducida por inmunización con antígenos de miocardio. Los autores
postulan 1a existencia en enfermos chagásicos de linfocitos anti­
miocardio cuyo origen sería la estimulacion autoantigénica
(Bracco et 31.. 1984).

Di Titto et al. (1985) midieron la respuesta proliferativa de cé­
lulas mononucleares periféricas hacia fracciones de T. crusi y
extractos de corazón, en pacientes infectados con distinto grados
de avance de la cardiopatía. Solo algunos infectados crónicos
mostraron respuesta linfoproliferativa hacia antígenos de miocar­
dio. Diferencias entre infectados con y sin cardiopatía sólo se
detectaron en la respuesta linfoproliferativa hacia fracciones
subcelulares de T. crusi (ver 1.3.3.).

El balance de estos resultados indica que si bien existen células
autorreactivas en pacientes chagásicos, su presencia en sangre
periférica no estaría en principio, asociada a las manifestacio­
nes clínicas.

1.2.3.2.2 Autoinmunidadhumoral.

Desde las primeras evidencias acerca de la existencia de fenó­
menos autoinmunes en la enfermedad de Chagas se ha tratado de
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determinar:

a- La existencia de autoanticuerpos específicos.

b- La existencia de mecanismosefectores inmunopatológicos
mediados por autoanticuerpos y su asociacion con 1a
patología.

c- El origen de los autoanticuerpos. i-Estimulación
policlonal, ii- Reacción cruzada entre antígenos del
parásito y del huesped (mimetismo molecular). iii­
Reacción contra epitopes expuestos por ruptura celular.

1'; . l . J i, , !._EXI 1 ._] . . .

Tejada-Valenzuela y Castro (1958) demostraron que el suero de
tres pacientes con cardiopatía chagásica crónica formaba lineas
de precipitinas con extractos de corazón humano. Continuando con

dichos experimentos Jaffé et al. (1959, 1961) y Kosma (1962) de­
mostraron un alto grado de correlación entre la aparición de es­
tas precipitinas y la cardiopatíá chagásica crónica. Evidencias
de autoanticuerpos que reaccionaban con tejidos del huésped fue­
ron aportadas por Cossio et al. (1974). En suero de pacientes
chagásicos se detectó la presencia de IgGs circulantes que reac­
cionan con endocardio, estructuras vasculares e insterticios de
rata o cobayo no infectados. Estos autoanticuerpos eran detecta­
dos por inmunofluorescencia indirecta y mostraban un perfil de
tinción particular. Fueron denominados autoanticuerpos EVI
(endocardio-estructuras vasculares-intersticios). Los autoanti­
cuerpos EVI eran capaces de fijar complemento, reconocer la su­
perficie de fibras musculares esqueléticas y cardíacas. Como
eran adsorbidos por extractos de epi- y tripomastigotes se supuso
que los Acs EVIse originaban por reactividad cruzada entre anti­
genos_de T. cruzi y del huesped (Cossío et al., 1974).
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Biopsias de individuos con cardiopatía chagásica mostraron IgGs
unidas in Vivoa la superficie de fibras cardíacas en las adya­
cencias de los focos inflamatorios. La intensidad del daño tisu­
lar en las lesiones inflamatorias era proporcional a la deposi­
ción de las IgGs, sugiriendo una relación de causa efecto
(Laguens et a1., 1975; Cossío et 31., 1977).-La determinación de
los anticuerpos EVIen pacientes chagásicos mostró en forma pre­
liminar que habría prevalencia de estos en pacientes con cardio­
patía sugiriendo que los autoanticuerpos EVItendrían un rol en
la patología y por lo tanto cierto valor diagnóstico y/o pronós­
tico de la cardiopatía (Cossío et 31.. 1974 ; Diez et 31., 1976).

Estudios llevados a cabo por Borda et al. (1984) encontraron aso­
ciada a los Acs EVI, una actividad que modificaba in vitro la
contractilidad del miocardio de rata a través de la estimulación
específica de receptores B-adrenérgicos (Borda et al.‘ 1984). Di­
cha actividad se encontraba asociada a una fracción-proteica que
coincidía con la fracción IgG. La estimulación se realiza a tra­
vés del sistema adenilato ciclasa (Sterin-Borda et al. 1988), el
AMPc producido aumenta la contractilidad del músculo cardíaco
estimulando la Ca+2 ATPasa e inhibiendo la K+/Na+ ATPasa. Como la
actividad era adsorbida por epimastigotes. se postuló que el ori­
gen de estos autoanticuerpos sería la reacción cruzada con puta­
tivos receptores Bl—adrenérgicos presentes en T. crusi (Borda
et 31., 1984).

El entusiasmo inicial despertado por los Acs EVI no duró demasia­
do. Algunos investigadores encontraron un perfil de tinción EVI
por inmunofluorescencia indirecta sobre corazón y músculo de co­
bayo en individuos de zonas no-endémicas para T. crusi; indicando
que podría tratarse de una actividad heterófila (Nicholson et
al., 1977). A1repetir las experiencias utilizando tejidos de
origen humano, se comprobo1a naturaleza heterófila de la activi­
dad EVI (Khoury et 31.,1983). Nuevos resultados con mayor número

-35­



Introducción

de pacientes no pudieron reproducir la prevalencia de los EVI en
pacientes con cardiopatía chagásica (Peralta et 31.. 1981;
Szarfman et 31., 1981).

Al estudiar la reactividad de anticuerpos chagásicos contra com­
ponentes de la lámina basal, Sharfman et al. (1982) encontraron
que anticuerpos de monos infectados con T. crusi reaccionaban
exclusivamente con laminina, una proteína de 200-400 KD. Los
anticuerpos inmunopurificados sobre laminina reaccionaron con
tripo- y amastigotes. Además,mostraron, al reaccionar con múscu­
lo y corazón de ratón. un perfil similar al producido por los Acs
EVI. La prevalencia de la actividad anti-laminina fue mayor en
pacientes con infeccion aguda. Estos anticuerpos inhibieron la
pegada de células endoteliales a una matriz de colágeno; este
efecto. que fue contrarrestado por el agregado de laminina. suge­
ría una relación de la actividad anti-laminina con algún mecanis­
mo patológico (Szarfman et 31.. 1982). Estudios posteriores
demostraron la presencia de estos autoanticuerpos en Leishma­
niasis (Avila et 31., 1984, 1988).Recientemente el epitope reco­
nocido por los anticuerpos anti-laminina fue identificado comoun
resto galactosil-a 1:3-galactosa, disacárido antigénico presente
en todo tipo de laminina del huesped (Towbin et. al, 1987), y
también presente en T. crusi y Leishmania (Avila et 31.. 1989).
La reactividad cruzada entre el epitope de los parásitos v el de
la laminina del huesped sería el origen mas probable de los Acs
anti-laminina en las infecciones con tripanosomátidos (Avila et
31., 1989). Towbin et al. (1988) sugieren que 1a patogenicidad de
los anticuerpos anti-laminina estaría determinada por la mayor
concentración de este epitope en los tejidos blanco, sin embargo
la presencia de estos anticuerpos en leishmaniasis (Avila et 31.,
1984), enfermedad donde no se produce compromiso cardiaco. y en
pacientes chagásicos parasitológicamente curados (Gazzinelli et
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al., 1988 a) tiende a señalar un dudoso rol de los anticuerpos
anti-laminina en la patogenia de la cardiopatía chagásica
(Schmuñis 1988).

McCormick y Rowland (1989) realizaron un detallado estudio sobre
autoanticuerpos anti-corazón inducidos durante la infección muri­
na experimental crónica y aguda Comprobaronla existencia de
anticuerpos especificos hacia extractos de corazón con reactivi­
dad casi nula hacia músculo esquelético y laminina. La reactivi­
dad cruzada de los autoanticuerpos purificados por inmunoafinidad
sobre tejidos de corazón o sobre Trypanosomacruzi pudo ser
demostrada.

Para encontrar un sustento inmunológico que explique la denerva­
ción y la demielinización observadas en las lesiones del sistema
nervioso periférico durante la infección (Hudson, 1983) se inten­
tó probar la existencia autoanticuerpos hacia tejido neuronal y
1a existencia de antígenos comunes a T. crusi y neuronas (Hudson
y Britten, 1985).

En la mayoría de los pacientes crónicos EVI-seropositivos se
detectaron por inmunofluorescencia indirecta anticuerpos circu­
lantes anti-células de Schwannmielinizadas y no-mielinizadas del
sistema nervioso periféricos humanoy murino. Estos autoanticuer­
pos fijaban complementoy eran adsorbidos por incubación con epi­
mastigotes (Khoury et 31., 1979).

Para tratar de identificar determinantes antigénicos comunes se
obtuvieron anticuerpos monoclonales anti-T. crusi y neuronas. El
monoclonal CES producido por inoculación de tejido nervioso de
rata, reaccionó con epimastigotes fijados pero no con epimastigo­
tes vivos, este anticuerpo mostraba citotóxicidad hacia neuronas
in vitro en presencia de complemento y reaccionaba también con
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músculo cardíaco (Woodet 31., 1982). A partir de ratones inmuni­
zados con epimastigotes los mismosautores obtuvieron anticuerpos
monoclonales capaces de reconocer en western blot proteinas de T_
cruzi de 58 y 35 KD, y antígenos de 58 y 37 KDde cerebro y espi­
na dorsal (Snary et al., 1983). Todos estos resultados fueron
severamente cuestionados por Kierszembaum (Í985) quien sugirió
que la reactividad de CE5con T. cruzi se debia al hecho que los
epimastigotes fueron cultivados en un medio conteniendo extracto
de cerebro.

Otro anticuerpo monoclonal obtenido de ratones infectados reac­
cionó con la superficie del parásito (Alcina et 31., 1986. El
monoclonal reconoció un polipéptido de T. crusi Y también u­
tubulina de cerebro. indicando la existencia de un antígeno de
superficie del parásito que reacciona en forma cruzada con la a­
tubulina de cerebro. Este antígeno podria ser una a-tubulina del
parásito asociada a membranas(Alcina et al.‘ 1986).

Utilizando una metodologia distinta Van Vooris v Eisen (1989)
(ver 1.5.4.2.) cionaron una proteina parasitaria de 160 KD reco­
nocida por el suero de ratones chagásicos. Anticuerpos contra es­
ta proteína reaccionaron con el flagelo de tripomastigotes san­
guíneos, con nervio ciático. cerebro y neuronas del plexo miente­
rico y en N. blot reconocen una proteina de cerebro de 48 KD.
Estos resultados demuestran que el o los determinante antigénico
clonado de la p160 de T. crusi son compartidos con la p48 de
cerebro. Experiencias preliminares de inmunizaciones con el
péptido clonado tenderían a demostrar el probable rol de la reac­
cion anti-F1 160 en la neuropatia.

¿Antisengademúsculgznmminamde 7'. cruzi
Tal como se describió en 1.2.3.2.1.1 Sadigurski et al. (1983)
identificaron un antígeno comúna preparaciones purificadas de
reticulo sarcoplasmático de músculo o sarcolema de corazón y
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T. cruzi. Estudios realizados en pacientes chagásicos mostraron
la prevalencia de anticuerpos anti-sarcolema en pacientes con
cardiopatía chagásíca y en cardiopatías idiopáticas, en polimio­
sitis y en distrofia muscular de Duchenne (Santos Buch et 31..
1985).

Por otra parte en el 94%de los sueros de pacientes con cardiopa­
tía chagásica se detectaron. por inmunoprecipitación, anticuerpos
contra una proteína de T. cruzi de 25 KDque no fueron detectados
en suero de pacientes infectados sin compromisocardíaco. Los
anticuerpos anti-p25 de T. crusi también se detectaron en sueros
de pacientes con otras enfermedades primarias del corazón que
eran anti-sarcolema seropositivos. y también en ratones inmuniza­
dos con preparaciones de sarcolema. Este resultado indicaría que
los anticuerpos contra la p25 de T. cruzi presenta reactividad
inmunológica cruzada con algún antígeno de musculo (Santos Buch
et al. 1985; Schmnñis. 1987).

Los anticuerpos anti-p25 son los únicos marcadores serológícos
asociados al daño cardíaco en Chagas y otras enfermedades mus­
culares no infecciosas. Estos tendrían valor diagnóstico y/o
pronóstico de la enfermedad cardíaca de Chagas (Schmuñís, 1987).

4..Mecanismoscitaciones mediadospor autoanticuennos.
En 1969 Cabral comprobóal transferencia pasiva de la cardiopatía
a recipentes sanos por sueros de ratones infectados crónicos
(Cabral, 1969). Silva et al. (1985) estudiaron el posible rol
patogénico de los inmunocomplejos y comprobaron que en la infec­
ción murína aguda la aparición de los infiltrados inflamatorios
se correlaciona con la deposición de inmunoglobulinas y comple­
mento en músculo estriado (Silva et. al , 1985). En biopsias
cardíacas de pacientes con cardiopatía chagásica Molina et al.
(1984) pudieron detectar Igs y complemento unido in vivo a la su­
perficie de fibras cardíacas lo que sugería no sólo una depósito
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pasivo de IgG sino un probable proceso activo contra las células
cardiaca similar al informadopara las lesiones inflamatorias de
miocarditis autoinmunes post-infecciosas (Rose et 31.. 1989). En
este mismo sentido, IgGs aisladas de sueros chagásicos demos­
traron poseer actividad anti-receptor B adrenérgico v modular su
actividad (Borda et 31., 1984). En suero de ratones infectados
crónicos, Laguens et al. (1988), comprobaron la presencia de
autoanticuerpos que se unen a cardiocitos de ratones sanos y pro­
ducen reacciones de citotoxicidad celular dependiente de anti­
cuerpos (CCDA). La reacción de CCDAdisminuye si los sueros son
pre-adsorbidos con miocardio, pero no con tripomastigotes o mús­
culo esquelético, indicando que los anticuerpos capaces de
producir la CCDAestan dirigidos exclusivamente hacia miocardio y
no reaccionan con la superficie de tripomastigotes (Laguens et
al.. 1988).

1.2.3.2.3 Origen de la autoinmunidad en enfermedad de Chagas:
Causa o consecuencia del daño celular ?

Con los datos descriptos en los capítulos precedentes puede con­
cluirse que existen numerosas evidencias sobre la existencia de
autoinmunidad en la enfermedad de Chagas; sin embargo es difícil
determinar la relevancia de la autoinmunidad en la producción de
las lesiones o si esta es simplemente consecuencia de la ruptura
de tejidos.

Los datos experimentales son coherentes con un modelo según el
cual, las modificaciones producidas en los órganos blanco de la
enfermedad y el sistema inmune del huesped durante las primeras
etapas de la infección desencadenarian un proCeso autoimunitario.
Este se daría independientemente de la presencia del parásito en
los tejidos y provocaría un daño focalizado durante la etapa cró­
nica. La evolución de las lesiones dependeria de la intensidad de
la etapa aguda y de factores propios del huesped. Un modelo simi­
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lar se postula para las miocarditis autoinmunes secundarias a in­
fecciones virales y bacterianas (Rose. 1989; Rose et, al. 1989).
En Chagas, la cronicidad de la infeccion y el ciclo de vida del
parásito contribuirian a la estimulación del proceso inmunológi­
co. En la figura 3 se esquematizan 1) los posibles desencadenan­
tes de la autoinmunidad en bhagas y 2) sus mecanismos efectores

1) a-En la etapa aguda de la enfermedad, para el modelo murino.se
comprobóla proliferación policlonal B y T , esta proliferación
es dependiente de células Th (Minoprio et al. 1987). La prolife­
ración policlonal es una de las caracteristicas de los síndromes
linfoproliferativos observados en las cepas de ratones propensas
a la autoinmunidad como la MRLlpr/lpr y la NZBy en enfermos con
lupus eritematoso sistémico (Dziarski. 1988), estas cepas además
muestran mayor suceptibilidad a la infección con Trypanosoma
cruzi (Nickell et 31., 1985) y se demostró que dicha sucep­
tibilidad no se debe a deficiencias en la respuesta hacia el
parásito (Nickell y Boyer, 1986). Recientemente se comprobó que
la mayoria de las células plasmáticas surgidas durante la esti­
mulación policlonal de la etapa aguda son autorreactivas y produ­
cen autoanticuerpos naturales (Minoprio et 31.. 1989).

b-Falta de supresión de las células autorreactivas: Se informó
que la infección de células T por TTypanosoma crusi que
provocaría la destrucción de células reguladoras (Velge et al..
1989). Teixeira et al. (1989) detectaron en ratones infectados
LTn anti-miosina que no son suprimidos por componentes séricos
que si suprimen respuestas LThanti-parásito.

c-El hecho que la inmunización con fracciones antigénicas de
Trypanosomacrusi pueda inducir una miocarditis sugiere un rol
importante de la estimulación antigénica específica a través del
mecanismo de mimetismo molecular. En los capítulos precedentes se
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enumeraron los distintos casos comprobados de mimetismo molecular
entre T. crusi y el huesped y en el capítulo correspondiente a
antígenos se profundizará mas este concepto (ver 1.3.3.)

d-Ruptura celular y exposición de antígenos secuestrados.

e-Presentación de autoantígenos debido a la expresión aberrante
de antígenos de histocompatibilidad de clase II (CMH-II) en la
superficie de cardiocitos (Cabeza Meckert et al. (1990)). Estas
moléculas podrían también mediar mecanismos de citotoxicidad
celular restringida por el CMH-II.

Estos eventos actuando en conjunto o separadamente iniciarían el
reconocimiento de lo propio por linfocitos Tn autorreactivos
(ruptura de la tolerancia) que sustentan la reacción autoinmune y
cuyos mecanismosefectores ya han sido descriptos en los capítu­
los precedentes: la producción de autoanticuerpos. la activacion
de macrófagos (HSR, tipo IV) y de linfocitos citotóxicos (ver
1.2.3.2.1. y 1.2.3.2.2.). Estos mecanismospodrían cumplir un rol
patológico en la etapa crónica de la enfermedad (Parte inferior
de la figura 3). A su vez la producción de lesiones tisulares e
inflamación. más la cronicidad de la infección estimularian los
mecanismos iniciadores del reconocimiento autoinmune. Por eso los
procesos esquematizados en la Fig. 3 son mas probables en las in­
mediaciones de los órganos blanco como lo sugieren las experien­
cias de Ben Younnes-Chennoufi et al. (1988) que encuentran esti­
mulación antigénica de linfocitos en las inmediaciones de los
infiltrados inflamatorios. Las experiencias de Chambo et al.
(1989), que muestran una mayor cantidad de linfocitos B producto­
res de anticuerpos anti-miocardio en las lesiones inflamatorias
del corazón de ratones infectados tienden a sustentar esta hipó­
tesis.
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Si se analizan los mecanismosdesencadenantes de la autoinmuni­
dad, se ve que la mayoria son parásito-dependientes. Dado que la
parasitemia y la parasitosis de los tejidos es mayor en la etapa
aguda de la enfermedad, es coherente postular que la evolución de
la enfermedad de Chagas hacia una etapa indeterminada o hacia una
miocarditis autoinmune dependa de la intensidad de la etapa aguda
de la infección (Rosembaum, 1964; Koberle 1968). Esta hipótesis
esta apoyada por los datos epidemiológicos descriptos en Pinto
Diaz (1985), donde el seguimiento de la evolución de 82 pacientes
durante 27 años demuestró una significativa asociación entre las
anormalidades electrocardiograficas en la etapa aguda y el desar­
rollo de la cardiopatía chagásica cronica.

Rosembaum(1964), demuestra que los hallazgos anatomopatológicos
y clinicos de 1a mayoria de los casos de cardiopatias agudas
fatales son análogos a los de la miocarditis crónica y sugiere
que la cardiopatía aguda severa representa una conexión entre la
enfermedad aguda y la crónica; donde simultánemente se producen
altas parasitemias y panmiocarditis de origen inflamatorio y don­
de la parasitosis no es proporcional a la intensidad de las
lesiones inflamatorias (Rosembaum.1964. En la mayoria de los ca­
sos agudos asintomáticos o leves aún con miocarditis este proceso
está dividido en el tiempo y sigue una evolución mas "benigna":
desde el momentoen que disminuye la parasitemia y la parasitosis
de los tejidos y se establece la enfermedad crónica hasta el
momentoen que un determinado porcentaje desarrolla una miocardi­
tis pueden pasar varios años (Andrade, 1985; Brener 1987). Si­
guiendo nuestro razonamiento corroborado con los datos
epidemiológicos, puede postularse que cuanto más benigna sea la
etapa aguda más alejados en el tiempo estarán la parasitosis del
miocardio caracteríastica de la etapa aguda y la panmiocarditis
inflamatoria caracteristica de la etapa crónica; contrariamente
cuanto mas agresiva e intensa sea la etapa aguda, mas probable

-44­



Introducción

será la rápida evolución hacia la panmiocarditis llegando el caso
límite de las cardiopatias agudas severas descriptas por Rosem­
baum (1964).

Concluyendo. de acuerdo con las evidencias epidemiológicas, ana­
tomopatológicas e inmunológicas resulta coherente caracterizar la
patología chagásica crónica como un proceso autoinmune post­
infeccioso, dado que se produce prácticamante en ausencia del
parásito, pero que es desencadenado por la presencia del parásito
en los tejidos blanco y por la interacción del parásito con el
sistema inmune del huesped durante la infección aguda y esti­
mulado durante la etapa crónica de la infección.
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1.3. ANTIGENOSDE Trypanosona cruzi.

Comose ha visto en los capítulos anteriores la respuesta inmune
del huesped juega un papel fundamental tanto en el control de la
parasitemia comoen la patogenia de las lesiones de la etapa cró­
nica; por otra parte, la detección de anticuerpos especificos es
la forma más simple de diagnóstico de la enfermedad de Chagas.
Por estas razones la identificación y caracterización de los
antígenos de T. crusi ha sido y sigue siendo una de los principa­
les objetivos de la inVestigación en Chagas. El tipo de resultado
obtenido ha dependido de las técnicas utilizadas. En un primer
momentosurgieron controversias entre distintos grupos de inves­
tigadores por resultados aparentemente contradictorios. La exis­
tencia de anticuerpos monoclonales y la posibilidad de clonar ge­
nes de antígenos permitieron identificar y caracterizar clara­
mente varios antígenos. El Trypanosomacrusi, a diferencia de los
tripomastigotes africanos no experimenta "variación antigénica"
(Borst, 1986). Sólo existiríán diferencias entre cepas para al­
gunos antígenos, mientras los otros se encontrarian altamente
conservados (Snary. 1985).

La respuesta inmune hacia el parasito podria dividirse para su
estudio en una respuesta efectora litica. una respuesta "irrele­
vante", y una respuesta patológica; si bien esta es una defini­
ción operacional es lógico pensar que estas respuestas son rovo­
cadas por distintos tipos de antígenos. Asi, los blancos molecu­
lares de la respuesta humoral litica son principalmente antígenos
de superficie de tripomastigotes sanguíneos o metacilclicos.
mientras que los anticuerpos detectados por serología clásica cu­
ya presencia no depende de una infección activa están producidos
por componentes mayormente citoplasmáticos muchos de los cuales
son proteínas altamente conservadas (Brener, 1986).
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También la respuesta inmune humoral en la etapa aguda y crónica
estaria dirigida hacia distintas clases de antígenos (Stolf et
al., 1988). las IgMde 1a etapa aguda reaccionan sobre todo con
proteínas de superficie mientras que la respuesta de los pacien­
tes crónicos (mayormenteIgG) está dirigida principalmente contra
proteinas citoplasmáticas si bien ciertas proteínas de superficie
siguen siendo reconocidas (Stolf et 81., 1988)

1.3.1. Glicoproteinas de superficie

1.3.1.1. LPPG:Lipopeptidoglicano.

Se trata de un complejo entre un glicolipido y tres glicoprotei­
nas de 37, 31 y 24 KD que se obtiene a partir de epimastigotes
(Lederkremer et 31., 1976, 1977). Anticuerpos contra este comple­
jo reaccionan con un antígeno circulante presente en suero de in­
fectados agudos, y con amastigotes; lo que sugiere que este com­
plejo seria secretado por el parásito durante el estadío amasti­
gote (Snary et 31.. 1985).

1.3.1.2. Glicoproteínas mayoresde superficie.

Existen dos grupos mayoritarios de glicoproteinas de superficie.
uno en el rango de los 70-75 KDy el otro en el rango de los 80­
90 KD. Varios grupos han estudiado sus propiedades y funciones y
existen aún discrepancias en los datos debidas sobre todo a dife­
rencias en las técnicas y cepas empleadas.

Snary y Hudson (1980) describieron una glicoproteína de 90 KD
presente en todos los estadios del parásito. Esta proteína tam­
bien fue identificada por Zingales et al. (1982) quienes descri­
bieron una gp95 y una gp85 específica de tripomastigote. A su
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vez, Nogueira et al. (1981b .1982) informaron el hallazgo de una
glicoproteina de 90 KD expresada por estadios especificos del
huesped mamífero que correspondería a la gp 85.

Utilizando anticuerpos monoclonales contra epimastigotes Snary et
al. (1981) identificaron una gp72 específica de epimastigote. Por
su parte Nogueira et al. (1981b, 1982) describió la existencia de
una gp75 presente en los estadios del insecto de Trypanosoma
crusi.

Algunas de estas glicoproteinas cumplirian importantes funciones
en los mecanismosde escape y la interiorización celular:

La gp90 estaria involucrada en el mecanismoantifagocitico de los
tripomastigotes y probablemente relacionada con una actividad
neuraminidasa asociada al mecanismo de entrada a la celula
(Nogueira et 31., 1986).

La gp85 (Zingales et 31.. 1982) se encuentra involucrada en la
internalización del parásito en la célula huesped: la ausencia de
esta glicoproteina en tripomastigotes tratados con tunicamicina.
inhibidor de la glicosilación, se correlaciona con la pérdidad de
la infectividad in vitro (Zingales et 31., 1985). Ademas anti­
cuerpos contra esta proteína inhiben in vitro la infección a
fibroblastos. Estudios inmunoquimicosdemostraron que el epitope
reconocido es un B-D-galactofuranósido terminal. Esto fue con­
firmado por una experiencia en la cual el disacárido sintético
galf(13)manpprodujo una inhibición significativa de la infecti­
vidad in vitro (De Arruda et 81., 1989).

Unagp85 sería también el receptor de fibronectina del parásito.
Ouaissi y col. comprobaronque la fibronectina celular es capaz
de modular la adhesión del parásito a las células del huesped
(Ouaissi, 1988). Las proteinas de superficie de T. crusi que ac­
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tuarian comoreceptoras de fibronectina fueron aisladas por
cromatografía de afinidad y los anticuerpos contra estas prote­
inas reconocieron un polipéptido de 85 KD(Ouaissi. 1988). Pépti­
dos con la secuencia de la fibronectina RGD(Arg-Gly-Asp), reco­
nocida específicamente por el receptor de fibronectina. fueron
capaces de inhibir in vitro la entrada del parásito. Ratones
inmunizados con estos péptidos fueron protegidos de una dosis le­
tal de tripomastigotes demostrando que la inhibición de la adhe­
sión del parásito a la célula tendría utilidad en inmunoprofila­
xis (Ouaissi et 31., 1986).

La gp 2 mayoritaria en epimastigotes es el aceptor para el
componente CSbdel complemento involucrado en la lisis por la vía
alterna (Joiner et 31.. 1985), en tripomastigotes esta interac­
ción es dificultada por distintos mecanismos estadio-especificos
y por el bajo nivel de expresión de la gp72 (Nogueira. 1986).

1.3.1.3. La glicoproteína de 25 KD.

Esta glicoproteína fue caracterizada inicialmente por Mendonca
Previato et al. (1983) a partir de extractos de epimastigotes y
se encuentra asociada a la membranadel parásito. La gp25 presen­
ta interés diagnóstico, y se ha determinado que reacciona con el
95%de los sueros de humanos infectados por T. cruzi (Scharfstein
et al., 1983) (ver 1 3.4 ).

1.3.2. Antígenos involucrados en Inmunoprotección

Teniendo en cuenta la existencia de una respuesta inmune humoral
protectora de la infección chagásica y que T. cruel no experimen­
ta variación antigénica comootros tripanosomatidos se han enca­
rado diversas formas de vacunación, utilizando tanto parásitos
muertos o atenuados, homogenatos, glicoproteínas de superficie y
fracciones subcelulares (Snary. 1985). En consecuencia. se han
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tratado de identificar antígenos involucrados en la protección,
tanto aquellos que median la lisis del parásito como aquellos
capaces de generar anticuerpos neutralizantes. Asi por ejemplo.
la inmunización con la glicoproteina de superficie gp90 de epi­
mastigotes (Snary y Hudson ,1979) protegió a ratones de la infec­
ción letal aguda (Scott y Snary, 1979).

SegúnKrettli y Brenner (1982) (ver 1.2.1). los anticuerpos liti­
cos sólo se producen durante infecciones activas. Se demostró que
los sueros de pacientes crónicos con actividad lítica reacciona­
ron con una proteína de 160 KDespecifica de tripomastigotes con­
tra la que no se detectaron Acs en suero de pacientes chagásicos
curados por quimioterapia (parásito eliminado de la sangre). Esta
proteina de 160 seria un probable blanco molecular de los anti­
cuerpos liticos (Martins et al. 1985). Norris et al. (1989)
lograron purificar esta glicoproteína por inmunoafinidada partir
de tripomastigotes metacíclicos utilizando .un anticuerpo mono­
clonal y verificaron que su inoculación producía en conejos anti­
cuerpos capaces de lisar al parásito en presencia de complemento.

Yoshida (1986) inmunizó ratones con metacíclicos muertos por
tratamiento con merthiolate y logró protegerlos contra la infec­
ción letal aguda. Los sueros de los ratones inmunizados produ­
jeron "in vitro” 1a lisis mediada por complemento de tripo­
mastigotes. Estos sueros y los de ratones infectados crónicos,
capaces de transferir resistencia y con alta actividad lítica.
inmunoprecipitaron proteíans de superficie de tripomastigotes
metacíclicos de 77, 80 y 88 KD. Un anticuerpo monoclonal, IG7,
que disminuyó la infectividad de metacíclicos_en ratones. identi­
ficó una proteína de superficie especifica tripomastigotes meta­
cíclicos de 90 KD(Teixeira y Yoshida, 1988 ; Araguth et 31.,
1988). Otro anticuerpo monoclonal que tambien produjo un efecto
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neutralizante en la infectividad de tripomastigotes metacíclicos
esta dirigido hacia glicolipidos de superficie de 35 y 50 KD
(Yoshida et 31.. 1989).

1.3.3. Antígenos involucrados en la inmunopatogenia.

Teniendo en cuenta las evidencias discutidas en 1.2.3. varios han
sido los trabajos en los que se trató de identificar a los antí­
genos de CI'USÍque provocan una respuesta inmune autoagresiva.

Los conejos inmunizados con fracciones subcelulares de T. cruzi
mostraron, en el examenhistopatológico, focos de miocarditis con
infiltrado linfocitario (Teixeira et 81., 1975). El proceso
inflamatorio fue mas intenso en los animales inoculados con una
fracción (Fe) compuesta por ribosomas, polirribosomas. micro­
filamentos y lisosomas pequeños (Teixeira et 31., 1975. Teixeira
y Santos Buch. 1974). Los linfocitos de conejos inmunizados con
la fracción F2. compuesta de núcleos y membranasplasmáticas. y
F5 compuesta de lisosomas y fragmentos de mitocondrias y reticulo
(teixeira y santos Buch. 1974), lisaron fibras musculares infec­
tadas y no infectadas (Santos Buch y Teixeira 1975).

Experiencias realizadas en ratones por Ruiz et al. (1985) mostra­
ron que la mayoría de los ratones inmunizados con la fraccion mi­
crosomal (Mc. análoga a la fracción ribosomal F5) desarrollaron
miocarditis inflamatoria mientra que los inmunizados con la frac­
ción citosólica Cs mostraron predominantementealteraciones en el
ECG.Este indicaria que los mecanismos involucrados en la gene­
ración de la miocarditis y la destrucción del sistema de condu­
cción del impulso eléctrico son diferentes dado que son provo­
cados por inmunización con fracciones antigenicas distintas (Ruiz
et al., 1985)
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De Titto (1932, 1985) midió la respuesta inmunehumoral y celular
de pacientes chagásicos contra estas fracciones del parásito.
Comprobóque el titulo de anticuerpos anti-fracción Mcy la res­
puesta linfoproliferativa hacia la fracción Cs son mayores en
pacientes con enfermedad cardiaca de Chagas sugiriendo una aso­
ciación entre la respuesta inmunecontra estas fracciones y la
patología cardíaca (De Titto, 1932, 1985).

Existen varios mecanismosa traves de los cuales los antígenos de
T.cruzi podrían inducir reacciones inmunológicas autoagresivas.
Estos son: la producción de autoanticuerpos patológicos y celulas
autorreactivas, la formación de inmunocomplejos y la
sensibilización de tejidos.

1.3.3.1 Producción de autoanticuerpos patologicos y células
autorreactivas por reactividad inmunológicacruzada.

En la infeccion con T. cruzi se han descripto distintos meca­
nismos que podrían desencadenar la activación de células auto­

rreactivas (ver Fig 3 y 1.2.3.2.3.). Este capitulo se referirá
al rol de los antígenos de T. crusi en la ruptura de la toleran­
cia a través del mecanismo denominado "mimetismo molecular” (Dyr­
berg y Oldstone, 1986).

Pueden existir en un patógeno antígenos homólogosa los del hues­
ped; pero ser suficientemente distintos, o presentarse en el con­
texto de un "carrier" o epitope T suficientemente inmunogénico
como para que el sistema inmune del huesped.los reconozca como
extraños y genere una respuesta inmune que reaccionará en contra
el antígeno parasitario y el correspondiente del huesped (Dyrberg
y Oldstone, 1986). Este mecanismoha sido verificado para el vi­
rus de la encefalomielitis que contiene una secuencia antigénica
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TABLAIII: Antigenos de Trypanosoma crusi que presentan reactividad inmuno
lóaioa cruzada con tejidos del huesped.

Antígeno Reactividad cruzada con: Autores
T. cruzi/estadio

25 KD/ epi Sarcolema muscular Sadigurski et 31.. 1982
Santos Buch et 31.. 1985

p 180 KD/trv Proteina de 45 KDde Van Vooris y Eisen‘ 1989
flagelar cerebro. nervio ciático.

plexo mientérico.

gal a-1:3 gal gal a-l:3 gal laminina Szarfman et al.‘ 1982:
superficie Towbin et 31.. 19 °

Avila et al. 1989

NI/epi miocardio Mc Cormick v Rowland.
(1989)

pSO/epi/superf. a-tubulina de cerebro. Alcina et 31.. 1986
a-tubulina ?

p 38 KD/p 57 KD 37 KD y p 58 KD cerebro. Snary e: 31.. 1983.p

espina dorsal.

NI p 20 KD miocardio. p 68 KD Wood et a1., 1982.
cerebro. espina dorsal y riñón

NI: No identificados,_ epi: epimastigote. try: tripomastigotes.
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homóloga a la proteína básica de mielina (Fujinami y Oldstone
1986). En el capítulo 1.2.3 se describio la identificación de va­
rios antígenos de T. cruzi que presentan reactividad inmunológica
cruzada con el huesped (ver 1.2.3.2.2) y en la Tabla III se resu­
men los más importantes. La demostracion formal de un mecanismo
de mimetismomolecular para estos antígenos todavía falta.

1.3.2.2. Formación de inmunocomplejos.

Araujo (1982) demostró la presencia de antígenos circulantes de
T. crusi. Estos podrian formar con anticuerpos especificos inmu­
nocomplejos circulantes. Silva et al. (1985) (ver 1.2.3.2.2.)
aportaron datos sugiriendo la asociación entre la aparición de
inmunocomplejos y el daño muscular en la infección aguda.

1.3.2.3. Sensibilización de tejidos del huesped.

Los antígenos circulantes de T. cruzi, y los antígenos liberados
de las celulas infectadas y rotas por el parásito, se adsorben
rápidamente sobre las células no infectadas del huesped (Ribeiro
dos santos y Hudson, 1980; Araujo, 1982; Williams et al., 1985).
Estas celulas sensibilizadas por antígenos de T. crusi son sucep­
tibles de ser lisadas por mecanismosde citotoxicidad celular.
Ribeiro dos santos y Hudson (1980a) mostraron que células trata­
das con antígenos de T. cruzi eran lisadas por linfocitos prove­
nientes de pacientes chagásicos y de ratones infectados o por
anticuerpos capaces de mediar reacciones de CCDA;Araujo (1985)
comprobóque cuando cultivos de celulas infectadas son tratados
con linfocitos provenientes de ratones crónicos tanto las células
parasitadas comolas adyacentes no parasitadas son lisadas, sugi­
riendo que estas útimas son sensibilizadas por antígenos libera­
dos de las células parasitadas adyacentes (Araujo, 1985).
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1.3.2.4. Respuestaanti-idiotipica.

La respuesta primaria hacia ciertos epitopes de T. cruzi muy
antigénicos podria generar una respuesta anti-idiotipica patoló­
gica. Sadigursky et al., (1988) y Gazzinelli et al. (1988 b)
comprobaronuna asociacion entre la respuesta anti-idiotipica hu­
moral y celular contra la respuesta anti-T. cruzi primaria y la
cardiopatía en pacientes infectados con T. cruzi.

Trabajos posteriores mostraron que vesículas derivadas de T,
cruzi con la misma orientacion que su membranaplasmática se
adhieren a mioblastos L6 con mayor afinidad que a celulas de mús­
culo liso o epiteliales (VonKreuter et 31.. 1988). Demostraron
así, el reconocimiento específico de receptores saturables de
mioblastos por epitopes complementarios presentes en la superfi­
cie de T. crusj (Von Kreuter et 31., 1988). Luego se comprobó que
la adhesión de Tr erusi a mioblastos es inhibida por ligandos de
los receptores B-adrenérgicos y muscarinico colinérgicos indican­
do que estos receptores musculares están involucrados en la adhe­
sión y tropismo celular de T. crusi (Von Kreuter y Santos Buch,
1989). Esto indica la presencia, en la superficie del parásito,
de moléculas que reconocen especificamente dichos receptores (Von
Kreuter y Santos Buch, 1989). En 1.2.3.2.2. se mencionó la exis­
tencia de anticuerpos contra el receptor B-adrenérgico capaces de
modular su actividad (Borda et a1., 1984). La existencia de re­
ceptor B-adrenérgico en T. cruzi en los estadíós infectivos no
sido aún demostrada. Podria pensarse que anticuerpos anti-recep­
tor B adrenérgico surjan comorepuesta anti-idiotípica hacia la
respuesta primaria contra el epitope de T. cruzi que es comple­
mentario al receptor B-adrenérgico (Von Kreuter y Santos Buch,
1989).
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1.3.4. Antígenos de importancia diagnóstica

Existen varios trabajos donde se han tratado de identificar los
antígenos definidos por los sueros de humanosinfectados.

Las glicoproteínas principales de 90 y 72 KDde T. cruzi están
presentes en todas las cepas de parásitos ensayadas (Nogueira
1986), los tests de inmunoprecipitación demostraron que se trata
de componentes inmunodominantes. Dragon et al. (1985), inmuno­
precipitaron las proteinas con sueros de pacientes e identifica­
ron un antígeno de 90KDespecífico de tripomastigote. Kirchhoff
et al. (1987) encontraron que 90 de 140 sueros detectan componen­
tes de 90 Kd y 72 Kd de epimastigotes que no son reconocidos por
sueros de otras enfermedades. Para tratar de establecer si la
reactividad hacia los antígenos del parásito está dirigida sólo
hacia el componente glucídico o sí tambíen los polipéptidos son
reconocidos, se inmunoprecipitaron los productos de la traducción
in vitro de ARNmde Trypanosomacruzi, se detectaron varios poli­
péptidos demostrando la presencia de secuencias polipeptídicas
antigénicas (Rangel Aldao et 31., 1987). Otros autores, identifi­
caron por inmunoblot los antígenos reconocidos por infectados y
por cardiopatas chagásicos crónicos (Grogl y Kuhn, 1984).

Son pocos los antígenos que reaccionan con sueros de gran número
de infectados; la gp 25 (Scharfstein et 31., 1983), se obtiene
facilmente de epimastigotes y es reconocida por el 96%de los
infectados con T. cruzi (N=173) pertenecientes a areas endémicas
muydistintas por lo que ha sido considerado el mejor antígeno
diagnóstico de la infección crónica. La glicoproteina gp25 no es
inmunogénica “per se", sino que es el producto de la proteólisis
de precursor, la gp51/57 identificada por inmunoprecipitación con
anticuerpos anti-gp25 (Scharfstein et al., 1985). Ensayos poste­
riores de T-cell western blot demostraron que el 30% de la
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estimulación total de celulas mononuclearesperiféricas humanas
es producido por antígenos de T. cruzi entre 51-57 KD (Gaz­
zinelli et al, 1988o)

Ciertos estudios mostraron que el reconocimiento antigénico es
diferente en las distintas etapas de la enfermedad por lo que no
se podría utilizar un único antígeno para el diagnóstico de la
infección (Israelski et 31.. 1988). Los trabajos de clonado de
antígenos de T. cruzi han permitido identificar nuevos determi­
nantes antigénicos polipeptídicos con potencial diagnostico (ver
1.5.4.).
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1.4. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION CHAGASICA.

1.4.1. Diagnóstico parasitológico.

Se realiza demostrando la presencia del parásito en la sangre. La
examinación directa es útil sólo en la detección de casos agudos
con alta parasitemia. El examende "gota gruesa" se prefiere al
extendido dada la fragilidad de los tripomastigotes. Para cepas
de baja virulencia se deben utilizar técnicas de concentración.
(Van Meirvenne y Le Ray, 1985).

En la etapa crónica sólo el xenodiagnóstico puede demostrar la
presencia del parásito. Recientemente el empleo de sondas especí­
ficas de ADNde kinetoplasto o de ADNtotal del parasito (Ashall
et. al, 1988) y de las técnicas de amplificación de genes com­
binada con la posibilidad de clonar genes especificos de T. crusi
permiten vislumbrar grandes avances en este terreno.

1.4.2. Diagnóstico serológico.

Las técnicas serológicas resultan imprescindibles para los moni­
toreos masivos de la infección por T. cruzi. La superposición de
áreas endémicas de T. cruzi con áreas endémicas para Lejshmania
sp. o Trypanosoma rangeli requiere que los tests sean altamente
especificos (Van Meirvenne y Le Ray, 1985). Los tres tests mayor­
mente empleados en los ensayos serológicos de rutina son:

a) Test de fijación de complemento (Cerisola y Rosembaum, 1964):
las dificultades en la estandardización de los resultados y la
presencia de anticuerpos que reconocen al parásito en enfermeda­
des autoinmunes constituyen impedimentos serios de este test (Van
Meirvenne y Le Ray, 1985).
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b) Inmunofluorescencia indirecta sobre epimastigotes fijados con
formaldehído: se caracteriza por su alta sensibilidad y especifi­
cidad a diluciones bajas de suero y buena reproducibilidad
(Camargoet al., 1966; Alvarez et al.. 1968).

c) Aglutinación. Hemoaglutinacióncon eritrocitos estabilizados
cubiertos de antígenos de T. cruzi (Cerisola et al.. 1967). aglu­
tinación indirecta con látex y aglutinación directa con epimas­
tigotes tripsinizados y fijados: Sontests especificos a dilucio­
nes bajas. Tiene limitaciones similares a test de fijación de
complemento (Van meirvenne y Le Ray, 1985).

d) ELISA(Inmunoensayoen fase sólida) con extractos totales del
parásito, con fracciones antigénicas y con antígenos purificados:
La sensibilidad es muy alta por lo que no son raros los falsos
positivos (Van Meirvenne y Le Ray, 1985). El uso de antígenos
purificados y los tests de inhibición de anticuerpos monoclo­
nales monitoreados por ELISAconstituyen importantes aportes al
diagnóstico diferencial Chagas-Leishmaniasis (gp25, Scharfstein
et al, 1983; Lemesre et 31., 1986). Los antígenos recombinantes y
los péptidos sintéticos incorporan nuevas posibilidades en este
campo.
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1.5. APLICACIONES DE LAS TECNICAS DE LA BIOLOGIA MOLECULAR Y

LA INMUNOQUIMICA A LA INHUNOPARASITOLOGIA

Los métodos de la biologiá molecular y las técnicas de ADNrecom­
binante produjeron un profundo avance en inmunoparasitologia. Es­
tos han permitido el clonado de antígenos de parásitos y su
secuenciacíon, la deduccion de su estructura primaria, la conse­
cuente prediccion de funciones y propiedades, v el analisis de
sus relaciones filogenéticas con proteinas conocidas. Conel uso
de vectores de expresión, se han podido producir antígenos recom­
binantes en bacterias E. coli que serían de potencial utilidad en
la prevención y el diagnóstico de las enfermedadesparasitarias.

1.5.1 Clonado de expresión.

El clonado de expresión de ADNcy ADNgenómico ha probado ser una
herramienta muyeficaz para la caracterización e identificación
de antígenos de distintos patógenos microbianos. Utilizando esta
metodologia se evita el procedimiento de rastreo clásico por
hibridización con sondas radiactivas y la necesidad de verifica­
ción de la identidad del producto del gen clonado (selección de
híbridos ADN-RNA,traducción "in vitro"del mRNAseleccionado.
inmunoprecipitacion). En las bibliotecas de expresión el producto
del ADNclonado es sintetizado por la maquinaria molecular de la
bacteria y puede ser directamente identificado por anticuerpos
especificos y detectado inmunoenzimáticamente o con proteina A
I131.

El vector thll es el vector de expresion de elección (Huynh et.
al, 1985) .El clonado molecular en thll de ADNy ADNcde pará­
sitos permite no solo la detección inmunologica de los recombi­
nantes de interes (el péptido que codifica el ADNcse expresa co­
moproteina de fusion y puede ser detectado por anticuerpos).
sino también la posibilidad de preparar el péptido clonado a es­
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cala de laboratorio. De esta forma el trabajo con th11 permite
trabajar simultánemente con el ADNcclonado (secuenciación. iden­
tificación de transcriptos, etc). y con la proteina de fusión pa­
ra caracterizar la respuesta inmunehumoral y celular hacia el
antígeno clonado.

1.5.2. El vector de clonado y expresión thll.

El fago thll fue construido por Younget al. (1983) y su estruc­
tura se muestra en la Figura 4. Comola eficiencia de clonado no
depende de la transformación sino del ligado-empaquetado in
vitro, muyalta para los vectores derivados del fago lambda,
permite la construcción de bibliotecas muyrepresentativas (Huynh
et 31., 1985). En el thllel ADNcse inserta en el único sitio
EcoRI del genoma del fago, dentro del gen LacZ (E. coli): de
manera que la expresión de los ADNcscuyos marcos de lectura con­
tinúan al de la B-galactosidasa se encuentran bajo el control del
promotor-operador lactosa: cuando la transcripción del gen lacZ
es desrreprimida por el agregado de IPTGse induce la expresión
del ADNcinsertado en forma de una proteina de fusión B-galacto­
sidasa-péptido clonado. Esto permite la identificación del ADNc
de interés utilizando un anticuerpo que reaccione con el péptido
codificado por el mismopor rastreo inmunológico de la biblio­
teca.

En la construcción de, thll se incluyeron varias mutaciones para
se pueda utilizar comovector de clonado o de expresión según el
huesped E. coli que se elija. Estas mutaciones son la c1857 que
produce un represor termosensible a 37-42°C y la mutación ambar
8100 que hace al fago defectivo para la lisis (Huynhet 31..
1985).
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1.5.2.1. thll comovector de clonado: El rastreo inmunologico.

Todo rastreo inmunológico de una biblioteca de expresión de ADNc
en thll tiene comoobjetivo individualizar uno o varios fagos

recombinantes cuyo ADNcinsertado codifique la sintesis de un
polipéptido que reaccione con anticuerpos o sueros especificos
que se usan como "sonda inmunológica" La cepa que se usa para
plaquear la biblioteca en un rastreo inmunológico es la EZ coli
RY1090 cuyas principales caracteristicas son:

a-Contiene al plásmido pMC9 (pBR322-lacIQ) que contiene el
represor lactosa IQ.

b-Es deficiente en la proteasa lgn, cuya función es degradar
proteínas anómalas (Huynh et al., 1985).

c-Contiene al Sup F que suprime la mutación lisis defectiva 5100
dethll.

Cuando se infecta E. coli RY1090 con thll y se incuba a 37­
42°C el represor cI857 se inactiva y como la bacteria suprime
8100 se forman placas de lisis (Figura 4 y 5), en ausencia de
IPTGno se podrá expresar el gen lacZ; de esta manera se evita
que proteinas de fusión potencialmente tóxicas inhiban la forma­
ción de las placas de lisis.

Una vez que las placas de lisis son visibles la expresión del gen
lacZ se induce cubriendo el cesped de bacterias con un fitro de
nitrocelulosa impregnado en IPTG e incubando a 37°C (Fig. 5). De
esta manera la proteina de fusión que sinteticen las bacterias
que rodean cada placa de lisis será liberadas cuando el fago lise
la bacteria (01857 es inactivo a 37°C ) e inmovilizadas en la
nitrocelulosa. Al retirar la hoja luego de 2 horas de incubación
quedará la impronta de las proteínas de fusión sintetizadas por
todas las placas (Fig. 5). A continuación los sitios inespecifi­
cos de la nitrocelulosa se bloquean con proteínas poco antigéni
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cas (caseina, albúmina) y se incuba con la dilución apropiada de
anticuerpo. Los anticuerpos que reconocen la proteína de fusión
expresada por algún recombinante se detectan con un segundo anti­
cuerpo y un sistema inmunoenzimático‘ El fago recombinante res­
ponsable de la señal positiva se puede aislar_ y purificar en
sucesivos rastreos (ver 2.2.3).

1.5.2.2. thll comovector de expresión

Para utilizar el fago thll comovector de expresión y producir
proteinas de fusión en cantidad. se debe lisogenizar una bacteria
E. coli con el fago recombinante. Los cultivos de bacterias
lisogénicas producirán proteinas de fusión cuando sean inducidos
con IPTG.

La bacteria que se utiliza en este caso es la E. coli RY1089 que
no tiene Sup F y no puede suprimir la mutación lisis defectiva
del fago. Infectando a 32°C, temperatura a la que el represor de
la lisis es activo, se favorece el ciclo lisogénico del fago (Fig
4). La lisogenia se verifica incubando las bacterias a 42°C y
32°C, debido a la presencia de un represor cI857 de thll las
bacterias lisogénicas crecen a 32°C y no crecen a 42°C (ver
2.6.1. y la Fig 4).

Unavez obtenida la bacteria lisogénica. se cultiva en medio li­
quido a 32°C y luego se termoinduce a 44°C. a esta temperatura el
fago se replica dentro de la bacteria (Fig. 4. 2.6.1 y 2.6.2). La
síntesis de proteínas de fusión se induce por agregado de IPTG:
asi, al efecto del IPTGse suma el efecto de amplificación del
templado por termoinducción. La combinación de ambos efectos
permite obtener altos rendimientos en la sintesis de proteinas de
fusión (ver 2.6.2.).
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1.5.3. Identificación y síntesis química de determinantes
antigénicos en proteínas.

Una vez clonado y secuenciado un antígeno parasitario, pueden
usarse varios métodospara predecir la localización de determi­
nantes antigénicos, a partir de la secuencia aminoacidica (Van
Regenmortel y De Marcillac, 1988).

Los anticuerpos tienden a reconocer las partes mas expuestas de
las proteinas, en este principio está basado el método de Kyte y
Doolitle (1982) que correlaciona antigenicidad con hidrofilicidad
de un segmento de la molécula proteica. Por su simplicidad, este
método y sus variaciones empleandodistintas escalas de hidrofi­
licidad son los más utilizados (Van regenmortel y De marcillac.
1988).

Las secuencias C- y N-terminales de las proteinas siempre están
orientadas hacia la superficie y son antigénicas, esto también
sucede porque son zonas muy móviles de la molécula. La mayor
flexibilidad de un segmento de la molécula proteica contribuye a
un mejor amoldamiento entre epitope y anticuerpo contribuyendo a
la antigenicidad. Existen otros métodos de predicción que están
basados en este principio (Van Regenmortel y De Marcillac. 1988).

Unavez identificada la secuencia de los determinantes antigé­
nicos se pueden sintetizar químicamente utilizando el método de
fase sólida de Merrifield (Van Regenmortel et 31.. 1988). La uti­
lidad de estos péptidos sintéticos reside en que generalmente
presentan reactividad inmunológica cruzada con las proteinas
nativas y se pueden emplear como antígenos y como inmunógenos
sintéticos (Arnon, 1986). Por esta razón tendrían aplicacion en
el diagnóstico y la prevención de enfermedades parasitarias. Para

-66­



Introducción

Malaria por ejemplo, existen varias vacunas hechas a base de pép­
tidos sintéticos que se encuentran en fase experimental (Perrin
et a1., 1988).

1.5.4. Clonado de antígenos y otros genes deTrypanosomavcruzi

En un primer momentolas investigaciones en la biología molecular
de T. cruzi se centraron en el estudio del ADNdel kinetoplasto
util en la clasificación de poblaciones parasitarias ( Ver
1.1.3.), y en el estudio de la expresión genética específica de
cada estadio del parásito y su posible rol en la diferenciación.
Desde que se descubrió el mini-exón y el splicing inter-molecular
molecular en T. brucei (Borst. 1986), y se verificó la presencia
del mini-exón en T. cruzi. se trató de comprobar si este último.
aunque sin experimentar variación antigénica, poseía este meca­
nismo. Gonzales et al. (1985) informaron el aislamiento de un
mRNAabundante de T. crusi que contenía en su extremo 5' la se­
cuencia del mini-exón, dicha secuencia no pudo ser encontrada en
el ADNgenómico del que se transcribía el mensajero por lo que
los autores concluyeron que en Trypanosomacruzi debiá existir un
mecanismo por el cual la secuencia del mini-exon y el gen se
transcriben por separado y mediante un ensamblado intermolecular
forman un mismo mRNA. En este trabajo también se comprobó por
primera vez la existencia de secuencias repetitivas en el ADNde
T. cruzi. Por digestión parcial con enzimas de restrición se de­
terminó que el gen a partir del cual se transcribe el ARMmestá
formado por repeticiones de 940 pb organizadas en tandem (Gon­
zales et 31., 1985).

A partir de los éxitos obtenidos en el Clonado de antígenos de
füasmodium falciparum (Kempet 31., 1987) varios grupos se esfor­
zaron en clonar antígenos de T. cruzi con especial interés en el
clonado de antígenos de superficie específicos de tripomastigo­
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tes, involucrados en la respuesta inmuneprotectora o la penetra­
ción celular, y de antígenos reconocidos por humanos infectados.
de posible aplicación diagnóstica (ver Tabla IV).

1.5.4.1. Clonadode antígenos y genes estadío-específicos.

A partir del rastreo inmunológico de una biblioteca en lgt11 de
ADNgenómico con suero de conejo inmunizado con antígenos de su­
perficie de trypomastigotes iminobiotinilados. Peterson et al.
(1986). clonaron un fragmento de ADNgenómico de 500 pb que
codifica para un determinante antigénico de una proteína de 85K
específica de trypomastigotes. La secuenciación reveló que con­
tenía cinco repeticiones de 9 aminoácidos DKKESGDSGlo que sig­
nifica una semejanza con la estructura de los antígenos de F733­
modiumfalciparum (Kempet. al. 1987, Peterson et al. (1986). En
un estudio reciente (Peterson et. al, 1989), se presentan eviden­
cias indicando que el gen del antígeno de superficie de 85 KD es
miembro de una familia multigénica y que la repetición de 27 pb
define un subset de genes de esa familia; experimentos de sensi­
bilidad a la nucleasa bal 31 del fragmento genómico que contiene
al fragmento de 500 pb anteriormente citado demostraron la loca­
lización telomérica del miembrode la familia multigénica que es
transcripcionalmente activo. Esto sugiere una analogía con las
VSGde T. brucei cuyos genes se expresan cuando se traslocan a
sitios de expresión teloméricos durante la infección (Peterson
et. al, 1989). Con un enfoque similar este grupo clonó un ADNcde
T. crusj que codifica para determinantes antigenicos de una
glicoproteína de 90 kd específica de tripomastigotes. El gen de
esta gp90 forma parte de otra familia multigénica de 20 miembros.
Esta gp90 se encuentra en algunas cepas y se detectaron
anticuerpos especificos en el suero de unos pocos pacientes
chagásicos (Beard et 31., 1988).
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Varios grupos intentaron el Clonado de genes específicos de
estadio utilizando estrategias de hibridización. Se pudieron
clonar ADNosespecificos de trypomastigotes metaciolioos; uno de
estos clones codifica para una proteína cuya expresión es regu­
lada por AMPc y presenta homólogia con el proto-oncogen c-fbs.
proteína que regula la transcripción de genes inducidos por 'AMPc
(Heath et. al, 1988). Dadoque la metaciclogénesis está influen­
ciada por el AMPc este hallazgo sugiere que la proteína clonada
se halla involucrada en la diferenciación de T. cruzi (Heath et.
al, 1988). En otro estudio, se identificaron genes estadio-espe­
cificos de una biblioteca genómica de T. crusi utilizando una
estrategia de hibridización diferencial (Takle et. al, 1988); uno
de estos clones genómicos fue secuenciado y expresado en E. coli.
Se verificó que codifica para un antígeno de superficie de 85 KD
especifico de trypomastigote diferente al Clonado por Peterson et
al. (1986). Finalmente, en un enfoque inmunológico informado por
Gruber y Zingales (1989). donde una biblioteca en thll fue
rastreada con el suero de un conejo inmunizado con tripomastigo­
tes y pre-adsorbido con epimastigotes; se olonaron dos antígenos
formados por repeticiones de 8 y 12 aa reconocidos por suero de
humanos infectados (Gruber y Zingales 1989)‘

1.5.4.2. Clonado de proteínas de T. cruzi involucradas en la
respuesta autoinmune.

Varios grupos intentaron el clonado de proteinas altamente con­
servadas que son antigénicas durante la infección o proteinas
cuyos epitopes que presentan reactividad cruzada con determi­
nantes antigénicos del huesped. la respuesta inmunehacia este
tipo de antígenos podria estar involucrada en la producción de
autoanticuerpos (ver 1.2.3.2.2 y 1.2.3.2.3).
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Utilizando una biblioteca de ADNcde T. cruzi en plásmidos. y una
estrategia de selección de recombinantespor hibridización-selec­
ción-traducción-inmunoprecipitación. Dragonet al. (1987), ais

laron un ADNcque codifica para un fragmento de una proteina de
¿5 KDque reaciona con suero de pacientes chagásicos. Utilizando
oligonucleótidos derivados del ADNcaislaron clones genómicos y
verificaron que el gen se encontraba organizado en un tandem de 6
a 10 copias. La secuencia esta proteina de 85 KDmostró un alto
grado de homología con las "proteínas de choque térmico hsp90 de
levadura, hsp83 de Drosophila y hsp90 de pollo. Respecto a este
alto grado de conservación los autores especulan que los anti­
cuerpos contra la hsp85 de T. cruzi podrían reaccionar en forma
cruzada con la hsp del huesped Dragon et al. (1987). En un in­
forme mas reciente este mismogrupo describe el clonado de una
hsp70 de dos cepas de T. cruzi pOr rastreo de una biblioteca de
ADNccon el suero de un paciente chagásico (Engman et. al, 1989).
Es de hacer notar que se ha descubierto que las hsp70 estarian
involucradas en la autoinmunidad inducida por agentes infecciosos
(Young, 1990). Utilizando suero ratónes infectados, Kirchhoff et
al. (1988) clonaron la ubiquitina de Trypanosomacruzi. Para in­
tentar identificar antígenos clonados de T. crusi que reaccionen
en forma cruzada con el huesped infectado, Van Vooris y Eisen
(1989), ensayaron la reactividad anti-tejidos del huesped de
anticuerpos producidos contra diversas proteinas clonadas en
thll y comprobaronque los anticuerpos que reconocían una
proteina flagelar de T. cruzi de 160 KD específica de trypo­
mastigote reaccionan con nervio ciático y con una proteina de
cerebro de 48 KD (Van Vooris y Eisen, 1989) (ver 1.2.3.2.2. y
Tabla III).
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1.5.4.3. Clonado de antígenos definidos por sueros de pacientes
chagásicos.

En los últimos tiempos varios grupos han intentado aislar de
bibliotecas de expresión en xgtll genes de antígenos de T. cruzí
definidos por sueros de pacientes chagásicos. Ibañez et al.
(1988), clonaron proteínas de T. crusi antigénicas para un alto
porcentaje de los infectados crónicos de distintas zonas endé­
micas y comprobaron que la mayoría estaba formada por repeticio­
nes de aminoácidos. varias de estas y otras repeticiones fueron
también aisladas por otros grupos que emprendieron enfoques simi­
lares (Lafaille et. al, 1989, Hoft et. al, 1989, Clarke y Miles
1989).

Algunos grupos estudiaron la reactividad de antígenos clonados
con sueros de infectados en la etapa aguda y crónica de la en­
fermedad de Chagas. Paranhos et al. (1989) clonaron un antígeno
reconocido por sueros de infectados agudos y crónicos mientras
que Affranchíno et al. (1989), identificaron un antígeno reco­
nocido por un alto porcentaje de sueros de infectados agudos y un
bajo porcentaje de infectados crónicos. Dicho antígeno seria
liberado en sangre por los trypomastigotes durante la etapa aguda
de la infección, por esta razón los autores lo denominaron SAPA
"shed acute phase antigen". Reyes et al. (1990) utilizaron este y
los antígenos clonados por Ibañez et al. (1988) para estudiar la
especificidad del reconocimiento inmunológico de neonatos infec­
tados congénitos y sus madres y encontraron que las Ig de madre e
hijo díferían en la especificidad del reconocimientohacia cier­
tos antígenos especialmente SAPA,por lo que dicho perfil de
reactividad podría utilizarse para diagnosticar la infección con­
génita. En ninguno de los enfoques aquí descriptos los antígenos
clonados de T. crusi han sido utilizados para tratar de diferen­
ciar sueros de infectados con cardiopatía chagasica de sueros de
infectados sin cardiopatía.

-71­



TABLAIV: Antígenos y genes clonados de Trypanosoma cruzi‘

PM Est Clonado Caracteristicas Autores

85 Kd try/ DNAg.th11 repeticiones de Peterson et. al.
c/suero conejo 9 aa. Familia multi- 1986: Peterson
inmunizado. génica. localizacion et. al. 1989.

telomérica. Superficie

90 Kd try cDNA.kgtll Superficie. Familia Beard et al.
multigénica. 20 genes 1988
anti-gp90/algunos sueros

ND try cDNA.hibrid. expresión regulada Heath et. al,
sonda especif. por AMPC,homología 1988

con c-fos.

85 Kd try cDNA.hibrid. Superficie Takle et. al.
cDNA-epi/try 1988.

ND try cDNA.kgtll Repeticiones de 8 y Gruber y Zinga­
c/suero conejo 12 aa. les.
immunizc/try­
epi.

83 Kd T/A/E CDNApl. hibr 6/10 Genes en :andem Dragon et 31..
selecc/traduc. Homologia con HSP83 l987.
DNAgen. anti HSP/ sueros pac.

ND T/A/E cDNAthll. genes en tandem. Kirchhoff et al.
suero ratón ubiquitina. 1988

160 l'cl T DNAthll. Anti fl 160 reaccion Van Vooris y
suero raton. con SNCy SNP. prot Eisen. 1989

cerebro de 48 k

T/A/E DNAthll. secuencias repetitivas Ibañez et al.
suero hum. antigenicas alto % de 1988

infectados.

varios T/A/E cDNAthll Hoft et a1.,
1989.

varios T/A/E DNAthll Lafaille et al.
localiz citopl o flagel 1989

165-205 Try DNAthll antigénico infecc. Affranchino
aguda. Antigeno liber et 31.. 1989.
ado al medio por try.

ND ND DNAXgll antigénico infecc.
aguda y crónica

Paranhos et al.
1989.

ND: No determinado, Try o T: tripomastigote, Erepimastigote. A: amastigote
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1.6. OBJETIVOS Y ALCANCES DE LA PRESENTE TESIS.

HIPOTESIS DE TRABAJO.

Los hallazgos anatomopatológicos junto con las evidencias exper­
imentales sugieren el origen inmunológico de la Enfermedad cardi­
aca de Chagas, por lo tanto es lícito postular que la respuesta
inmune en individuos con sintomatología clara de daño cardiaco y
en individuos infectados sin evidencias clínicas de compromiso
cardiaco son distintas. Esto permite especular sobre la probable
existencia de algún marcador serológico. por ejemplo alguna espe­
cificidad de anticuerpos anti-T. crusi, que sirva para diferen­
ciar ambas formas clínicas de la enfermedad. Las experincias rea­
lizadas por Santos Buch et 31., (1985) (ver 1.2.3.2.2.) con la
p25 de T. cruai o las de De Titto et al. (1982, 1983) (ver
1.3.3.) demuestran la existencia de diferencias en al respuesta
humoral anti-T. cruzi entre pacientes chagásicos con distintas
formas clinicas, sin embargo las limitaciones de los métodos
empleados impidieron su aplicación clínica inmediata y la identi­
ficación de los antígenos de T. cruzi involucrados.

En el presente trabajo de Tesis se propone utilizar una estrate­
gia de clonado para tratar de identificar y caracterizar determi­
nantes antigénicos de T. crusi que sirvan para el diagnóstico
serológico diferencial de la cardiopatía chagásica y de la infec­
ción por T. crusj.. Se intentará ademáselucidar las bases mole­
culares de la reactividad inmunológica de los antígenos clonados
y su posible relación con la patología.

Para alcanzar estos objetivos es que se propone:
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Construir una biblioteca de ADNcde T. cruzi en el fago
vectorthll.

Clonar antígenos de T. crusi definidos por sueros de
pacientes con Cardiopatía Chagásica.

Identificar a los antígenos clonados que reaccionan con
el suero de todos los infectados, y los que reaccionan
en forma diferencial con sueros de pacientes con dis­
tintas formasclínicas de la cardiopatía chagásica.

Identificar la o las proteínas de T. cruzi que contie­
nen los antígenos clonados a traves de la caracteriza­
ción ínmunológíca y molecular de ADNcy sus productos:
Determinacion de su peso molecular, secuencia aminoaci­
dica. estudio de la organización genética, identifica­
ción de los transcriptos. y por mapeode los determi­
nantes antigénicos utilizando péptidos sintéticos.
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Materiales y Métodos

2.1. QQH5IBflQQIQH_DE_HflA__BlBLlQIEQA_DE_ADHQ_DE__IzIpanQfiQma

QInz1.EH_ELJÜMH1JHHHKHL¿3111

La biblioteca se construyó siguiendo el procedimiento
descripto por Huynh et al. (1985), la segunda cadena del ADNc se
sintetizó por el método de la ARNasaH (Gubler Y Hoffman. 1983)
con modificaciones descriptas por Picard et al (1986).

2.1.0. Earásijosi

Los epimastigotes de cultivo Trypanosoma cruzi de la
cepa Tulahuen 2 (Tul 2) se cultivaron 7 días a 28 °C. sin
agitación y se cosecharon en fase exponencial tardía tal como se
describe en Segura et 31., 1986.

2.1.1. thsngián_de_ARH_tQLal_de_1222angsgma_czuzi.

El ARNtotal se obtuvo por el método del Cloruro de
Guanidinio (ClGu) (Levin et al, 1983). Para evitar la acción de
las ARNasastodas las soluciones fueron autoclavadas a 1.2 atm.
el material de vidrio fue horneado 2 hs a 200”C. En todo momento
se utilizaron guantes.

Resuspender 4 g de parásitos en una solución ClGu 7M, AcNa
20 mM, 0.5% Lauril-sarcosina (LSS). 1 mMDTT, pH 5 previamen­
te enfriada a -20°C (20 ml de solución por gramo de parásitos
húmedos).

Homogeneizar en un Omni-Mixer 1 a 2 min enfriando con hielo
(es imprescindible homogeneizar para romper el ADNen frag­
mentos pequeños que serán solubles en condiciones en que el
ARNprecipita).

-76­



Hateriales y Métodos

Centrifugar 30 min a 10.000 rpm (—10°C), recuperar el sobre­
nadante y filtrarlo con una gasa estéril.

Añadir 0.55 volúmenes de etanol abs. enfriado a —20°C (en
aquellos casos donde la concentración de ARNes baja se puede
añadir hasta 0.6 volúmenes).

Se deja precipitar 30 min. a —20’C.

Centrifugar 30 min a 10.000 rpm (10°C). Recuperar el precipi­
tado.

Redisolver agitando enérgicamente con vortex en 4ml de una
solución de ClGu 7 M, AcNa 20 mM, 0.5 % LSS. l mM DTT pH 7

(ClGu pH 7); añadir 200 ul de AcNa 2M pH 5 y 2.25 ml de EtOH

enfriado a —20°C. Dejar precipitando 30 min a —20°C

Recuperar el precipitado por centrifugación _10 min a
10.000 rpm (—10°C) y redisolver agitando violentamente en
2 ml de ClGu pH 7).

Reprecipitar con AcNa 2M (lOOul) pH 5 y EtOH (1.165 ul) como
en el paso anterior y repetir la operación de redisolución y
precipitación con 1 ml de ClGu pH 7 y con 50 ul de AcNa y
658 H1 de EtOH.

Lavar el precipitado 2 o 3 veces con 2 ml de AcNa 3M 0.5% LSS
pH 5 enfriado a —20°C. Recuperar el precipitado cada vez
centrifugando 10 min a 10.000 rpm (10°C). Conservar a —20°C
hasta que se prosigue con el protocolo.

Resuspender el precipitado (con vortex) en 8 ml de EDTA
20 mM, 0.5 % LSS pH 7 helado (EDTA), agregar 8 ml de cloro­
formo-alcohol isoamilico (24:1, V/V) y agitar enérgicamente
con vortex por lo menos 10 min. (Comoya se explicó, la agi­



Materiales y Métodos

tación enérgica de 10 minutos como minimo en esta y en todas
las extracciones que siguen es imprescindible para lograr una
buena separación del ADN).

Separar las fracciones por centrifugación a 3500 rpm, retirar
la fase acuosa superior, agregar 4 ml de EDTAy re-extraer.

Reunir todas las fases acuosas y reextraerlas con 12 ml de
cloroformo-isoamílico. Recuperar la fase acuosa por
centrifugación y añadir 1/20 vol de AcNa 2MpH 5 y 1.2 vol de
EtOHpreenfriado a -20°C. Dejar precipitar 30 min a -20°C.

Centrifugar 10 min a 10000 rpm (—10°C).

Lavar 2 veces el precipitado con EtOH70%.

Secar al vacio. El rendimiento es de aproximadamente 1 mg ARN

por gramo de parásito. Disolver el ARNen H20 dd estéril 0.1%
SDS de manera de obtener una concentración de ARN de 4­
5 ug/ul.

Guardar fraccionado a -70°C

2-1-2 EnzifiQagi9n_2argial__de__ABfl_mensaiezn¿__innünnznüi_4ha
ABfl_pglinAi

El enriquecimiento de mensajeros se llevó a cabo si­
guiendo 1a técnica de Aviv y Leder (1972) descripta en Maniatis
et al. (1982), que consiste en una cromatografía de afinidad en
una columna de oligo-deoxi timidina celulosa que retiene especí­
ficamente los mensajeros poliadenilados.

Se utilizaron columnas de 1 ml (Pharmacia, Uppsala.
Suecia), respetando las mismas indicaciones que en 2.1.
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La columna se equilibró con buffer de alta fuerza ió­
nica HF (10 mMTris-HCl. pH 7,5, 0,5% LSS, 0,5 M ClNa). El ARNse
calentó a 65°C durante 5 min para desestabilizar la estructura
secundaria y se enfrió rápidamente en hielo, de manera que no
pueda recuperar su estructura original y permanezca desnaturali­
zado. Se le agregó 1 vol de HFI 2X, se sembró en la columna y se
lavó con 10 vol de HFI. La elución se llevó a cabo con buffer
LSS). El ARN se precipitó en 0.3 M ClNa y 2.5 vol de EtOH y se
resuspendió en H20 dd estéril de manera de obtener una concentra­
ción de 5 ug/ul.

Para controlar la integridad del ARN+poliA+ obtenido,
se corrió en un gel de agarosa desnaturalizante (ver 2.9.6.).
También se corrieron el ARNpoli- y el ARNtotal como controles.
La columna se regeneró con HONa0,1N y se lavó con H20 hasta que
el pH del percolado fue neutro.

2.1.3 Dgñnie_del_ARH

Se utilizó el método del orcinol que se basa en la
reacción de los residuos ribosa, liberados por la hidrólisis
ácida del ARN con el orcinol, que en presencia de Fe3+ produce
una coloración verde.

A 330 pl de distintas diluciones de ARNen dd H20 esté­
ril, se le agregan 670 de reactivo orcinol preparado en el momen­
to (orcinol 1%P/V, FeCla.6H20 0,5% P/V en HCl concentrado) Y
se calienta en baño de agua a 100°C durante 5 min y luego se en­
fría 5 min en hielo.

La D.O. se lee a 660 nm. 1 D.O. = 25 ug/ml de ARN.
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2.1.4. Sint.e&ia_de_AD_Ng_p_Qr_el_méj.o_d9_de_la_ARflasLfi

2.1.4.1. 5111151515de la primer cadena

La primer cadena del ADNcse sintetizó por la acción de
la enzima transcriptasa reversa del virus de la Amieloolastosis
aviaria (Boehringer, Manheim, RFA), utilizando oligo
deoxitimidina (Boehringer) comosecuencia iniciadora específica
de mensajeros poliadenilados y en presencia de una baja concen­
tración de nucleótidos marcados con P32 para monitorear 1a incor­
poración de nucleótidos al ADNsintetizado.

2.1.4.1.1.Desnaturalisacíón del RNA

Se trataron 5 ug de ARNpoliA+ con 1 vol de hidróxido
de metil mercurio 25 mM.y se dejaron reposar 10 min a temperatu­
ra ambiente. A continuación se agregó 1 ul de B-mercaptoetanol
(B-EtSH)y se enfrió en hielo. Esta solución se utilizó directa­
mente en la sintesis.

2.1.4.1‘2. Sintesis

La solución de síntesis de la primer cadena de ADNc
(50 ul) contenía. además del total del ARNdesnaturalizado:

RNASIN(Promega Biotec) 25 U/ul 4 ul
10X FSB 5 ul

d(ACGT)TP 25 mM/nucl 8 ul

Oligo dT12-1a 1 ug/ul 1.5 ul
5'-[a32]P dCTP10 uCi/ul 2 ul
Transcriptasa reversa AMV17 U/ul 3 ul
dd HzO csp 50 ul

1 FSB = Tris-CLH pH 8,3 100 mM, MgClz 10 mM, KCl 140 mM
La mezcla se incubó 1 hora a 42°C y se sembró sobre una

columna de Sephadex G-50 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) equilibrada
con TE (1 mM EDTA.Tris-ClH 50 mM). Las fracciones eluidas se
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colocaron en tubos Eppendorf y se contaron en un contador de cen­
telleo en el canal de 3H. A las fracciones que contenían el
hibrido ARN-ADNcse les realizó una extracción con fenol y tres
extracciones con éter, y se precipitaron en 0,3 MClNa por el
agregado de 2,5 vol de etanol.

2.1.4.3. dela segundacadena

El híbrido ARN-ADNobtenido en la etapa anterior se
trató con ARNasaH (Boehringer, Manheim, RFA) en presencia de
ADNpolimerasa I (Kornberg) (Boehringer) de Ehcherichia coli-I y
ADNligasa del fago T4.

El precipitado obtenido en la etapa anterior se
resuspendió en 42 pl de dd H20 y se le agregó:

10X SSB 4 ul

d(ACGT)TP 10 mM/c nucl 1 ul

5'—[a32]P dCTP 10 “Ci/ul 1 ul
ARNsa H 10 u (1 pl)

ADNPolimerasa 10 u (2 ul)
T4 ADNligasa (Boehringer) 1 u (1 ul)

1XSSB = Tris-CLH pH 7.5.20 mM, MgClz 4 mM, KCl 80 mM, NAD 150 mM,

(NH4)2SO4 10 mM, BSA 2,5 pg

La mezcla se incubó 1 hora a 15°C (actividad de ARNsa
H) y 1 hora a 37°C (actividad de ADNpolimerasa y ligasa).

Los nucleótidos no incorporados se separaron por pasaje
por una columna Sephadex G-50 (Pharmacia) en forma análoga a la
síntesis de la primer cadena.
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A las fracciones que contenían el ADNcse les hizo una
extracción con fenol y tres con éter, y se precipitaron en 0,3 M
ClNa y 2,5 vol de EtOH.

El ADNcprecipitado se resuspendió en 10 ul de dd H20.2-1.5-
La metilación de los sitios EcoRI se llevó a cabo por

la acción de la EcoRI metilasa (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA) de Escherichia coli utilizando S-adenosil-metionina (New
England Biolabs) como sustrato (SAM). A los 10 ul provenientes de
la síntesis de ADNc se les agregó 40 pl de buffbr metilasa 10X
(1 M Tris-ClH, pH 8, 100 mMEDTA), 3 ul de BSA libre de ARNsas.
1 ul de SAM0.1 mMy 1 ul de EcoRI metilasa, siendo el volumen
final de trabajo 400 pl.

Se incubó durante 1 h a 37°C y la enzima se inactivo
calentando durante 20 min a 65°C.

2.1.6. Rellenadeilthmmsansim
Al producto de la reacción anterior se le agregó 10 pl

de TMN 10X. 4 ul de d(ACGT)TP 10 mM y 66 pl de H20, 1 U de ADN

polimerasa Klenow (BRL, Bethesda, MD, USA) y se incubó 15 min a
temperatura ambiente.

Se le hicieron dos extracciones con fenol y tres con
éter. se precipitó en 0,3 MClNa por el agregado de 2,5 vol de
EtoH y se resuspendió en 5 ul.
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La mezcla de ligación contenía los 5 ul del ADNc ob

tenido en el paso anterior, y además:

polylinkers EcoRI 1 ug/pl
(Boehringer, Manheim, RFA) 1 ul
Ligasa T4 (Boehringer) 1 ul
buffér metilasa 1.5 ul
ATP 10 mM 1,5 ul

DTT 10 mM 1,5 ul

H20 csp 15 pl 3,5 ul

Se incubó O.N. a 15-16°C y la ligasa se inactivo
calentando por 10 min a 70°C.2.1.8.

A los 15 ul de la mezcla de ligación se le agregó 1 ul
de buffer para EcoRI, 1 ul de enzima (BRL, Bethesda. MD, USA)
(100 u/ul) y dd HZOcomo para llevar a un volumen final de
100 pl. Se incubó por 4 hs a 37°C y se agregó EDTApara frenar la

reacción.2.1.9.
MMS.
Se utilizó una columna de Sepharosa 4B de 1 ml (Pharma­

cia, Uppsala, Suecia) ) equilibrada en el buffér SB (0,1 M Tris­
ClH, pH 7,5, 1 M ClNa, 10 mM EDTA):

Se lavó 1a columna cuatro veces en el buffer SB

-83­



Materiales y Métodos

Se sedimento la columna y se lavó durante 48 hs con 50 ml de
buffer SB (l ml/hora)

Se le agregó 3 pl de BPB 6X a la muestra del corte con EcoRI
(19 pl) y se cargó en la columna. El flujo se ajustó a 0,5­
0,6'm1/h.

Se colectaron fracciones de 3 gotas (50-60 ul) y se contaron
en contador de centelleo.

Se corrieron alicuotas de 3 ul de las muestras radioactivas
en un gel 1%de agarosa.

Finalizada la corrida (el BPBsaliendo del gel), se expuso
con pelicula X-Omat (Kodak) a -70°C con pantalla
amplificadora.

2.1.9. QlonadolegLADfluulngugtll
2.1.9.1. Determinaoisinde la relación «¿mimade inser­

Una vez juntas las fracciones de interés se procedió a
ligarlas con los brazos de thll en distintas proporciones, para
determinar, luego del empaquetamiento, cuál es la relación con la
que se obtiene el mayor número de fagos recombinantes.

Se coprecipitaron 1 ul de brazos de thll (l ug/ul) con
1/6 y 3/6 de las fracciones colectadas (ver 2.1.7.) (0,3 M ClNa
con el agregado de 2,5 vol de EtOH. durante 20 min a -70°C). Como
control de ligación, se coprecipitó con 1 ul de los brazos de
thll y 1 ul de inserto ADNccontrol.

Para la ligación el ADNprecipitado se resuspendió en
la siguiente mezcla:
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buffér ligasa 1 ul
H20 6 ul

ATP 10 mM 1 ul

DTT 10 mM 1 ul

_Ligasa T4 1 U/ul (Boehringer) 1 ul

Y se incubó durante la noche a 15-16°C.

2.1.9.2. Engaglejamiento .UL'_V.Lt¿z_r_'“vdelADflligado

Se utilizaron los extractos Packagene (Promega Biotec,
Madison. WI. USA) siguiendo las instrucciones del fabricante:
2 ul de cada mezcla de ligación (incluyendo también en este paso
ADNde thll comocontrol, y el control de ligación) se mezclaron
con 10 pl de extractos de Packagene y se incubó 2 hs a 22°C. A
continuación se le agregó a cada tubo 0,3 ml de SMy 10 ul de
cloroformo.

2.1.9.3. ch:losmmmhinanm
De cada empaquetamiento se titulan 1 y 10 ul en bacte­

rias EScherichia coli RY1090,de manera análoga a la descripta
en 2.2,3.2 , con la salvedad de que en el momento previo a mez­
clar las bacterias infectadas con el agar blando, se le debe
añadir 40 pl de X-gal (BRL, Bethesda, MD, USA) 20% en DMFy 20 ul
de IPTG (BRL) 100 mM.

Las placas de incuban por 3 hs a 42°C y se cuentan las
placas blancas Lac- (recombinantes). y las azules LacZ+ (no
recombinantes). Se calcula el número de recombinantes en el
volumentotal.
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2-1-9.4- William en¿Lanescala

El resto de la mezcla de ligación con que se obtuvo la
mayor eficiencia se empaquetó con un extracto de Packagene
(Promega Biotec) y se procedió comose describe en (2.1.8.3).2.1.10.

Los productos de los empaquetamientos se plaquearon
(ver 2.2.3.2) en cajas de 15 mm(3.104 fagos por caja. aproxima­
damente). utilizando bacterias EBcherjchia coli Y1090que deben
ser r-m+ para no afectar a los recombinantes. Las cajas se in­
cubaron a 42°C durante 3-4 hs hasta que se obtuvieron placas de
lisis grandes pero que no deben llegar a ponerse en contacto
entre si, para evitar recombinaciones.

Se agregaron 8 ml de SMa cada caja. y se las incubo a
4°C durante la noche. El SMde las cajas se colectó y cada caja
se enjuagó con 2 ml más de SM. Se agregó 3% de cloroformo y se
incubo con agitación 30 min. a temperatura ambiente. Se
centrifugó 10 min a 7000 rpm, el precipitado (restos bacterianos)
se descartó. y al sobrenadante se le agregó 30 ul/ml de
cloroformo.

La biblioteca así amplificada se guarda a 4°C.
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2.2.WMWWLH
2.2.0.WWMÁME
2.2.0.1, Medias

LB:

(Luria-Bertani): extracto de levadura Difco 5 g/l. ClNa 10 g/l.
bacto-triptona 10 g/l, autoclavado a 1,2 atm.

LB-agar:
(LB-a) LB 1,5% agar

LB-ampi:
una vez autoclavado el LB (o LB-a), se enfría a 55-50 °C y se le
agrega ampicilina sódica para llevar a 100 ug/ml

LB-agarosa-blanda:
LB-a-bl = LB.0. % agarosa (BRL)

SM:

Solución de dilución fagos: ClNa 0,58%, M3504 7H20 0,2%, Tris-ClH
100 mM, pH 7,5, gelatina (Merck) 0,01%

TBS:

Tris-ClH 50 mM, pH 7,4. ClNa 150 mM

TBS-T:

TBS, 0,05% Tween 20
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TBS-G-L(Solución de bloqueo e incubación con sueros):
TBS 3% leche descremada en polvo (Molico). 2% glicina (Mal­
linckrodt) 1 mMPMSF (Sigma Chemical Co, St Luois, M0, USA) 0.01%
azida

2.2.0.3. Cenas bacterianas utili''zasias.

Escherichia coli RY1090 (ATCC no. 37197) E. coli lag U169‘
BLQAMlgn amm , BLIA‘ILQCZZHTnlO.MMS (pBR322
lacI+)

Escherichia coli RY1089 (ATCCno. 37196): E. coli lag U189,
nmAh W118, sm._h.tlA150[chrern10], pMC9­

2.2.1. Suez-Mmm
Los sueros se obtuvieron de individuos infectados por

Trypanosoma cruzi de la zonas endémicas del norte y centro de
Argentina. Fueron examinados en el Servicio de Cardiología del
Hospital RamosMejia por el grupo de médicos coordinados por el
Dr. Pablo Chiale (Director Dr. M.B. Rosembaum),

Se consideraron individuos infectados aquéllos que
dieron reacción seropositiva con por lo menos dos de los
siguientes ensayos: fijación de complemento,hemaglutinación in­
directa e inmunofluorescencia indirecta (ver 1.4.2. y Van Meir­
venne y Le Ray, 1985). Los sujetOs seronegativos para los tres
ensayos se consideraron no infectados.

El estudio clínico cardiológico incluyó: examenclinico
de rutina, radiografía de tórax, ECGen reposo. test de Ajmalina
(Chiale et al, 1982) y ecocardiografia en modo B y M. En base a
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los resultados serológicos y clínicos, los pacientes fueron
clasificados en los siguientes grupos:

ECCh: Individuos entre 20 y 35 años con Enfermedad cardíaca
de Chagas (N=15)

ITsC: Individuos Infectados con Trypanosomacrusj sin eviden­
cia clinica de compromisocardiaco

NI: Individuos no infectados, clínicamente normales

CCI: Individuos con cardiopatía congestiva idiopática no
Chagásica

Todos los individuos infectados por T. cruzi (ITsC +
ECChc)fueron seronegativos para anticuerpos antinucleares (ANA)
medidos por inmunofluorescencia indirecta a bajas diluciones de
suero (1:50 a 1 100). Solo en 25%de los infectados se detectó la
presencia de autoanticuerpos anti-ADN simple y doble cadena con
titulos 3 a 5 veces mayores que el promedio de los sueros
normales.

Se incluyó un grupo de individuos infectados con Leish­
mania (IL) Estos sueros sirvieron para verificar que los anti­
genos clonados de Trypanosomacrusi detectan anticuerpos especí­
ficos de la infección chagásica.2.2.1.1

Para los ensayos de caracterización inmunoquímica del
clon JL5,.se utilizaron sueros de individuos europeos con Lupus
eritematoso sistémico (LES). La caracterización de los sueros se
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realizó en la Unité d'Immunohematologie et Immunopatologie del
Instituto Pasteur (Paris), dirigido por el Dr. G. Dighiero.

Todos los sueros fueron positivos para anticuerpos
antinucleares detectados por inunofluorescen-cia indirecta a
diluciones mayores que 1:1000 (Tan et al, 1988). Todos los sueros­
LEStenían titulos de anticuerpos anti-ADN simple y doble cadena
10 veces mayores que el promedio de los sueros normales. Seis de
ellos presentaron actividad anti-proteínas P ribosomales de
células HeLa.2.2.3.
2.2.3.1. (intencióndem mutantes s‘- - ’? ¿eli

EXLQQQ

Una colonia aislada crecida en LB-ampi se inoculo en
100 ml de LB, 100 ug/ml ampicilina 0.2% maltosa y se incubó
durante la noche a 37°C con buena agitación. Las bacterias se
cosecharon por centrifugación a 4000 rpm durante 6 min a 4°C. y
se resuspendieron en 0,4 vol de M380410 mMestéril y helado. Las
bacterias competentes preparadas se guardaron hasta 15 días a
4°C.

2.2.3.2. Elmdslahiblietma dekstllenísshscisbiLQQlL
RXlQflfl(Procedimiento descripto para placas de 9 cm)

Aproximadamente 2.104 ufp en 100 ul de SMse mezclaron
con 100 ul de bacterias competentes (ver paso anterior) y se
incuban durante 20 min a 37°C. Se virtieron sobre 3,5 ml de LB-a­
bl fundido a 50°C, se homogeneizó y se volcó sobre cajas de Petri
conteniendo LB-ampi precalentadas a 42°C. Se dejó secar cerca de
un mechero durante 10 min y se incubo a 42°C hasta que las playas
de lisis fueron visibles (alrededor de 3 hs).
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2.2.3.3.Wawmmmfim­
dasmlgsfasgsrmmhinanjsseindmigncgnlflfi

Con la ayuda de dos ninzas de puntas planas, se cubrie­
ron las placas de lisis obtenidas en el paso anterior con un fil­
tro de nitrocelulosa (BA85,Schleicher and Schuell, Dassel. RFA),
previamente embebido en una solución de IPTG 10 mM(BRL) y secado
sobre papel de filtro ( Nota: se puso sobre los fagos la cara del
filtro que no estuvo en contacto con el papel, una vez colocado
el filtro sobre el cesped, éste no debe moversehasta su retiro
definitivo para la incubación con suero).

La posición del filtro se marcópinchando el filtro y
el agar con una aguja o alfiler embebido en tinta china (Nota: Se
aconseja realizar tres marcas asimétricas de uno, dos y tres
puntos).

Las cajas de Petri con los filtros se incubaron inver­
tidas durante 2 hs a 37-38°C. Luego. se retiraron los discos de
nitrocelulosa cuidando de no desprender agar. y se los lavó
durante 10 min con TBS. Para obtener una réplica, se volvió a
colocar un nuevo filtro con IPTG y se incubó nuevamente 3 hs a
37-38°C.

l‘J .2.3.4 msn inmunplgsicade lasanoninas recambinantes

2.2.3.4.1. Bloqueo e incubación con el suero

Para el bloqueo de los sitios inespecificos y para
degradar el ADNque'podría reaccionar con inmunoglobulinas del
suero, se incubaron los filtros durante 30 min con TBS-G-L, al
que se adicionó 1 U/ml de ADNasa (Sigma Chemical Co. St Louis,
M0, USA). Los filtros se incubaron con una dilución del suero en
TBS-G-Lcon el agregado de 5%de lisado de EScherjchia coli
RYlOBS-Lys (ver 2.6.5.), 0,05% Tween 20. 1 mn PMSF. 0.01% azida.
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La incubación se realizó durante la noche a temperatura ambiente
con agitación. o durante 3 hs a temperatura ambiente dejandolo
luego durante la noche a 4°C.

2.2.3.4.2.Revelado inmunoenzimático de las IgG que reaccionan con
las proteinas transferidas

Luego de la incubación con suero, este se recuperó y el
filtro se enjuagó con TBS-T.Luego se le realizó el siguiente
tratamiento:

4 lavados de 10 min con TBS-T

Incubación con una solución de 45 ul de anticuerpo anti-Ig
humana biotinilada (hecho en cabra, Vectastain, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluido en 10 ml de TBS-G­
L, 0,05% Tween 20.

4 lavados de 10 min con TBS-T. Durante estos lavados se
prepara el Vectastain (Vector, ver arriba): 10 ml de TBS+ 2
gotas Vectastain A (Avidina) + 2 gotas Vectastain B (Biotina
peroxidasa)

Se homogeniza y se deja a temperatura ambiente por lo menos
30 min antes de usar.

Incubación con el reactivo Vectastain 1 h a temperatura am­
biente

3 lavados de 5 min con TBS (sin Tween ni azida)

Revelado: el revelador se preparó en el momento, 60 mg de 4­
cloro. 1-naftol (Merck, Darmstadt, RFA)se disuelven en 20 ml
de metanol helado y se mezclan con 100 m1 de TBS, 0,01 M im­
idazol (Sigma Chemical Co, St Luois, M0, USA, San Louis, MO,
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USA). Se homogeniza rápidamente y se le agregan 60 ul de agua
oxigenada H202 30%(100 vol), y esto se agrega a cada filtro
que debe estar bien escurrido del último lavado.

Se dejó evolucionar el color, resguardando de la luz
directa, hasta que la relación señalrruido de fondo fue la
deseada. La reacción de revelado se detuvo lavando con agua y
secando sobre papel de filtro.( Nota: No es conveniente dejar
revelando más de 40 min)

2.2.3.4.3 Extraccion de fagos con senal positiva

Siguiendo las marcas del filtro, se ubicó la zona cor­
respondiente al fago positivo (Nota! Es útil hacer un calco del
filtro en papel transparence para ubicar las playas de lisis). La
zona correspondiente a la señal positiva se extrajo con una pipe­
ta Pasteur de diámetro grueso o bien con una pipeta automática
cuyo cono plástico se cortó para permitir un diámetro mayor. El
fragmento de agar con las plazas de lisis y se introdujo en 1 ml
de SMcon 30 ul de cloroformo, y se dejó una noche a 4°C.

2.2.3.5.Ram sucesims deunrasomitin
Unavez extraídos los fagos correspondientes a la señal

positiva del primer rastreo, este se repitió (segundo rastreo)
con los fagos aislados, pero a una densidad de u.f.pu por caja de
Petri menor. Los fagos positivos en este rastreo. se volvieron a
extraer y rastrear, y el procedimiento se repitió, respetando las
cantidades de u.f.p. por caja de Petri que se indican en la Tabla
a, hasta que en dos rastreos sucesivos (el cuarto y el quinto en
general), todos los fagos sean positivos. Entonces se consideró
que el fago recombinante fue purificado y clonado. Los fagos pu­
ros así obtenidos pueden ser amplificados para su caracteriza­
ción.
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Tabla a: Cantidades de u.f.p. aconcejadas para plaquear en los­
rastreos sucesivos durante la purificación de un fago positivo.

Placa grande Placa chica
15 cm 9 cm

1° rastreo 50000 ufp 20000 ufp

2° rastreo 2000 ufp

3° rastreo 200 ufp

4° rastreo 0-20 ufp

5° rastreo 10 ufp

2.2.3.6 Amnliiigagiánde los tam donadas.

Siguiendo el procedimiento descripto en 2.2.3.2 108 ufp
del fago puro se plaquearon con 200 ul de bacterias competentes
en placas LB-ampi (9 cm) y se procedió como en 2.2.3.2., in­
cubando con 5 ml de SM durante la noche. El titulo de la
preparacion de fagos fue de aproximadamente 1010-1011 ufp.
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diferencial

Para evaluar el titulo de Igs anti T. crusi y realizar
el rastreo serológico diferencial con diluciones de sueros que
contengan títulos similares de Igs anti T. cruzi, se realizó un
inmunoensayo sembrando 1 ul de diluciones crecientes de un homo­
genato total de T. crusi en TBS(de 1 ug hasta 0,2 ng de protei­
nas) en fitros de nitrocelulosa. Los filtros fueron incubadas con
cinco diluciones distintas del suero (1:250, 1:500; 1:750; 1:1000
y 1:2000) y revelados tal comose describe en 2.2.3 4.2.3.2.

Se mezclaron 600 pl de bacterias competentes RY1090con
3,5 ml de LB-a-bl fundida y termostatizada a 50°C, y se virtieron
sobre placas LB-ampi, precalentadas a 42°C. Se secaron 10 min
cerca de una llama. y se incubaron durante 40 min a 37°C.

Sobre el césped bacteriano obtenido se sembraron gotas
de 1 pl del stock de fagos recombinantes ( 1011 pfu/ml) ordenadas
de hileras. Se incubó 30 min a 42°C, y la zona correspondiente a
las placas de lisis en formación se recubrieron con un filtro de
nitrocelulosa previamente impregnado en IPTG 10 mM.Se incubó a
39°Chasta que se formaron placas de lisis nítidas (2-3 hs).

Las filtros de nitrocelulosa con la impronta de las
proteinas recombinantes se retiraron y se procedió en forma aná­
loga a la descripta para el rastreo inmunológico convencional
(2.2., 3.2, 2 2.3 3. y 2.2.3.4.) incubandose cada hoja con el

_g5_



Materiales y Métodos

suero correspondiente. Se utilizaron diluciones de suero con
reactividad anti-T. crusi semejante, determinada según se explica
en 2.3.1.

Para la valoración de la reactividad hacia los recom­
binantes se fijó una escala semicuantitativa: la reactividad
hacia lgtll no recombinante fue considerada negativa; + + +, se
consideró reacción fuerte y correspondió a intensidades de reac­
ción similares con la de un depósito 0.4-1 ug de homogenato de T.
cruzi (epimastigote, suero JL) segun la determinación descripta
en 2.3.1., + + reacción media (intensidad similar a 0.15 ug de
homogenato. suero JL), y +, reacción debil (intensidad similar a
0.06 pg de homogenato).
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Se incubaron placas de 8x12 micropocillos a 4°C durante

la noche con una solución 3 uMde péptido conjugado en buffér
carbonato 0,1 MpH 9,6 o con una solución de proteínas (proteína
de fusión, homogenato de T. crusi) 20 pg/ml en PBS-azida (100 pl
por pocillo).

Al día siguiente las placas fueron lavadas 5 veces con
PBS 0,1% Tween (PBS-T) y se incubaron con los distintos sueros
diluidos en PBS-T 0.5% gelatina durante 2 hs a 37°C tapados. para
evitar evaporación.

A continuación se lavo 5 veces con PES-T y se incubó
con antisuero anti-IgG AM humano conjugado con peroxidasa
(Biosys, Compiegne. Francia), diluido en PBS-T 0.5% gelatina
durante 2 hs a 37°C.

Se le hicieron 5 lavados con PBS-Ty la peroxidasa se
reveló con OPD (Ortho-fenilen-Diamina. Sigma Chemical Co. St
Louis, MO, USA Chemical Co) utilizando un equipo de Diagnostics
Pasteur (Paris, Francia). Se detuvo la reacción a los 60 segundos
con ClH 3 My la D.0. fue leida a 490 nm utilizando un lector
automático de placas Titertek-multiskan (Flow Laboratories, Rock­
ville. MD, USA).
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2.4.2.1.Magnum manadaMinasds fusion

Siguiendo el brocedimiento descripto en 2.2.3.2. se
infectaron 600 ul de bacterias competentes con 30 pl de stock de
fagos (103-1010 u.f.p). Previo al plaqueo en cajas de 9 cm se
agregaron 100 ul de IPTG 100 mM.Se incubó a 42 °C hasta lisis
completa (2-3 hs). Las proteinas del lisado se obtuvieron en 4
lavados de 10 min con 3 ml de PBS conteniendo 10 U/ml de ADNasa.
a temperatura ambiente y con agitación. Este lisado se guardó
fraccionado a -20°C.

2.4.2.2.Wee defusisinde
mmmgu ELISA.
El procedimiento es análogo al descripto en mas arriba

(2.4.) con las siguientes modificaciones: l-Las placas de poli­
estireno se incubaron con una dilución 1:10 en PBSdel extracto
crudo de proteína de fusion a 4°C durante la noche.2—Las placas
sensibilizadas y lavadas se incubaron con una dilucion 1:1000 o
1:500 de suero en PES-T. 0.5% gelatina con el agregado de 10% de
lisado de 5.0011 RYlOSQ-Lys(ver 2.6.5.)2.4.3.

En los ensayos de inhibición. los sueros fueron previa­
mente incubados con la cantidad indicada de péptido conjugado con
BSA durante 2 hs a 37°C. El ensayo de ELISA se realizó como se
indica en 2.4. En todos los ensayos de inhibición se utilizó el
péptido AEAELVKMALMKVacoplado a BSA como control negativo.
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2.5. ELECIBQEQRESISJWW2.5.0.
Los parásitos obtenidos como se describe en 2.1.0. se

lavaron y resuspendieron en sacarosa 0,25 My KCl 5 mM, Trasylol
1 U/ml, PMSFlmM. leupeptina, benzamidina. Los parásitos fueron
rotos mediante 3 ciclos de congelación-descongelación, con lo que
se obtuvo el homogenato total.

2.5.1. Gelesïmliacrilamida

Se utilizaron geles de Laemmli (1970) de 20x12 cm y
minigeles de 6x8 cm.

Geles separadores: La concentración de poliacrilamida
se eligió según los rangos de pesos moleculares-de las proteinas
a separar y se explicita en cada figura.

Geles concentradores: Se usaron geles de 5%de poli­
acrilamida.

2.5.1.1. mmm delas muestras

Volúmenesiguales de extracto y buffer de siembra (Tris
50 mM, ClNa 150 mM, SDS 3%, azul de bromofenol 0,001%. B-mercap­
toetanol (B-EtSH) 3%. pH 8), se trataron durante 5 min a 100°C.

2.5.1.2. Condiciones de corrida

Geles de 20x12 cm: 60 V tensión constante durante la
noche. Minigeles de 6x8 cm: 12 mAcorriente constante.

buffer DE CORRIDA =Glicina 0,192 M, Tris 0,025 M, SDS
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2.5.1.3. IinQiQn de los galas

Se utilizó una solución colorante de azul Coomasie 0,2%
en 45%metanol, 10%ácido acético.-El gel se tiñó durante 4 hs y
luego se destiñó por lavados con metanol 45%, ácido acético 10%.

2 5.2. Inanaierencia__de_2z9teinas__a__nitzgcslulosa¿__flestezn
hlotting

2.5.2.1. Electrgtzansíerancia

La electrotransferencia se realizo según el métododes­
cripto por Towbin et al. (1979). Luego de la corrida. se sumergió
el gel en el buffér de transferencia (fosfato 25 mM,pH 6,5) Se
recortó un trozo de nitrocelulosa (0,22 nm) del tamaño del gel. y
se hizo un "emparedado": primero con papel de filtro Whatmann
3MM,y luego con esponjas tipo "Scotch Brite”. el "emparedado" se
ensambló en el cartucho de transferencia y éste se colocó dentro
de la cuba de electrotransferencia (Bio Rad, ), que se llenó con
buffer de transferencia. La transferencia se hizo O.N. a 100 mA
corriente constante, o en 2-3 hs a 400 mA.

2.5.2.2 Iransfisrencia 29: peso

Se uitlizó el mismoensambladoque en la electrotrans­
ferencia, que se colocó sobre una superficie horizontal, entre
láminas rígidas, sumergida en buffer (fosfato 25 mM,pH 6,5), y
con un peso de 5 Kg. La transferencia se hizo a temperatura am­
biente y durante la noche.

-100—



Materiales y Métodos

2.5.2.3. Iincis’zndeantenas mmm

Método 1: La nitrocelulosa se lavó cuatro veces con una
solución Tris 50 mM, ClNa 150 mM, pH, 7,4, Tween 20 0,05%, y lue­
go se dejó durante la noche con la misma solución con el agregado
de 1 ul/ml de tinta china. Luego se lava algunas veces con agua
deionizada.

Método 2: La nitrocelulosa se incubó 5 min con solución
colorante de amido schwartz (Sigma Chemical Co. St Luois. M0, USA
Co) 0.25% en 45%metanol. 10%acético y se decoloró con 3 lavados
de 5 min. de 10%metanol. 10% acético.
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2-6- CABAQIERlZAQlQfl_IHHHHQLQGIQA_DE_QLQHE5_X61112.6.1.
¿mua
Se siguió el método descripto en Huynh et al. (1985)

Resultó critica la densidad de bacterias en el momentode la in­
fección. Esta debe ser lo más alta posible, guardando una multi­
plicidad de infección de 5 fagos por bacteria. Otra modificación
importante fue la verificación del estado lisogénico: Las bacte­
rias se diluyeron en LBantes de hacer las réplicas. para evitar
que las revertantes produjeran falsos negativos.

Una colonia aislada de Ehchericbja coli RY1090 crecida
en LB-ampi se incubó en LB. 100 ug/ml ampicilina. Ó,2% maltosa
(critica) durante la noche. A continuación. el cultivo saturado
se diluyó en LB 10 mMMgz+ helado hasta una D.0. 660mm = 0.25. y
se dejó 30 min en hielo. Se mezclaron 100 pl de esta dilución de
bacterias con 100 ul de SM conteniendo 103 ufp (una dilución
1:100 del fago recombinante amplificado), y se incubó a 32°C
durante 30 min. Se diluyo de manera de tener 100 bacterias en
100 pl (12105) y se rastrillaron los en cajas LB-ampique se in­
cubaron durante la noche a 32°C.

Unas 25 colonias se ensayaron de la siguiente manera:
se tocó cada colonia con un escarbadiente estéril distinto, y se
colocó cada escarbadiente dentro de tubos Eppendorf conteniendo
0,5 ml de LB (esto se hizo para diluir las bacterias en LBy lue­
go hacer las réplicas).

Se retiraron los escarbadientes del LBy con una pipeta
automática se sembraron 1 ul de cada tubo Eppendorf en sendas ca­
Jas de Petri en un mismoordenamiento (réplicas). Una caja se in­
cubó durante la noche a 32°C y la otra a 44°C. Aquellas bacterias
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que no crecieron a 44°C y si lo hicieron a 32°C fueron consider­
adas lisogénicas. A 44°C se destruye el represor termosensible
c185? de thll, y el fago se replica dentro de la bacteria
RY1089.Si bien el fago no puede lisar la bacteria por su muta­
ción SlOO que no es suprimida por RY1089, evita su crecimiento. A
32°C el represor teermosensible es activo por lo que el fago
permanece en estado lisogénico y la bacteria crece normalmente.2-5-2-

Las proteínas de fusión se obtuvieron por inducción
del .operón lac con IPTG de cultivos de bacterias lisogénicas
previamente termoinducidas a 44°C. A esta temperatura. el repre­
sor 01157 de thll se destruye, y el fago se replica amplifi­
cándose dentro de la bacteria (ver Fig 4 y Huynhet 31., 1985)

Unacolonia de una bacteria lisogénica, se cultivó O.N.
en 5 ml de LB-ampi a 32°C. Al dia siguiente. el cultivo se diluyó
1 1000 en LB-ampi y se cultivó a 32°C con muy buena aereación,
hasta que alcanzó una D.O. 660mmde 0.5-O,6. En ese momento se
extrajo el cultivo del incubador y se lo dejo a temperatura am­
biente sin agitación mientras la temperatura del incubador se
llevaba a 44°C (Nota: Es conveniente que el cultivo llegue a
tener la temperatura ambiente para que el choque térmico sea más
intenso).

Se incubó durante 25 min a 44°C y, sin sacar el cultivo
del incubador, se llevó la temperatura rapidamente a 38°C. En ese
punto se agregó IPTGsólido para llevar el cultivo a 2,5 mM,y se
incubó 50 min más a 38°C. Las bacterias se cosecharon por cen­
trifugación 10 min, 3000 rpm, y a temperatura ambiente (Nota: no
es conveniente enfriar).
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Para obtener un lisado para western blot, las células
se resuspendieron en TBS 0,01% azida, 1 mMB-EtSH . l mMPMSF. se
congelaron en nitrógeno líquido y se guardaron a -70°C.

(Nota: El cultivo starter se puede mezclar con un
volumende glicerol y guardar a -70°C para ser utilizado direc­
tamente en la obtención de proteínas de fusión).2.6.3WWW

BAGE;SDS_1_Hestern_hlgt

Con una espátula se extrajo una porción del lisado con­
gelado a -70°C. se fundió a T.amb. y se le agregó 1 vol de SDS
20%. Se disolvió calentando en baño a 100°C. y agitando con vor­
tex hasta obtener una solución transparente (Nota: En caso de
disolución incompleta agregar más SDS). A esta mezcla se le agre­
gó 1 vol de buffer de siembra y se calentó en un Eppendorf duran­
te 5 min a 100°C en baño de agua.

Se sembraron 10-20 ul por calle en geles 7,5% PAGE-SBS.
(Nota :En el caso de que sea dificultoso pipetear, se le puede
agregar más SDS 20%y calentar unos minutos más; la sonicación
previa del lisado no siempre es recomendable porque podrian cli­
varse las proteinas de fusión).

Comomarcador de peso molecular se utilizó B-galacto­
sidasa pre-teñida con azul de Coomasie (Sigma Chemical Co, St
Louis, MO, USAChemical Co, St Luois, MO, USA)), que permite con­
trolar la corrida y estimar la posición de las proteinas de fu­
sión. Unavez finalizada la corrida electroforética, el gel se
tiñó y se transfirió a nitrocelulosa (ver 2.5 ). Los filtros con
las proteinas transferidas se incubaron con suero y se revelaron
como en 2.2.3.4.
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BMW
Se utilizó una modificación del metododescripto por

Hall et al. (1984) que consiste en la protoplastización de bacte­
rias lisogénicas inducidas con IPTGpara de degradar la membrana
externa y el peptidoglicano que albergan los componentes antigé­
nicos principales de E. coli: la lisis suave con posterior rup­
tura del ADNy el fraccionanmiento subcelular por centrifugación
diferencial para obtener un extracto donde el único componente
antigénico sea la proteína de fusión. Estos extractos se inmovi­
lizaron en filtros de nitrocelulosa y fueron utilizados para
purificar por inmunoafinidad los anticuerpos del suero que reac­
cionan especificamente con las proteinas de fusión.

2.6.4.1.mummmnmw canela].­
menismeniesurifinados

Uncultivo de 250 ml de bacterias lisogénicas previa­
mente termoinducido e inducido con IPTG (ver 2.6.2.) se cosechó a
3000 rpm y luego se procedió como sigue:

Resuspender las bacterias en 5 ml de buffer TNE(Tris 10 mM
ClNa lOOmM. EDTA 1mm, pH 8) helado. Dejar 5 min en hielo.

Agregar 5 ml de TNE + 50 P/V de sacarosa. Dejar 10 min en
hielo.

Agregar 10 ml de solución de lisozima 4 mg/ml. Incubar 15 min
en hielo.

Agregar 2,5 ml EDTA250 mMy 2,5 ml NP40 10%. agitar por in­
versión y congelar en nitrógeno liquido.
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Fundir el lisado y romper el ADNpor 5 pasajes del lisado con
una aguja G-19.

Centrifugar 30 min a 13000 g. Descartar el sobrenadante
(puede guardarse comocontrol). Resuspender el precipitado en
20 ml de urea 8 M.

Centrifugar 20 min a 13000 g. El sobrenadante se fracciona en
4 ml y se guarda a -20°C.

2.6.4.2. porafinidaddelosanticuerpos
Un fitro de 2x3 cm de nitrocelulosa (Scleicher &

Schuell. Dassel. RFA)sumergido se incubó en 4 m1 del extracto de
proteínas de fusión en urea 8 M. Se lavó 3 veces con TBS y se
bloqueó en TBS-G-L. Luego se incubo O.N. con 3 ml de suero dilui­
do 125 en TBS-G-L. 0,01% azida, 1 mM PMSF. Al dia siguiente se
recuperó el suero, se enjuagó el filtro con TBS-Ty se hicieron 3
lavados de 10 min a temperatura ambiente con TBS-T. Se escurrió
muy bien y se le hizo un lavado con ClNa 150 mM(Nota: Este lava­
do es muy importante para sacar todo el buffér TBSremanente que
pude modificar al buffer de elución).

Los anticuerpos se eluyeron incubando cada filtro con
3 ml de un buffer glicina 0,2 M, ClNa 0,150 M, pH 2,8, BSA
100 ug/ml, Tween 20 0,05%, azida 0,01%. PMSF 1 mMdurante 25 min
a temperatura ambiente. Los anticuerpos eluidos fueron rápida­
mente neutralizados virtiéndolos sobre una solución de 24 mg de
Tris base en 12 ml de TBS-T helado. Luego se agregaron 2 m1 de
TBS-G-L. PMSFhasta 1 mMy azida hasta 0.01%, y se utilizaron in­
mediatamente o se guardaron a -20°C
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Bacterias E. coli RY1089 lisogénica para el fago xgtll

no recombinante (E. coli RY1089-Lys) se cultivaron y termoindu­
Jeron tal como se describe en 2.6.2. Sin agregarles IPTG, y con
las mismas precauciones que en 2.6.2. se cutivaron 40 minutos a
37-38°C y se cosecharon por centrifugación a 3000 rpm (temperatu­
ra ambiente). E1 precipitado se resuspendió en 1:30 del volumen
inicial de buffér TBS. lmMB-EtSH, lmM PMSFy se congeló con

nitrógeno líquido. El lisado se dejó fundir a T. a. y se sonicó
hasta hacerlo poco viscoso. Se guardó a -20°C.2-6-6.

Para purificar la proteina de fusión JL5. se utilizó un
anticuerpo monoclonal anti-B-galactosidasa acoplado a agarosa
(Protosorb, Promega Biotec, Madison, WI, USA) y se siguieron
estrictamente las instrucciones del fabricante. Bacterias lisogé­
nicas termoinducidas e inducidas con IPTG(ver 2.6.2) se colecta­
ron por centrifugación a 3000 rpm. El precipitado se resuspendió
en 1/30 del volumen inicial de buffer TEP (Tris-ClH 100 mM pH
7.4. EDTA10 mM. PMSF lmM). se sonicó. y se centrifugó 15 min a
10.000 rpm (4°C ). Al sobrenadante, se le agregaron 3 volumenes
de solución saturada de SO4(NH4)2y se dejó una noche a 4°C. Lue­
go se centrifugó 20 min a 10.000 rpm (4°C ), y se resuspendío en
TEPpara llevar a 20 mgproteinas /ml. Previo al pasaje por la
columna se diluyó la muestra 1:5 en TES, 0,2 % NP-40 (TBSN), y 5
ml se pasaron por la columna de Protosorb (1 ml) equilibrada con
TBSN. La columna se lavó con 5 pasajes de 1 ml de TBSN, y las
proteinas de fusión se eluyeron con tres pasajes de 1 ml de buf’fL
er carbonato pH 10.8.
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La purificación fue verificada por PAGE-SDSy western
blot. Luego del pasaje por la columna se observó una banda mayo­
ritaria en la electroforesis correspondiente a la proteina de
fusión.
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2. 7 . SIEIESILQQIMI CAJEJEBTIDQS

La síntesis de péptidos se llevó a cabo utilizando una
modificación del métodoen fase sólida de Merrifield descripta en
Muller et_al, (1982) y Van Regenmortel et al. (1958). Se utilizó
el aparato de sintesis semi-automática Neosystem NPS4000(Neosys­
tems .Strassbourg. Francia) que permite realizar automáticamente
los protocolos de desprotección y acoplamiento, bajo constante
supervisión de la integridad de estos pasos verificando la pre­
sencia de los grupos NHzlibres o protegidos del extremo N-termi­
nal de la cadena de péptido con el ensayo de ninhidrina.

Se comenzó a partir de 1,3 mM de resina PAM-Asp-BOC
(aspartato de t-butoxi-carbonilo acoplado a la resina por fenil­
acetamido-metilo).

2.7.1. ngcmmgspmmión

N lavados con TFA 1/2 minl
Desprotección propiamente dicha

lavado con TFA 1/2 minH

lavados con TFA-CHzClz 1/2 minCO

lavado del TFA
4 lavados con CHzClz

2 lavados con DMF1/2 min] cambio de solvente

(.0 lavados de DMF]
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Para verificar que la desprotección fue total, se hizo
la reacción de ninhidrina (ver más adelante). Debe verificarse
bajo la lupa microscópica que todas las partículas de resina se
colorea; n de rojo o violeta (grupos amino terminal libre).2.7.2.

Se mezclaron 3 moles de BOC-aminoácido con 3 moles de
HOBt(1-hidroxibenzotriazol) y 3 moles de BOP (hexafluorofosfato
de benzotriazol-l-il-oxi-tris-[dimetilamino]fosfonio), y se agitó
en presencia de CHzClzy DIEA(di-isopropil-etil-amina). Esta
mezcla se agregó al reactor, y se procedió a burbujeo de N2 (agi­
tación por burbujeo de la mezcla reactante con agregado de CHzClz
para mantener el volumen constante).

A la hora se sacó una muestra con una varita de poli­
propileno y se realizó el ensayo de ninhidrina (ver más adelante)
que debe ser negativo para todas las particulas de resina (grupo
amino terminal protegido) (Nota: De no ser asi, se prosigue
durante 30 min más. También puede agregarse más BOC-aminoácido
activado en aquellos casos en que el acoplamiento es dificul­
toso).

Generalmente este paso es rápido en los primeros amino­
ácidos acoplados. pero se hace mas lento a medida que crece la
cadena.

2.8.2. Ensazg_de_ninhidzina

Al finalizar la desprotección o el acoplamiento. se ex­
trajeron con una tubo fino de polipropileno unas particulas de
resina del reactor, y se enjuagaron en un tubo de hemólisis con­
teniendo EtOH. Se extrajo el EtOHpor aspiración cuidando que las
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partículas queden decantadas en el fondo del tubo. Se agregaron 2
gotas de solución de KCN-piridina (Nota: 2 ml de KCN0.01 M se
llevan a 100 ml con piridina), 2 gotas de solución de ninhidrina
( Nota: 500 mg de ninhidrina en 10 ml de n-butanol). Y dos gotas
de fenol ( Nota: 80g de fenol + 20 ml de butanol); y se incubó
2 min a 65°C. Se observó con una lupa microscópica (50X). Luego
de la desprotección todas las particulas de resina deben mostrar
un color rojo-violáceo (grupo NHzterminal libre). Se considera
que un acoplamiento ha sido total cuando todas las particulas son
blancas o levemente amarillentas (grupo NHz formando unión
peptidica).2.8.3.

Durante el tratamiento con HF anhidro (alto HF) des­
cripto en Van Regenmortel et al (1988) se rompen todas las unio­
nes éster. respetándose las uniones peptidicas. De esta forma se
oliva la unión del péptido a la PAM-resina y tambien los grupos
protectores que esterifican a los grupos (ácidos y básicos) N52.
OHy COOHde aminoácidos ácidos y básicos que no están involucra­
dos en la unión peptidica.

Dado que las condiciones de este tratamiento son suma­
mente drásticas. se utiliza p-cresol comosecuestrante de carbo­
cationes que podrían producir sustituciones nucleofílicas. En el
caso que los péptidos tengan aminoácidos con azufre (Met o Cys)
debe usarse etano-ditiol (EDT)comoreductor para evitar que el
azufre se oxide y se forme Met(0) o Cys(0).

El tratamiento con HF es delicado. El HF reacciona ex­
plosivamente con el agua y los metales; por lo tanto esta reac­
ción debe realizarse en una línea HFcompletamente aislada del
exterior, especialmente diseñado y construido en teflón.
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El procedimiento que se siguió se detalla a con­
tinuación:

Se pesó el péptido secado al vacío y se introdujo en el
reactor de teflón. Por cada gramo de péptido seco más resina
(conteniendo 200 pg péptido), se agregó 1 ml de p-cresol y 400 ul
de EDT, y se congeló a -70°C. Una vez congelado, se adosó a la
linea de HF y se introdujeron 10 ml de HF por gramo de péptido
más resina, enfriando a -70°C. Se colocó sobre un agitador magné­
tico y se dejó que la reacción prosiga durante 1 h a 0°C.

Unavez finalizado el HFse extrajo por destilación y
el producto se lava sobre un embudode vidrio fritado en un kita­
sato. (Nota: El agua destilada que puede contener AcOHglacial o
NHadependiendo que el péptido sea muy básico o muy ácido, ya que
de otra forma son generalmente solubles en agua).

La solución de péptido obtenido se liofilizó previo a
su purificación.2.8.4.

El péptido liofilizado se disolvió en H20y se purificó
por MPLC(Mediumpressure liquid chromatography) preparativa con
una columna bondapak C-18 de 50 cm de largo y 21 mmde ancho
Para R-7 y R-lO se utilizaron gradientes 10-66%Bdonde A = H20.
0,1% PO4H3, 0m1%(Et)3N. y B = acetonitrilo. Para R-13 se utilizó
un gradiente 10-100%B donde A = H20. 0,1% TFA, y
B = acetonitrilo.

La presión utilizada fue de 15 bar y la velocidad de
flujo de 20 ml/min.
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La purificación se monitoreó con un HPLCanalítico con
columna bondapak C-18 de 30 cm de largo x 3,9 mmde diámetro.
utilizando un gradiente de solvente 10-60%B, donde A = H20, 0,1%
PO4H3. 0.1% (Et3)N y B = acetonitrilo.

Cada pico importante del HPLCfue monitoreado en el
HPLC. Aquéllos que presentaron mayor pureza se juntaron y se
volvieron a pasar por el MPLChasta que se verificó en el HPLC
que la preparación tuvo por lo menos 90%de pureza.

2.8.5. AnáhaiiWfiiqiónJelmnduimuado
El péptido fue hidrolizado en ClH 6 N durante 24 hs a

110°C y derivatizado. Luego se le hizo una cromatografía gaseosa
y. por integración de los picos y el Rf se pudo determinar la
composición en aminoácidos.

El análisis del péptido (secuencia) fue realizado por
espectrómetria FAB(Fast Atom Bombardment)-masa.

2.8.6- Jeanlamientüelflidulnumteinasarïadm
Se realizó con glutaraldehido 2%según el protocolo de

Briand et al (1982).

La relación de péptido-proteína fue de 100:1 de manera
que con un 50-60%de eficiencia (eficiencia del método) se obtie­
ne una relación aproximada 50:1.

El péptido sólido se mezcló con la cantidad de proteína
disuelta en PBS (1 mg/ml de proteína), y ¿e dejó unos minutos a
O°C. A continuación se le agregó l vol de glutaraldehido diluido
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(Serva, Heidelberg. REA)al 2%. gota a gota y agitando. a t.
amb., y se dejó agitando suavemente una hora mas. Luego se agregó
10 mg de borohidruro de sodio BH4Na2(Merck, Darmstadt, RFA) por
ml de solución y se dejó a 4°C durante 2 hs. Finalmente se diali­
zó contra PBS realizando por lo menos 4 cambios y una dialisis
O.N. a 4°C.
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2,9. mms DEEBEDIQQIWWWWE.
Se utilizó el método de Kyte y Doolitle (1982). Para

cada aminoácido de la secuencia se graficó la hidropatía promedio
(según la escala de Kyte y Doolitle ,1982) de un tracto de 9
aminoácidos de los cuales el aminoácido considerado fue el cen­
tral. Para los cálculos se utilizó el programade computación
HYDRFIL(Van Regenmortel y de Marcillac, 1988).

2 10- HEIQDQS_ESIADISIIQQSL

Para evaluar la correlación entre la reactividad inmu­
nológica con los antígenos clonados y cardiopatía se construyeron
tablas de 2 X 2 con los datos obtenidos con los sueros de pacien­
tes con ECChcy con sueros de pacientes ITsC. El análisis de los
datos se hizo por el test exacto de Fisher (Snedecor y Cochran.
1980) valores de F20.005 fueron considerados significantes.

El promedio del titulo de anticuerpos de sueros de
pacientes con ECChcse comparó con el de los ITsC utilizando el
test t de Student. La correlación entre los títulos anti-JL5 y
anti-R-13 se hizo por regresión lineal. Los valores de P<0.05
fueron considerados significantes.
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2.11. CARACIERIZAQWWWW

2.11.1.Eufierufloimmedifimmlïimïilizadgm­
múnmenLe

Hubiera solucionen

TBE 10X: (Para 1 litro) Tris base 108 g, ácido bórico 55
g. EDTA 0.5 M (pH 8.0) 40 m1.

TAE 50X: (Para 1 litro) Tris base 242 g, NaAcO57,1 g, EDTA
0.5M (PH 8.0) 100 ml.

TE: 1 mM EDTA, 10 mM Tris-ClH pH 8

HOPS 10X: MOPS 0,2 M, NaAcO 50 mM, EDTA 10 mM, pH 7,0.

TMN 10X = 100 mM Tris-ClH pH 8, 100 mM ClNa, 5 mM MgClz

BPB 6X = TBE 6X, 60% glicerina, 0,25 BPB

SSC 20X = NaCl 3 M, citrato de sodio 0,15 M, pH 7.0.

Solución de hibridación (SH): formamida deionizada 50%, 5.85%
ClNa (o SSC 4X).SDS 1%. ADN de
timo precalentado 10 min a 100°C 100
ug/ml, Denhardt 5X.

Denhardt: 1%glicina, 1%polivinilpirrolidina, 1% ficoll

Medioaücnliim

2xTY (para 1 litro): Bacto triptona 16 g, extracto de
levadura 10 g, NaCl 5 g.
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Medio minimo: Na2HP04 t g/l. KH2PO43 g/l, NaCl 0,5 g/l. NH4C1
l g/l, MgSO42 mM,glucosa 2 g/l, CaClz 2 g/l,
CaClz 0.1 mMadicionado con tiamina 0,5 ug/ml

2.11.2.WWXM
2.11.2.1. (¿Mansionde tasas significados por C.le

Utilizando el método descripto en 2.5.3.1., se pla­
quearon 30 cajas chicas (9 cm) con 105 ufp de fagos por placa
(Nota: Se debe usar LB-a-bl para evitar la presencia de inhi­
bidores de las enzimas de restricción). Los fagos se incubaron a
37°C durante la noche o hasta confluencia. A cada caja se le
agregó 5 ml de SMy se guardó a 4°C durante la noche (minimo
14 hs). Al dia siguiente se recogió todo el SMy se lavó con 1 ml
mas de SMpor placa. que se reunió con el restante. Se prosiguió
como sigue:

Centrifugar a 9000 rpm durante 10 min a 4°C.

Descartar el precipitado (restos bacterianos) y repartir el
sobrenadante en butos correspondientes al rotor de SW28.
Centrifugar a 20000 rpm durante 3 hs a 4°C.

Eliminar el sobrenadante y sacar los tubos por inversión so­
bre papel de filtro.

Resuspender el precipitado transparente que quedó en el fondo
en 500 ul de TMC(por tubo: 2 ml en total) durante la noche a
4°C.

Terminar el proceso de resuspensión ayudándose con una pipeta
automática de 1 ml con el cono plástico recortado. Reunir to­
dos los precipitados resuspendidos en un tubo al que se le
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agrega 3 g de cloruro de cesio y agitar suavemente en agita­
dor rotativo. hasta disolución.

Ajustar el índice de refracción 1.3815 agregando TMo Cle
según sea el caso, y centrifugar en el rotor T150 a 35000 rpm
durante 22-24 hs a 5°C.

Extraer la banda de fagos con pipeta Pasteur afilada o con
jeringa y dializar contra TMcon cambios a la hora, a las dos
y a las tres horas, a temperatura ambiente. Dejar dializando
durante la noche a 4°C

2.11.2.2.m delADN

Se agregó EDTA0,5 MpH 8 al dializado hasta hacerlo
20 mM,y se extrajo 3 veces con fenol equilibrado con Tris 0,5 M
pH 8,5.(Nota: Si la fase acuosa está muy espesa, se agregó TE
EDTA 1 mM. Tris 10 mMpH 8). La fase acuosa se dializó contra TE
1 mM(EDTA 1 mM, Tris 10 mMcon cambios a la hora, las dos y tres
horas. Se dialiaó durante la noche con TE 0,1 mM(0,1 mM EDTA.
Tris 50 mM, pH 8).

La concentracion ADN se determinó por espectrofotomer
tria U.V. con lecturas a 280 y 260 nm. 1 D.O.2so = 40 pg ADN/ml.2.11.3.
2.11.3.1.EXILaQ_Qi¿zndel inserte nar. Magallón con E9231

Aproximadamente 5 ug de ADNde los clones en lgtll (ob­
tenido en 2.5.1.) se digirieron con 30 U de enzima EcoRI (Amer­
sham, Biolabs o Promega Biotec). La solución de incubación conte­
nia:
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thll, ADN 10 ul (o lo calculado)
DTT 0,1 M 3 ul

Spermidina 40 mM 1,5 ul
Buffér EcoRI (Amersham) 3 ul
EcoRI (Biolabs, Promega o
Boheringer) 3 pl
H20 csp 30 pl

La mezcla se incubó unas 3-4 hs, y el corte se verificó
por corrida en un gel 0,4% agarosa en TBE. Se consideró al corte
completo cuando la banda del ADNsin cortar dejó de verse o cuan­
do las de los brazos fueron mayoritarios respecto de esta. Fina­
lizado el corte se agregó 5 ul de TE, y se hizo una extracción
con 1 vol de fenol equilibrado y 3 extracciones con éter.

2.11.3.2. del tamañodel inscritacieADN};

4 ul del fago cortado con EcoRI se marcaron con ATP* en
presencia de ADNpolimerasa I Fragmento “Klenow” (BRL o Promega)

la solución de incubación contenía:

ADNthll cortado con EcoRI 4 ul
TMN 2 ul

dATP aP32 1 ul

ddeO 13 ul

20 pl

La mezcla se incubó durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuación se agregaron 5 ul de LB 6X y se corrió
en un gel de poliacrilamida nativo 6%junto con los marcadores de
peso molecular (ver más abajo). Se corrió a 33 Wpotencia cons­
tante hasta que el BPBrecorrio las 3/4 partes. Se separó uno de
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los vidrios, el gel se recubrió con un celofán transparente y se
autorradiografió a temperatura ambiente durante 30 minutos. Como
marcadores de peso molecular se utilizó el plásmido pAT cortado
con la enzima Hinf III y marcado con ATP aP32 en forma análoga a
la descripta en esta sección.

2.11.4.summemmmmn
2.11.4.1. delos insertasdeADMal 12m: mms/msm

Comofuente de inserto se utilizó el ADNde los fagos
thll recombinantes cortados con EcoRI (ver 2.5.2) (Nota: como
los brazos de kgtll no pueden ligarse al fago M13para formar un
fago recombinante viable no es necesario separarlos del inserto).

Se ligaron 10 ng de fago M13mp18(Messina, 1983) doble
cadena cortado con EcoRI (Biolabs M13 cloning kit, New England
Biolabs, Beverly. MA.USA)con distintas cantidades de lgtll cor­
tado con EcoRI, en un volumen de 10 a 20 pl como máximo. En un
tubo se colocó:

ADNX cortado (inserto) 1 p1/2 ul/5 ul
M13mp18/EcoRI (10 nE/ul) 1 ul
Buffer ligasa 10X 1 ul
ATP 10 mM 1 ul

DTT 0,1 M 1 pl

ADNligasa T4 (1 u/ul) l pl
ddeO csp 10 ul/ 20 pl

La mezcla se incubó a 14°C por 16 hs y se utilizó para
transformar las bacterias E. coli JMlOl competentes.Como control
de ligación se ligó el M13mp18/EcoRIsin inserto.
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2.11.4.2. thsncián de bacterias E;_2211.lfllfll competentes

Inocular una colonia aislada de E. coli JM101seleccionado en
medio minimo (selección F') en 2 ml de medio ZTY, e incubar
0.N. a 37°C con agitación.

Diluir el cultivo saturado obtenido. Por una parte. en 1:5 en
2TY(5 ml) para utilizar comocultivo estacionario, e incubar
a 37°C. Por la otra parte, diluir 1 100 en 50 ml de 2TY. e
incubar hasta que la D.O. sea 0.2-0.4.

Cosechar centrifugando 10 min a 3000 rpm.

Resuspender suavemente el precipitado en medio volumen
(25 ml) de ClzCa 50 mMestéril helado. Dejar 1 h en hielo.

Centrifugar 10 min‘ a 3000 rpm a 4°C -Resuspender el precipi­
tado en 1/10 del volumen original (5 ml). Estas células
alcanzan el máximo de eficiencia de transformación a las 2­
3 hs y pueden ser guardadas en hielo hasta una noche.

2.11.4.3. Transformacián de E. coli ¿M121

Agregar 200 ul de bacterias competentes sobre el ADN
proveniente de la ligación.

Dejar 1 h en hielo.

Incubar las bacterias 2 min a 42°C (choque térmico).

Agregar a cada tubo: 200 ul del cultivo estacionario (obteni­
do en la sección anterior), 40 ul de Xgal 2%y 20 ul de IPTG
100 mM.y plaquear con 3.5 ml de LB-agarosa fundido como se
hizo en 2.2.2.
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Incubar O.N. a 37°C.

Como controles de esta experiencia, se realizó una
transformación sin ADNy otra con fago M13doble cadena.

Las placas de retardo de crecimiento azules correspon­
dieron a los fagos no recombinantes ( M13WTlac Z+) y las blan­
cas podían corresponder a M13recombinantes (lac Z-) de entre los
cuales se identificó a los que contenían el inserto de interés.
Esta selección se hizo una vez que se obtuvo ADNsimple cadena a
partir de varias placas blancas.

2.11.4.4.mmm simnlecadenadefaggsmmm
Mi;

Se utilizo una modificación del método de Messing.
(1983). Un cultivo saturado de E. coli JMlOl en ZTYse diluyó
1:50. En tubos de hemólisis conteniendo 2 m1 de esta dilución. se
inocularon con un escarbadientes estéril las placas blancas. y se
incubaron durante 5 hs a 37°C con agitación enérgica (Nota: Si se

rtió del stock de fagos se inocula con 30 ul de los fagos en

E1 siguiente protocolo se realizó para obtener prepa­
raciones de alta calidad. susceptibles de ser utilizadas para
secuenciación con Sequenase (USB. Cleveland. Ohio. USA)
(2.11.9.)

Al finalizar la incubación de 5 hs. se centrifugan los tubos
de hemólisis en una centrífuga clínica durante 10 min a
3000 rpm.

Se extraen 1,5 ml del sobrenadante que se traspasa a tubos
Eppendorf. y se vuelve a centrifugar durante 10 min a
18000 rpm.



Materiales y Métodos

De estos tubos se extraen sólo 1.2 m1del sobrenadante. y el
resto se guarda para usar como inóculo. en la obtención de

nuevas preparaciones de DNASS. adicionándole 1 vol de glice­
rol y guardandolos a -20°C.

A los 1.2 ml se le- agregan 300 pl de PEG 6000 20%/3.5 M
AcONH4.Se mezcla bien por inversión. y los fagos se precipi­
tan en hielo durante 1 h.

Se centrífuga 10 min en 13000 rpm y con una pipeta Pasteur
afilada se aspira todo el sobrenadante que se descarta: En
este punto debe observarse un precipitado de fagos blancuzco.
En aquellos casos donde no se observa precipitado. la prepa­
ración se desechará.

Se vuelve a centrifugar (l min) para que todo el PEGresidual
decante y pueda ser extraido con pipeta Pasteur afilada Se
repite la operación hasta que no se observe más PEG. Esta
precaución es indispensable para obtener preparaciones aptas
para secuenciación.

El precipitado se reSuspende en 100 ul de T.E., ayudándose
con una pípeta automática y vortex. Se agrega 50 ul de fenol
equilibrado con Tris-HCl, pH 8,0 y se agita con vortex
durante 1 min y luego 1/2 min.

Se centrífuga 5 min a 13000 g y a la fase acuosa se le hacen
2 extracciones con 600 pl de éter etílico.

El ADNSS se precipita por el agregado de 0.5 vol de ACONH4
7,5 M. Al volumen resultante se le agrega 2 vol de EtOH.ABS.

Se precipita durante la noche a -20°C. Se centrífuga 10 min a
13000 g y se lava 2 veces el precipitado con EtOH80. se seca
al vacio. y el ADNse disuelve en 23 ul de TE. El rendimiento
es de aproximadamente 3 ug de ADNSS por minipreparación.
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2-11-4-5-C2n1mlea de ¡ahumado

Para verificar que los ADN SS obtenidos provenían de
fagos M13recombinantes que contienen el inserto de ADNc.se les
hicieron los siguientes controles:

1- Retardo en la migración electroforética de las ADN SS
con respecto al ADNSS de M13 no recombinante.

2- Test de complementaridad.

3- Reacción de extensión de la cadena, donde se verificará
el tamaño del inserto.

2.11.4.5.1 Verificación de la presencia del inserto en SS fl13 por
electroforesis

Para verificar la presencia del inserto en los ciones
recombinantes M13. se corrieron 2 ul de preparación de SS ADN en
un gel de 0.7% de agarosa en TBEa 100 V v.c.. preteñido con
BrEt. Se utilizaron preparaciones provenientes de placas de M13
no recombinante. como control de fago sin inserto.

2.11.4.5.2.Test de complementarjdad de insertos de fagos SS 513

El método consiste en verificar el retardo de la migra­
cion en geles de agarosa. del ADNsimple cadena de un fago recom­
binante M13producido cuando el ADNcsimple cadena de su inserto
puede formar un híbrido parcial con otro fago M13que lleva su
cadena complementaria (inserción en M13del mismo ADNcen la otra
orientación). Asi se identifican pares de fagos M13que contienen
las dos orientaciones del inserto.
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Se mezclaron en un Eppendorf, 5 ul de las preparaciones
de ADNSS de un par de clones M13 ( Nota: se incluyeron clones
con insertos complementarios comocontrol positivo y algún ADNSS
como control negativo). con 1 ul de ÓlNA 2.5 M, y se incubaron
durante 30 min a 60°C en baño de agua. Se dejó enfriar muy lenta­
mente en el baño de agua. Se agregó BPBy se corrió en un gel
agarosa-TBE 0.7% a 100 V. Se incluyeron preparaciones de DNA SS
sin tratamiento alguno comocontrol.

2.11.4.5.3.Determinacjón del tamañode los insertos fl13

Se realizó como en 2.11.5. y sólo se utilizaron para
secuenciación aquéllos pares de clones M13que dieron positivo el
test de complementaridad y cuyo tamaño coincidió con el del in­
serto determinado segun se lo determinó por la técnica descripta
en 2.11.3.2. Esta es la única manera de asegurar que los sub­
clones en M13no han sufrido deleciones.

2.11.5- WtMMJWiBQMMORQCWLLPflLtH
de_lgs__ADN_SS_de_Mla

Se siguió el método descripto por Kornblihtt en al.
(1984). Para la obtención de las sondas, se utilizaron los mismos
ADNSS de fagos recombinantes que se usaron para secuenciación.

El principio es similar. A partir del primer universal,
se sintetiza la cadena complementaria al ADNSS del inserto por
acción de la ADNpolimerasa I Klenow en presencia de altas con­
centraciones de nucleótidos marcados. Una vez que la zona del
ADNcinsertado se ha copiado por la acción de la Klenow, el sitio
de restricción EcoRI que se forma, puede ser digerido por EcoRI.
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El inserto marcado se separa del resto de M13por electroforesis
en PAGE.La banda radioactiva se eluye del gel y se desnaturaliza
antes de ser utilizada comosonda (ver Fig. ).

2.11.5.1 ümflanimenunimml(an­
nealing).

Un tubo eppendorf que contiene 10 pl de ADNSS, l ul de primer
universal M13y 2,5 ul de TMNse calentó durante 3 minutos en un
baño de agua a 100°C y se dejó enfriar dentro del mismo baño has­
ta temperatura ambiente.

2.11.5.2 MMWILWMdelinMmm¡2an
Una vez finalizado el annealing, a cada tubo (con 12.5

ul) se le agregó

dTTP 0,5 mM l ul

dATP 0,5 mM 1 ul

dGTP 0.025 mM 2 ul

dCTP 0.025 mM 2 ul

DTT 0,1 M 0‘5 ul

Spermidina 40 mM 0,5 ul
5'—[aP3Z] dGTP 1 pl

5'-[aP32] dATP 1 ul
HZO csp 25 ul

Luego de homogeneizar, se agregó 1 ul de Klenow (10 u)
(BRL o Promega Biotec) y se incubó durante 1 h a 20°C. A conti­
nuación se añadieron 2 ul de d(ACGT)TP10 mM/nucl. La Klenow se
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destruyó por incubación durante 10 min a 70°C. y luego se agre­
garon directamente 2 pl de EcoRI (20 U) y se incubó 2 hs a 37°C.

A continuación se le agregaron 6 ul de LB 6X y se co­
rrieron en un gel de poliacrilamida nativo 6%junto con marcado­
res de peso molecular (ver 2.11.3.2) a 33 Wpotencia constante
hasta‘que el BPB recorrio las 3/4 partes. Se separó uno de los
vidrios. el gel se recubrió de un celofán transparente y se auto­
rradiografio a temperatura ambiente durante 30 minutos marcando
previamente la posición del gel sobre el papel fotográfico. Luego
del revelado se recortó cuidadosamente la porción del gel que
corresponde a la banda que contiene el inserto, la que se colocó
en un Eppendorf con 400 ul de AcO 0,3 M y se incubó durante la
noche a 37°C.

Al dia siguiente se separó la solución de la poliacri­
lamida y se hirvio con 1,00 m1 de solución de prehibridzaoión
para ser inyectada en la bolsa de hibridización en experiencias
de Northern y Southern blot.

2.11.6. MoflhemjpidLABflJQLalJLMaaQsW

El northern blot se realizó segun la técnica de
Southern (1975). el ARN fue separado electroforéticamente en un
gel de agarosa-formaldehido (Lehrach et 31.. 1972).

2.11.6.1. Gel de ¿gamma ; formaldehidg

Se disuelvieron 2.25 g de agarosa en 110 ml de agua
hirviendo. Cuando la temperatura bajó a 50-60°C se agregaron
15 ml de MOPS10X , 25 ml de formaldehído ( Nota: si el pH del
formaldehído es menor que 6,5 debe ser deionizado con resina Am­
berlite MBl, Sigma Chemical Co” St. Luois, MO, USA), y se virtió
sobre un molde apropiado (10x15x1 cm).
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2.11.6.2. dela mueslra1corridadel¿el

Para geles con calles de 8 mm-l cm se sembraron 15­
20 ug de-ARNpor calle. El ARNse trató apenas descongelado con
0,25 vol de formaldehído (6%de formaldehído final), 2 vol de
formamida deionizada, y 0,3 vol de MOPS.Esta mezcla se calentó a
65°C. 15 min y se colocó luego en hielo, donde se le agregaron
0,2 vol de BPB (con SDS) y 0.01 vol de BrEt 1%.

Las muestras se corrieron en en Buffér MOPSa 5 V/cm
v.c.. hasta que el color BPBse encontró l cm antes del final del
gel. Unavez finalizada la corrida, el gel se lavó con abundante
agua. y se fotografió sobre un transiluminador con luz UV. Los
ARNribosomales de T. cruzi fueron utilizados como marcadores de
peso molecular para el cálculo del peso molecular de los trans­
criptos (Castro et 31.. 1981).

2.11.6.3. Tratamiento del ¿el gara transferencia

Al gel, que es muyrigido. se le hicieron los siguien­
tes tratamientos agitando suavemente:

3 lavados de 5 min con ddeO

30 min en HONa50 mM(no superar este tiempo)

Lavado durante 15 min en Tris 100 mMpH 7.5

15 min en SSC 10X
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2.11.6.4. mmm a (¿ENESCREENELLLS

Se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabri­
cante (NEN. Dupont, Boston MA,USA), Y la técnica de transferen­
cia de Southern (1975).

Una vez marcado el lado cóncavo (B), se lavó en H20 dd
5 min, y se dejó sumergido en SSC 10X. El lado marcado B es el
que debe ponerse en contacto con el gel para la transferencia,
que se hace durante toda la noche, a temperatura ambiente utili­
zando SSC 10 X como Buffer

2.11.6.5.12mm gastado: de la transferencia

La membrana se lavó con agua y se seco bien sobre papel
de filtro. Se envolvió en papel de filtro Whatman3 MMy papel de
aluminio. y se horneó durante 2 hs a 80°C.

2.11.7.EWMMQMLQLML
2.11.7.1.(¿MansiondeADNde

Se resuspende suavemente 1 g de parásito en 20 vol de
Tris 10 mM pH 8, EDTA 100 mM. SDS 1%.

Se lleva a 100 ug de proteinasa K y se incuba durante
la noche a 37°C.

Se hacen 3 extracciones con fenol equilibrado con Tris
0,5 MpH 8, y 3 extracciones con cloroformo isoamílico
(24:1 V/V). Se Separan las fases por centrifugación a
3500 rpm durante 10 min y se recupera la fase acuosa
cuidando de no traspasar las proteinas de la interfase.
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Precipitar el ADNse por agregado de 2,5 vol de EtOH y
resuspender en 10 ml de TE.

Llevar a 0,83 g/ml de Cle (15 g para 18 ml) y 0,01% de
BrEt.

Centrifugar en un rotor SWti 40000 rpm durante 36 hs a
20-26°C.

Recuperar el ADNde la banda en la parte superior del
tubo.

Extraer el BrEt con 7 extracciones con alcohol butíli­
CO.

Agregar 0,1 vol de AcO Na 3 M y 2.5 vol de EtoH y
precipitar 15 min a —70°C

Lavar 2 veces‘con EtOH70% secar al vacio.

Guardar disuelto en TE en una concentración aproximada
de 10 ug/ul.

2.11.7.2. delADNconlasenzimasde
El ADNfue digerido en un gran volumen para evitar in­

hibiciones. La digestión total (o parcial. según se requirió) fue
seguida corriendo en minigeles de 1%. Una vez que se concluyó la
digestión, se precipitó todo el ADNpor el agregado de 0,1 Vol.
de ACONa3 M y 2,5 vol de EtoH. y se resuspendió en 10-20 ul de
TE. Se corrió en un geles analítico de agarosa 1%.
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EcoRI BamHI HindIII

ADNT. crusi (20 ug/ml) 20 ul 20 ul 20 ul
Buffer 10 X Amersham 40 ul 40 ul 40 pl
Espermidina 100 mM 16 ul 16 ul 16 ul
DTT 100 mM 8 pl 8 pl 8 ul

Enzima 10 u/ul 3 pl 3 pl 3 ul
H20 csp 400 ul 400 ul 400 ul

2.11.7.3. Goles minima de musa. 1% 2am ¿QLLHJQI'IJ12.15.21.

Los 20 ul de la muestra de siembra se mezclaron con
4 pl de BPB 6X y 1 ul de BrEt 0.1%, y se sembraron en un gel TAE
o TBE 1%de 15x20 cm. La corrida se realizó a 25 V v.c. durante
la noche o a 5 V/Cm.

Una vez finalizada la corrida. el gel se lavo con
abundante agua, y se fotografió sobre un transiluminador con luz
UV.

2.11.7.4. Iratamientg del gel

Unavez fotografiado el gel, se hizo el siguiente
tratamiento:

Se incubó durante 30 min en una solución 0,4 N NaOH, 0.6 M
ClNa.

Se incubó para neutralizar en TBS 10X pH 7.4 (Tris-ClH pH 7,4
0.5 M ClNa 1.5 M).

Para la transferencia a Gene Screen plus (NEN, Boston,
MA, USA) (ver tratamiento de la membrana en 2.11 6 4.) se
procedió en forma análoga al procedimiento de Southern (1975), y
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la unica diferencia con el Northern en el tratamiento posterior
de los fitros fue que estos no se hornearon, sino que se los dejó
secar sobre papel de filtro antes de prehibridizar e hibridizar.2.11.8.
2.11.8.1.

Se utilizó 1 ml/20 cm?de solución de hibridización SH
como minimo (Nota: Para obtener 10 ml. Se mezclan 5 ml de forma­
mida deionizada con 2 ml de solución Denhardt. 1 ml de SDS y
5,8 g de ClNa y se llevan a 10 ml. luego se agregan 100 ul de ADN
de timo o esperma de salmón 10 mg/ml previamente calentado 10 min
a 100°C). Cada tira de Gene Screen. con el volumen necesario de
solución de SH. se dejó 4-5 hs a 42°C.

2.11.8.2.
Al filtro prehibridizado. sin extraer la SH. se agregó

la sonda precalentada 10 min a 100°C en 1 ml de SH y se dejó
hibridizando a 42°C con agitación en baño termostatizado durante
la noche (18-20 hs).

La sonda se recuperó y, sin dejar en ningún momentoque
el filtro se seque. se hizo un enjuague en SSC 2X y 4 lavados du­
rante 3-5 min en SSC 2X 0,1% a temperatura ambiente.

Unavez finalizados estos lavados, se hicieron 2 lava­
dos de 30 min a 65°C con agitación, con 0.2K SSC 0,1% SDS preca­
lentado a 65°C, y se midió con un contador Geiger colocando 1a
tira entre láminas de polietileno (para que no se seque) hasta
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que se obtuvo una buena relación señal/ruido de fondo. Se autor­
radiografió con pantalla intensificadora durante 24-48 hs a
—70°C.

2.11.9.1. fieles de afluencia

Se utilizaron geles desnaturalizantes de 30x42 cm de
poliacrilamida 8%que se prepararon de la siguiente manera:

Se disolvieron 42 g de urea (BRL. Bethesda. MD. USA) en
una solución de 15 ml de acrilamida 40% (38% acrilamida. 2% Bis­
Acrilamida). 10 ml de TBE 10 X y 25 ml de agua destilada, y se
llevaron luego a un volumen final de 100 ml. Para la
polimerización se agregó 280 pl de TEMEDy 100 ul de PSA 25%.

La electroforesis se corrió en TBE 1X a 40 Wo 60W de
potencia constante en el caso de disponer de cubas especiales
con alta disipación de calor (BRL 882. BRL. Bethesda. MD. USA)

2.11.9.2. Bmciones de afluencia

Se utilizó el métodode Sanger et al. (1977). utili­
zando los ADNM13SS obtenidos en 2.11.4.4. Comonucleótido mar­
cado se utilizó ATP S35 (NEN, Boston ,MA, USA). Las reacciones de
secuencia fueron llevadas a cabo con el kit_de SEQUENASA(USB,
Cleveland, Ohio, USA) utilizando tanto la enzima T7 ADN políme­
rasa como las mezclas con dideoxinucleótidos y de deoxinucleó­
tidos provistas en el kit. Se siguieron las instrucciones del
fabricante. A continuación se enumeran los pasos y las modifica­
ciones introducidas para lecturas de aproximadamente 200 nucleó­
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tidos. En el casos de la secuencia de JL7 para resolver la se­
cuencia de una zona rica en G y C de lectura muy ambigua se
utilizaron mezclas de nucleótidos y dideoxinucleótidos donde el
GTPfue reemplazado por ITP (inositol trifosfato):

Colocar en un Eppendorf 10 ul de ADNSS obtenido en 2.11.4.4.
3 ul de Buffer Sequenase y 1,5 ul de primer. e incubar duran­
te 2 min a 65°C en bloque calefactor.

Sacar la placa calefactora y dejar enfriar hasta que la
temperatura sea <35°C.

Mientras se enfría y se completa la hibridización, se ponen
en tubos rotulados A.C.G y T, 3.8 ul de la mezcla con dideoxi
(mezcla de terminación) en el fondo de los tubos. y se diluye
la mezcla de marcación (LM) 1:5 (1 LM + 4 dd H20). Se
utilizarán 3 ul por secuencia.

Cuando se enfrió a la temperatura indicada. se hace un Spin
down , y se agregan a los 15 pl de la hibridización lo
siguiente:

DTT 1.5 ul

LM 3 ul

sas l ul

spin down y agregar a la pared del tubo 3 ul de Sequenasa
diluída 1:8 en TE (7 pl TE + 1 ul Sequenasa). Debe diluírse
inmediatamente antes de ser utilizada.

spin downy contar 5 min de incubación a temperatura ambien­
te. Mientras, poner a calentar los tubos con mezcla de termi­
nación a 37°C.
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Cuando pasaron los 5 min rápidamente se agregan a cada tubo
de con los dideoxi (A,C,G,T) 5,5 pl de cada tubo de reacción
de marcación. spin down y contar 5 min.

A los 5 min poner en hielo, y agregar por tubo 7 ul de BPB­
formamida (mezcla detenedora).

spin down y guardar a -20°C. Antes de correr la electrofo­
resis la reacción de secuencia se debe calentar a 100°C en
baño de agua durante 2 min para desnaturalizar el ADN.Lo ob­
tenido en una reacción de secuencia a partir de 10 ul de ADN
SS alcanzó para correr 2 geles de 2 depósitos cada uno (hasta
5 depósitos en total de 3 ul cada uno). Puede utilizarse una
semana después de realizada la reacción de secuenciación.

2.11.9.3.C_Qndicignesgana Mamas Musas

Para secuencias en que se requiere leer más de 200
nucleotidos se hicieron las siguientes modificaciones al
protocolo:

La reacción de marcado se hizo utilizando la solución
provista en el kit sin diluir, con mayor concentración de Seque­
nase y ATP marcado ( un 50% más) y se incubó hasta 8-15 min. La
reacciónes de terminación de cadena con los dideoxinucleótidos
también se incubaron más tiempo (4-8 min dependiendo del caso).
Con estas modificaciones pudieron leerse hasta 350-400 pb (clon
JL7). Generalmente estas secuencias fueron corridas en geles de
tres depósitos (ver 2.11.9.3).
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2.11.9.4. Corrida ds geles de secuencia

Se utilizaron geles grandes (42x33) y geles chicos
(22x42) con TBE 1X como Buffer de corrida. Todos los geles se
pre-corrieron 20-30 min a 35 W (geles chicos) o a 40 Wcon disi­
pador de aluminio (geles grandes). _Acontinuyación se lavó la
urea y se sembró 3 ul de cada letra. El primer depósito se corrió
hasta que el marcador de Xylen-Cianol recorrió 26-30 cm. Luego se
realizó el segundo depósito y se corrió hasta que el xylen-cianol
del segundo depósito hubo corrido 30 cm.

Los geles se fijaron 15 min en AcOH 10% MeOH10% y se
secaron a 80°C y con vacio en un secador BIO-RAD(Biorad, Rich­
mond, CA, USA). Fueron expuestos durante 2 dias a temperatura am­
biente y revelados.

Los geles para lecturas extensas se corrieron a 30 W.
Se hicieron 3 depósitos: el tercer depósito se hizo cuando el
xylen-cianol del segundo depósito recorrió 30 cm. Algunas veces
se hizo sólo el equivalente del 2° y 3° depósito.
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Resultados

3.1 CLONADODE ANTIGENOSDE TTypanosoma cruzi DEFINIDOS

POR ANTICUERPOS PRESENTES EN EL SUERO DE PACIENTES CON

ENFERMEDAD CARDIACA DE CHAGAS.

Para clonar antígenos de T .cruzi definidos por anticuerpos pre­
sentes en el suero de pacientes con enfermedad cardiaca de Chagas
crónica (ECCh) se construyó una biblioteca de ADNcde T. cruzi en
el vector Lgtll, y se realizó el rastreo inmunológicola biblio­
teca con el suero de un paciente chagásico crónico con cardiopa­
tia severa.

3.1.0. Construcción de la biblioteca en xgtll

Siguiendo la metodología descripta en 2.1. se obtuvo el ADNc a
partir del ARNpoli A+ de epimastigotes de T. crusi (cepa Tul 2).

El ADNcD.S. fue ligado a polylinkers EcoRI. digerido por la en­
zima y fraccionado por tamaño en una columna de sepharosa 4B
(figura 6). Para la ligación con los brazos de thll se in­
cluyeron las fracciones de ADNca partir de 200pb.

Luego del empaquetado in Vitro del producto de la ligación se ob­
tuvieron 1.2 105 fagos de los cuales 1.0 106 fueron recombinan­
tes. La biblioteca amplificada tuvo un titulo de 4.5 109 u.f.p.

3.1.1. Caracterización del suero.

Ademasde los hallazgos clínicos correspondientes a un individuo
con cardiopatía chagásica en estado terminal (ver hallazgos cli­
nicos en la tabla (ver 3.3 5.). para la elección del suero uit­
lizado en el rastreo inmunológico de la biblioteca se tomaron los
siguientes criterios:
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cpm/min

aoo ­

soo ­

400 ­
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nro. de fraccion

Eignra_fi¿
Perfil de elución de los ADNcde una columna de Sepharosa-4B. El
ADNcdoble cadena ligado a los polilinkers EcoRI. se digirió con
EcoRI y se sembró en una columna de Sepharosa-4B. Se colectaron
fracciones de 50 pl y se contaron en contador de centelleo.
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Fraccionamiento por tamaño del ADNcde T. cruzi: Sul de algunas
fracciones del ADNceluídas de la columna de sepharosa 4B (ver
fig. 6) se corrieron en un gel de agarosa 1%y el gel se autor­
radiografió. = marcadores de peso molecular: 5 kb, 4.2 kb, 3.5
kb, 2 kb, 1.6 kb, 1.4 kb, 0.9 kb, 0.5 kb, 0.1 kb. l, fraccion nro
10; 2, fracción 15 y 3, fracción 20, 4, fracción 23 (ver Fig. 6).

—140­



Resultados

1. Fuerte reacción con antígenos del parásito: El suero
elegido. a una dilución 121000reaccionó positivamente
hasta con 0,2 ng de homogenato total de T. cruzi.

2. Reactividad con tejidos del huesped: El suero elegido
reacciono en western blot de músculo humanocon protei­
nas de alto peso molecular. La autorrectividad detecta­
da, indicaba que el suero podria servir para identifi­
car antigenos de T. cruzi que presenten reacción inmu­
nológica cruzada con tejidos del huesped.

3.1.2. Resultados del rastreo inmunológico-Optimización
del método

A partir del rastreo de 2.104 fagos utilizando distintas dilu­
ciones del suero JL. se detectó a la dilución 1 1000 un fago con
señal positiva que pudo purificarse a homogeneidad. El clon pose­
ía el fenotipo lac 2-. indicando que podía tratarse de un recom­
binante. Este clon denominadoJL1 se utilizó para optimizar las
condiciones del rastreo inmunológico antes de emprender el ras­
treo de un gran número de fagos de la biblioteca. Con este obje­
tivo se rastrearon entre 100-200 fagos correspondientes a la
tercera etapa de la purificación del fago JL1 (tercer rastreo.
ver 2.2.3.5.) de los cuales solo aproximadamente la mitad son
positivos y se ensayaron distintas condiciones para aumentar la
relación señal positiva/ruido de fondo.

La mayor dilución con la que se obtuvo una señal positiva neta
diferenciable de los fagos negativos fue 1:2000. con esta dilu­
ción se ensayo el efecto de distintos agentes que podrian dismi­
nuir el ruido de fondo. Los resultados se detallan en la Tabla
IV. donde se compara el efecto del agregado de los distintos
factores. Pudo verificarse que el Tween20 y el lisado de bac­
terias E. coli RY1089-Lysresultan efectivos (Figura 8). En una
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TABLAV: Efecto de distintos agregados sobre el ruido de fondo en el ras­
treo inmunológicode un biblioteca en thll.

Efecto Teorico sobre
el ruido de fondo

Resultado‘

Agregado Cesped Placa

Ninguno 10 10

Tueen 20 Disminuye interaccion 7 7
proteina NC-suero

Lisado Adsorcion Ac. 4 7
RY1090 (P’) anti-E. coli.

Lisado Compite Ac. 3 5
RY 1090 (C9) Anti-E.coli

Lisado Compite Ac. 3 3
BY 1089 Lïsal (C) Anti-E.coli +

anti-placa.
Lisado 1089 Lvs 1 0
+Tw 20

Lisado 1089 Lvs 0 0
+ Tu 20 + DNAsa

tra-mero)ii­

H
e

egado (escala arbitraria 10).

Comparacióncon el ruido de fondo correspondiente a la reactividad de las
eñales negativas (placa) y de la reactividad del cesped bacteriano del
ercer rastreo inmunológico del clon JLl en una experiencia sin ningun
r fi (P) El suero fue preincubado con filtros
nitrocelulosa previamente incubados con el lisado v bloqueados con TBGL.

@(C) El lisado fue agregado directamente al suero (5% vol/vol) preincubado
con agitación 30 minutos a T. a. antes de ponerlo en contacto con los
filtros del rastreo inmunológico. & E. coli RY1089 LYs: Lisado de bac
terias E. coli 1089 lisogenicas para el fago thll no recombinante.
termoinducidas a 42°C.
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Éfecto de los
del clon JLl.
una dilución 1:
de Lisado de
1:2000 en TBGL

Resultados

agentes anti-ruido de fondo en el tercer rastreo
Los filtros de nitrocelulosa fueron incubados con
2000 en TBGLdel suero JL. (A) con agregado de %
E. coliRY 1089-Lys. 0.05% Tween 20.:(B) Diluido
sin agregado alguno, y revelados con Vectastain.
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Eiguïa_2¿,Rastreo inmunológico de una réplica de 50.000 fagos de
la biblioteca de T. crusi en thll. Los ¿iltros de nitrocelulosa
fueron incubados con una dilucion del suero en TBGLA; 1:2000, 5%
de lisado de E. coli RY1089. B: 1:500, 20%de lisado de E. coli
RY1089-Lys. Las IgG fueron reveladas con el sistema vectastain.
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experiencia paralela se determinó que estos agregados no varian
la reactividad del suero con un western Blot de T. cruzi. Una vez
fijadas estas condiciones de rastreo se estudió el efecto de la
dilución del suero. Coneste fin se rastrearon réplicas de una
misma placa con 5.104 fagos utilizando diluciones 1:500 y 122000
(Figura 9). Con la dilución 1:500 se obtuvieron 9 positivos mien­
tras que con 1:2000 se obtivieron solo 3. Se eligio la dilución
1:2000 para trabajar con un ruido de fondo menor y para aislar
los clones que expresen los péptidos mas antigénicos.

Del rastreo inmunológico de 1.105 clones con las se detectaron
52 señales positivas (ver Figura 10) de las cuales se purificaron
a homogeneidad 20 clones.

3.1.3. Criterios de identidad entre clones

Los 20 clones purificados fueron clasificados para descartar los
clones repetidos y a los imnunológicamenteequivalentes, es decir
aquellos clones que expresaban los mismosdeterminantes antigéni­
cos. Esto se realizó sin tener que recurrir a una caracterización
completa de los clones. fijándose los siguientes criterios:

I J. .

Mismareactividad con varios sueros distintos (n=10)
(Ensayo por la técnica descripta en 2 3.2.)

2. Reactividad inmunológica cruzada (Ensayada por elución
de anticuerpos especificos obtenidos según el procedi­
miento detallado en 2.6.4.)

G ,l. .

3. Mismo tamaño de ADNc.

4. Hibridización cruzada.
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Rastreo inmunológico de 50.000 fagos de la biblioteca de CDNAde
T. cruzi en kgtll con el suero de un paciente con cardiopatía
chagásica crónica: Las placas de lisis fueron recubiertas con un
filtro embebido en IPTG 10 mMe incubadas 2 hs. A continuación
los filtros fueron bloqueados con TBGLe incubados O.N. con una
dilución 1:2000 del suero JL en TBGLcon el agregado de 5% de
lisado de E. coliRY 1089-Lys. Las IgGs fueron reveladas por el
sistema vectastain.
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Se consideraron "iguales" aquellos clones que cumplimentaron los
cuatro criterios. Se definieron comoclones equivalentes aquellos
que cumplieron con el criterio 1 y 2.

Una vez analizados los 20 clones se identificaron 7 fagos recom­
binantes diferentes: JLl, JL5. JL7. JLS, JL9, JL43 y JL52. Se
procedió a su caracterización y fueron posteriormente utilizados
para el estudio de diferencias entre sueros de pacientes con
distintas formas clínicas de la enfermedad de Chagas.



Resultados

3.2. CARACTERIZACION INMUNOLOGICADE LOS CLONES xgtll

La caracterización inmunológica de un clon recombinante thll se
basa en la especificidad del reconocimiento inmunológico del
polipéptido codificado por el ADNcclonado. En nuestro caso, los
anticuerpos del suero del paciente que reaccionaron con el antí­
geno clonado deben a su vez definir determinantes antigénicas del
parásito.

Se debe verificar que, los fagos inducidos por IPTG produzcan
proteinas de fusión que reaccionan especificamente con anticuer­
pos presentes en el suero de pacientes chagásicos. Dichos anti­
cuerpos deben estar dirigidos contra alguna proteína de T. cruzi.
Este hecho puede servir para identificar a la proteina del pará­
sito clonada.

3.2.1. Producción de proteínas de fusión

Para poder llevar a cabo la caracterización inmunológica es nece­
sario producir en cantidad y poder visualizar la proteína de fu­
sión B-ga]—péptidoclonado. Coneste fin se lisogenizaron bacte­
rias E. coli RY1089(ver 2.6.1 y 1.5.2.2.) con los fagos recombi­
nantes. los cultivos de bacterias lisogénicas produjeron protei­
nas de fusión al ser inducidos por IPTG.

Una vez que se obtuvo una bacteria lisogénica para cada fago
recombinante se cultivaron a 32°C y se termoindujeron a 44°C (Ver
1.5.2.2 y 2 6.2.). Luego se indujo con IPTG y se incubó a 38°C.
En la Figura 11 puede verse que el agregado de IPTG a un cultivo
en fase exponencial tardía de lisogénicas para los fagos JLl y
JL5 produce grandes cantidades (aprox 5%de las proteínas tota­
les) de una proteina de peso molecular similar al de la B-galac­
tosidasa. En un Western blot de lisogénicas (Figura 12) puede
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Producción de proteínas de fusión en cultivos de bacterias
lisogénicas inducidas: Cultivos de bacterias lisogénicas para los
fagos JL5 y JLl fueron termoinducidos a 44°C. Calles 2, 6, se
agregó IPTG hasta 10 mMy se incubó a 38°C. Calles 1, 4 no se
agregó IPTG. Calle 3 y 6 lisados purificados por el método de
Hall et 31., 1984. Calle m, marcadores de peso molecular. A con­
tinuación las bacterias se cosecharon y se lisaron; los lisados
fueron separados en geles SBS-PAGE7,5% y teñidos con coomasie
blue.
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..wx u‘
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:a_12; .
Western blot de lisados de E. coli RY1089 lisogénicas inducidas
con IPTG.: Lisados de lisogénicas para los fagos recombinantes
JLl, JL5, JLB, JL7, JL9. Calles 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente
fueron corridos en geles PAGE-SBS7.5% y transferidas a
nitrocelulosa. Los filtros fueron bloqueados con TBGLe incubados
O.N. con una dilución 12500 de suero JL en TBGL. 20% Lisado de E.
coli RY 1089-Lys. Las IgG fueron reveladas con el sistema Veo­
tastain. ‘
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verificarse que las proteinas inducidas por IPTGreaccionan espe­
cificamente con los anticuerpos del suero JL. Estos anticuerpos
no reaccionan con la B-galactosidasa producida por una lisogénica
para lgtll no recombinante (Figura 12), lo que demuestra que la
reactividad inmunológica esta exclusixgmente dirigida hacia el
péptido clonado fusionado a B-gal. Los pesos moleculares obser­
bados se muestran en la Tabla IX capitulo 3.3.4. Estos se' cor­
responden con los distintos tamaños de los marcos de lectura
abiertos de los ADNc clonados que se continuan con el de la B­
galactosidasa comose pudo confirmar por secuenciación (Tabla IX)

3.2.2. Identificación de las proteinas de T .cruzi que
contienen los epitopes clonados

Si los polipéptidos clonados pertenecen a T. cruzj, los anticuer­
pos que reaccionan con las proteinas de fusión deben reaccionar
con antígenos del parásito. Esto puede aprovecharse para identi­
ficar la(s) proteína(s) de T. crusi que contienen los determinan­
tes antigénicos clonados.

Se utilizó una modificación del metodo descripto por Hall et al.
(1984). que consiste en la purificación parcial de las proteinas
de fusión producidas por bacterias lisogénicas para purificar por
afinidad los anticuerpos anti-péptido clonado (ver 2.6.4.). Los
anticuerpos eluidos fueron incubados con western blots de homoge­
nato total de T. crusi. En la figura 13 se muestran los resul­
tados de esta experiencia: los anticuerpos anti-JLl reaccionan
con una proteína de T. cruzi de 25 KDpresente en todos los esta­
dios del parásito (Fig 13, calles 1. 3 y 5 ). Los anti-JLS reac­
cionan con una proteina de 38 KDpresente en tripo—, epi- y amas­
tigote lo mismoque los anticuerpos anti-JL52. Los anticuerpos
que reaccionan con JL9 reconocen un doblete de 40-45 KDy los
anti-JL7 y anti-JL8 reconocen proteínas de PM> 180 KDtodas pre­
sentes en epi y tripomastigote.
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Ejgnzg 13: Identificación de las proteinas de ÏTypanosoma crusi
que contienen los determinantes antigénicos clonados. Néstern
blots de homogenato total de epimastigotes (calles 2, 3, 8, 10 y
12), trypomastigote (calles 4, 5, 9, 11 y 13) y amastigote
(calles 8 y 7) fueron incubados con anticuerpos in­
munoseleccionados con proteínas de
6), JL5 (calles 3, 5 y 7),

fusión de JLl (calles 2, 4 y
JL? (calles 8 y 9). JL8 (calles 10 y

11) y JL9 (calles 2 y 13). Las IgG fueron reveladas por el
sistema vectastain-peroxidasa. Calle l, marcadores de peso
molecular: fosforilasa b (94 KD), BSA (67 KD), ovoalbúmina (43
KD), anhidrasa carbónica (30 KD), inhibidor de
soja (20 KD) y a-lactoalbúmina.

la tripsina de

—152—



Resultados
A

3.3. ESTUDIO DE DIFERENCIAS SEROLOGICAS ENTRE PACIENTES

CON DISTINTAS FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD DE

CHAGAS UTILIZANDO LOS ANTIGENOS CLONADOS.

Finalizada la caracterización inmunológicase estudió la posibi­
lidad de correlacionar el perfil de reactividad contra los antí­
genos recombinantes de sueros de individuos infectados por T.
cruzí con el estado clinico del donante. Todos los antígenos clo­
nados reaccionaron con el suero de referencia JL (suero marcador
de cardiopatía chagásíca). Según lo postulado en 1.6.. sí la res­
puesta inmunehumoral de los pacientes con cardiopatía chagásica
fuese distinta a la de los pacientes con la forma indeterminada
de la enfermedad: entonces‘ alguno de los antígenos clonados ten­
dría que reaccionar preferentemente con suero de cardiópatas
mientras que otros reaccionarían con los sueros de individuos in­
fectados por T. cruzi independientemente de su estado clínico.
Para comprobar la veracidad de esta hipótesis se impuso:

1. Diseñar un ensayo que permita evaluar la reactividad de
los antígenos clonados con un gran numero de sueros y
con sensibilidad para detectar diferencias de intensi­
dad de reacción.

2. Utilizar sueros de pacientes clínicamente bien carac
terizados.

Se estudió de la reactividad de los 7 clones con sueros de
pacientes del Servicio de Cardiología del Hospital Ramos Mejía.
clínicamente caracterizados y clasificados en dos grupos (ver
2.2.1):
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ECCh: Individuos jóvenes (21 a 37 años) con enfermedad
cardiaca de Chagas crónica.

ITsC: Individuos infectados por T. crusi sin evidencias
clinicas de compromisocardiaco.

Como grupos controles se utilizaron Individuos infectados por
Leishmania brasiliensis brasiliensis(IL),Individuos con Car­
diopatia Idiopática Congestiva (CIC) e individuos sanos (NI) (ver
2.2.1)

3 3-1- Optimización del ensayo.

Se ensayo la reactividad de los clones en forma análoga al ras­
treo inmunológico: Sobre un césped de E. coli RY 1090 se sem­
braron gotas de cada stock de fagos recombinantes (108 u.f.p.).
Una vez obtenidas las placas de lisis. se procedió comose expli­
ca en (2.2.3) En la figura 14 A no se puede apreciar que clones
reaccionan con el suero del grupo ECChy no con un suero ITsC. El
resultado obtenido con esta técnica es confuso y no permite hacer
comparaciones de intensidad. Para poder comparar intensidades se
buscaron condiciones alternativas. En la figura 14 B se obtuvie­
ron manchascirculares nitidas, que a diferencia de los anillos
de la figura 14 A. permitieron establecer una mejor comparación
de intensidades. se pude comprobar que el clon JL5 reacciona con
el suero ECChy débilmente con el ITsC. En las condiciones de la
figura 14 A las proteinas de fusion son sólo las producidas por
las bacterias del borde de la placa de lisis. En las condiciones
descriptas para la experiencia de la figura 14 B. toda la
proteina de fusión sintetizada durante la formación de la placa
de lisis es transferida al filtro de nitrocelulosa.
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Reactividad de las proteínas de fusión producidas por los fagos
recombinantes: (A): Se sembraron de fagos sobre el cesped de E.
coli 1090. Una vez formadas las placas de lisis, estas fueron
recubiertas con un filtro de nitrocelulosa impregnado con IPTG.
(B): Se sembraron fagos sobre un césped de EL coli 1090 y se in­
cubó 20 min a 42°C (tiempo suficiente para que los fagos se ad­
sorban e infecten las bacterias). A continuación se recubríó con
el filtro de nitrocelulosa impregnado en IPTG lOmMy se incubó a
37°C hasta formacion de la placa de lisis.
Los fitros obtenidos según A y B fueron incubados con suero sI
(suero ECCho), sII (suero ITsC). Las IgG fueron reveladas con el
sistema Vectastain. Orden de siembra JL5, JLl, JL7, lug de
homogenato de T. crusi
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l. Temperatura óptima: En la experiencia de la figura 14 B. desde
que se colocó el filtro con IPTGhasta la lisis transcurrieron 4
horas a 37°C. El mismo proceso a 42°C, temperatura de máxima in­
activación del represor termosensible c1857. produjo la lisis en
menos de 2 horas, pero la señal fue menos intensa. A 39°C se

obtuvo un resultado comparable al de 37°C y el tiempo de incuba­
cíon se redujo a 2 horas y media.

2. fignpentragjón de IBIQ: El IPTG es un insumo caro por lo que se
trató de reducir al máximosu utilización. Ensayando con concen­
traciones de IPTGcada vez menores se llegó a un resultado sor­
prendente: El resultado del ensaya no dependía del IRIS.

En ausencia de IPTGla transcripción del operón lactosa estaria
reprimida por el producto del gen represor IQ contenido en el
plasmido pMCQ(pBR322-lacIQ) (ver 1.5.2). Este plasmido lleva la
resistencia a ampicilina. Comoel ensayo se realiza en presencia
de 100 ug/ml de ampicilina se seleccionan las bacterias que lle­
van el plásmido. Se verificó que la bacteria no perdió o modificó
el zen IQ comparando la cepa utilizada (Promega Biotec) con otros
stocks y cepas de otras fuentes comerciales (Amersham, Biolabs).
Con todos los stocks de RY 1090 se obtuvo el mismo resultado.

Descartada la hipótesis de la pérdida del gen In se postuló que
la cantidad de ADNde fago sintetizada por la bacteria termoindu­
cida fuese tal que titulase al represor IQ presente cuya síntesis
no es moduladapor la temperatura. Para analizar esta posibilidad
se utilizó la bacteria E. coli RY1089 lisogénica para thll no
recombinante (WT). Se midió actividad enzimática de B-galactosi­
a a durante la incubación a 32°C y luego de la termoinducción a

44°C. Esto se realizó en presencia y en ausencia de IPTG. El
resultado obtenido fue el esperado para un sistema dependiente de
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IPTG; no se obtuvo inducción de B-galactosidasa en ausencia de
IPTG. indicando que en este sistema la termoinducción por si sola
no es suficiente para desreprimir al operón lac.

Es posible que para este ensayo, debido al alto título de fagos
utilizado, estos podrían superinfectar las bacterias del césped
determinando su independencia del IPTG probablemente por titu­
lación del represor IQ. Este efecto repetidamente comprobado
constituye una ventaja del ensayo descripto.

3.3.2. Validez del ensayo como método para el dosaje de
IgGs específicas de cada antígeno recombinante.

Para demostrar la validez del ensayo se debe probar que la reac­
tividad de los sueros hacia los distintos recombinantes es repre­
sentativa del titulo de anticuerpos contra estos determinantes
antigénicos. Esto significa probar que: a) la reactividad que se
observa en el inmunoensayo se debe a la reacción de las proteinas
de fusión con los anticuerpos del suero. b) que las diferencias
de intensidad no se deben a diferencias en la cantidad de protei­
na de fusión producida por los distintos fagos. Esto equivale a
probar que el antígeno (las proteinas recombinantes) se encuen­
tran siempre en exceso respecto de cualquier IgG especifica. Es­
tas dos condiciones se pueden evaluar comparando el inmunoensayo
propuesto con un western blot de proteína de fusion producida por
bacterias lisogénicas. Se pudo comprobar que la reactividad de
los sueros está dirigida exclusivamente hacia las proteínas de
fusión (ver 3.2.1.). Además en cada calle del western blot se
corrieron 100 ug de proteina total de lisado conteniendo entre 3
y 5 ug de proteína de fusión, cantidad que está en exceso respec­
to a cualquier IgG especifica del suero.
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EW:
Reactividad de extractos de T. cruzi, fagos recombinantes y
poteinas de fusion con sueros de pacientes chagásicos. MQes un
suero de paciente con cardiopatía chagásica. GMes un suero de un
infectado con T.crusi sin evidencias clinicas de daño cardíaco;
todos los sueros fueron diluidos 121000. A) Dot blot de extractos
de epimastigote conteniendo cantidades decrecientes de proteina
del parásito (1-0,02 pg) B) Proteínas de producidas en playas de
lisis de fagos recombinantes y transferidas a nitrocelulosa: w
fago thll no recombinante, 1, 5, 7, 8 y 9 son los fagos JLl,
JL5, JL7, JL8 y JL9 respectivamente C) western blot lisado de
bacterias E. coli RY1089lisogénica para los fagos recombinantes
5, 9, 7, bacterias lisogénicas para JL5, JL9 o JL? respec­
tivamente.
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Comopuede observarse en la Figura 15 la inmunorreactividad de
los clones en el inmumnoensayocon fagos es equivalente a la ob­
servada con las distintas proteínas de fusión en el western blot.

Esto prueba que la reactividad de los sueros hacia un antígeno
recombinante representa aproximadamente el titulo de IgG anti­
proteína de fusión. Este hecho quedó demostrado al poder cuanti­
ficarse por ELISA los títulos de anticuerpos específicos.(ver
3.3.4.)

3.3.3. Resultados del rastreo serológico diferencial.

En la Tabla VI se resumen los resultados de la inmunoreactividad
de todos los sueros utilizados, y la Figura 16 muestra un ejemplo
de la reactividad de sueros ECChe ITsC con los clones JLl, JL5 y
JL7 determinada con el inmunoensayo. En la Fig. 16 puede obser­
varse que el suero JL. el suero de referencia utilizado en los
rastreos, recciona con todos los fagos recombinantes. Tambien se
observa que el clon JL5 reacciona fuertemente con los sueros ECCh
y muy débilmente con los sueros de ITsC. El clon JLl reacciona
fuertemente sólo con el suero JL ; en cambio el clon JL7 reaccio­
na fuertemente con todos los sueros de infectados con T. crusi
sean o no enfermos cardíacos.En la Tabla VI se expresan los
resultados semicuantitativos de la reactividad de los clones. De
su análisis se desprende que:

1. Ningún antígeno recombinante reacciona con los sueros de los
grupos controles

2. ¿L5 1 QLQZ:Los sueros de todos los pacientes ECCh presentan
una fuerte reactividad (+++o ++) contra estos clones mientras
que los sueros de ITsC no reaccionan o lo hacen muy levemente;
indicando que existe una correlación significativa (P<0.005)
entre fuerte reactividad contra JL5 o JL52 y la enfermedad
cardíaca de Chagas.
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Rastreo serológico diferencial de los clones recombinantes: Las
proteíans producidas por las playas de lisis de los fagos fueron
transferidas a nitrocelulosa y probadas con diferentes sueros
Los sueros JL, ACy PG son de pacientes con cardiopatía chagásica
crónica, los GMy EG son de infectados con T. crusi sin eviden­
cias de daño cardiaco Sl a S4 son sueros de LES, Sl y 52 son
anti-P seropositivos. Todos estos sueros salvo EGfueron diluidos
121000, salvo EG que fue diluido 12750. Wfago kgtll no recom­
binante, 1, 5 y 7 son los fagos JLl, JL5 y JL7
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TABLAVI Inmunoreacción diferencial de los antígenos recombinantes
codificados por JLl. JL5. JL7. JL8, y JL9.

CLON ECCHC ITsC N ILb CIC
(n=19) (n:8) (n=15) (n=7) (n=7)

JLl 2 +++ 2:+ 15:— 7:- 7:­
5:+ 6:­

12:­

JL43: 8 +++ 8: 15:— 7:— 7:­
2:++
2:+
7:­

JL5 l4:+++ l:++ 15: 7 7
5:++ 2:+

5:­

JL52 10:+++ 4r+ 15:— 7: 7:­
9:++ 4:­

JL7 18 +++ 8:+++ 15: 7:- 7:­
1:++

JL8 5 +++ 4 +++ 102- 7:
8 ++ 2 ++
8 - 2 —

JL9 6:+++ 8: 15:— 7:- 7:­
2:++
6:+
5:­

thll 192- 82- 15:— 7:- 7:­
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Leundasielalahlall.

Las condiciones se describen en la sección Materiales y Métodos.
Los simbolos más y menos indican la intensidad de la inmuno­
reacción: +++, ++, +, y -, reacciones fuerte, media, débil y
negativa, respectivamente (ver 2.3.2.). El númerode muestras de
suero utilizado está indicado para cada uno de los Grupos.

*ECCh: Individuos con Enfermedad cardiaca de Chagas crónica;
ITsC: individuos infectados crónicos sin evidencias clínicas de
daño cardiaco; NI: individuos normales; CIC: pacientes con car­
diomiopatia idiopática congestiva; Y ILb: individuos infectados
por Leishmania sp.
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3. ¿L2, ¿L1 1 lLAQ: Nueve de 15 sueros ECChreaccionaron fuer­
temente con JL9: 8 de 15 lo hicieron con JL43 y solo 3 de 15
con JLl. Ningun suero de ITsC reaccionó con estos clones. Si
bien sólo los sueros ECCh reaccionan con estos clones. la
correlacion entre reactividad y ECChno alcanza significación
estadistica.

4. ¿L1 1 ¿Lflz Todos los sueros chagásicos ( ECCh+ ITsC) reaccio­
naron fuertemente con JL7 y aproximadamente la mitad lo hizo
con JL8. Dado que los sueros de ILb (Leishmaniasis) no reac­
cionan con estos clones, la reactividad anti-JL7 parece ser
especifica de la infección por T. crusi.

3.3.4. Determinación cuantitativa de los titulos de
anticuerpos hacia las proteinas de fusión por ELISA

Los resultados de la sección anterior sugieren que alguno de los
antígenos clonados como JL5 y JL9 podrían proporcionar informa­
ción acerca del estado clinico de individuos infectados por
T. crusi. Sin embargo el inmunoensayodesarrollado presenta limi­
taciones metodológicas en vista de posibles aplicaciones clini­
cas: l) El metodo es semicuantitativo; para poder demostrar dife­
rencias entre las reactividades inmunológicas de uno y otro grupo
de pacientes, estas deben ser cuantificadas. 2) El ensayo con fa­
gos recombinantes requiere para su realización capacitación téc­
nica que no es comúnen los laboratorios de serología de rutina.

Para resolver estos inconvenientes, se trató de reproducir las
condiciones del inmunoensavode placas de lisis en un sistema de
ELISAsin tener que purificar las proteínas recombinantes. Se
pensó en obtener las proteinas de fusión prodUCidasen las placas
de lisis v utilizarlas comosustrato del ELISA.Para verificar la
integridad de estas proteinas recombinantes v la especificidad de

-163­



Resultados

Western blotde extractos crudos obtenidos a partir de playas de
lisis de fagos recombinantes: Los extractos fueron separados
electroforétioamente en geles de gradiente 7.5%-15%PAGE-SDSy
electrotransferidos a nitrocelulosa. La nitrooelulosa fue in­
cubada con una dilución 1:1000 del suero MS (Enfermedad cardiaca
de Chagas) con el agregado de 10%de lisado de E. coli RY 1089­
Lys. Las IgGs unidas fueron detectadas con el sistema biotina­
avidina-peroxidase system: m: B-galactosidasa preteñida con azul
de Coomasie (116 KD), calles 1, 2, 3, 4 extractos crudos ob­
tenidos de los fagos recombinantes J 9, JL7, JL8 and JL5 respec­
tivamente; calle 5: extracto obtenido de thll no—recombinante.
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la reacción inmunológica, extractos crudos obtenidos de placas de
lisis fueron separados electroforéticamente y transferidos a
nitrocelulosa; e incubadas con el suero MS(ECCh)Figura 17.
Para evitar la reacción de los anticuerpos del suero con antí­
genos bacterianos y de thll se le agregó a la mezcla de incuba­
ción lisado de E. coli RY1089 lisogénica. En 1a figura 17 se ve
que las proteinas de fusion de las placas de lisis no están
degradadas; ademas, estas proteínas de fusión fueron especí­
ficamente reconocidas por los anticuerpos del suero. Se comprobó
asi que la incubacion en presencia de lisado bacteriano resulta
eficaz para anular el ruido de fondo. Para adaptar el inmuno­
ensayo de fagos a la metodologia de ELISA, se adsorben a las
paredes de placas de polipropileno los extractos crudos obtenidos
de las placas de lisis. Las placas así sensibilizadas se incuba­
ron con los distintos sueros en presencia de 10%v/v de lisado.
Luego de lavar el exceso, las IgGs específicamente unidas a los
antígenos recombinantes fueron detectadas anti-IgG conjugado a
peroxidasa. La diferencia fundamental con el ensayo anterior
estriba en que la reacción con un sustrato de la peroxidasa rinde
un producto coloreado que puede dosarse.

Se compararonlos títulos de anticuerpos circulantes anti-protei­
nas de fusión de ECCh(N=15) con el de ITsC (N:8). Se utilizaron
los mismosgrupos de sueros controles que en el caso anterior. La
Figura 18 y la Tabla VII muestra que los titulos anti-JL5 y anti­
JL9 son significativamente mayores para los sueros de ECCh com­
parados con los ITsC (P<0.005). Se consideró un suero como fuer­
temente reactivo hacia un antígeno determinado cuando la D.0. 490
nm del ELISA excedió en por lo menos 10 veces la D.0. 490 nm pro­
medio obtenida con los sueros normales. Asi, para cada recombi­
nante se tiene que (Figura 18): catorce de los quince sueros de
ECChreaccionaron fuertemente con JL5 mientras que solo uno de 8
ITsC lo hizo indicando una correlación significativa entre altos
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Eignza_18_:.
Reactividad de los anticuerpos medida por ELISA hacia las
proteinas de fusión B-galobtenidas de las playas de lisis de
fagos recombinantes thll. (o) Suero de pacientes con Enfermedad
cardiaca de Chagas crónica (N=15);(o) Suero de infectados con T.
cruzi sin evidencias clinicas de compromisocardiaco. Los sueros
fueron diluidos 1 1000 con un 10% de lisado de E. coli RY 1089­
Lys. La D.O. 490 nm representa la D.O luego de la sustracción de
la reactividad con B-gal obtenida de placas de lisis de thll no
recombinante. Las barras representan valores promedio.
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TABLAVII.Nivelesdeanticuerposhacialosantiaenosrecombinantesyhaciahomogenato

totaldeT.crusjensuerodepacienteschaqásicoeyqruposcontroles.

A490l

Gruposde Pacientes(n)JL5JL9JL?JLBJLl72cruzj ECCh2(15)860i339489i285965i497332i302254i200354+50 IT6C3(8)220i103145i96767i394342i309120i95254i83 CIdC‘(7)38i2517i1227i1618i1525i1728i13 ILb5(7)42i1334i2043i

CV
Cal

35i1434i1085i35

N13(23)33i1129i935i

09
v-i

38i824i1022112

1A490x103luegodelasustracciondelareactividadconextractodeLgtllno­
recombinante.mediaidesviaciónestandard.2ECChc.EnfermedadcardiacadeChagasCrónica3ITSC,Infectadoscon72crusisinevidenciasclinicasdecompromisocardiaco4 CIdC,cardiopatíaidiopáticacongestiva5ILb.InfectadoeconLeishmaniabrasiliensisbrasiliensis3NI.individuosnormalesnoinfectados.
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titulos anti-JL5 y la ECCh. Nueve de 15 sueros de ECChy 1 de 8
sueros ITsC reaccionaron fuertemente con JL9. Sin embargo. el ni­
vel de correlación entre altos titulos anti-JL9 y la cardiopatía
no alcanzó significaciuón estadistica. Lo mismoocurrió con JLl
que reaccionó con solo 3 de 15 sueros ECCh. Por otra parte los
sueros de ECChy los de ITsC mostraron un nivel similar de reac­
tividad con JL7 y JLS Todos los sueros de individuos infectados
con T. crusi (ECCh+ITsC) reaccionaron con JL7 y aproximadamente
la mitad de ECChy de ITsC lo hicieron con JL8. Ningun suero de
los grupos controles reaccionó con los antígenos recombinantes.
Tanto los sueros ECChcomolos ITsC presentaron r alta reactivi­
dad C0" extractos de F. crusj. Además, debido probablemente a
reactividad cruzada entre antígenos comunes a los Tripanosoma­
tidos, pudo observarse un cierto nivel de reactividad anti-T.
crusi en los sueros de individuos con Leishmaniasis (ILbb) (Tabla
VII).

3.3.5. Comparaciónde la reactividad de los sueros con los
antígenos clonados y los hallazgos clínicos en pacien­
tes chagásicos.

En la Tabla VIII se muestran los hallazgos clinicos cardiológicos
y los titulos de anticuerpos hacia las proteinas recombinantes
obtenidos por ELISAde cinco pacientes ECCh y cuatro ITsC. Se
observa que la fuerte reactividad con JL5 y JL9 se correlaciona
con los hallazgos clínicos característicos de la enfermedad
cardíaca de Chagas. Una fuerte reactividad hacia JL7 y JLS fue
observada en todos los infectados con T. crusi tuvieran o no sin­
tomas de ECCh. Por lo tanto. el perfil de reactividad hacia el
panel de antígenos clonados podría proveer información tanto
acerca de la infección con T. crusj comodel estado clinico del
paciente.
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TABLAïIEÏ. Eaííaagos clinicos 7 titulo de anticuerpos hacia los antígenos recolbinantes de ï, cruzi en

pacientes cnagásicos con y sin cardiopatía.

Hallazgos clinicos A4307

Paciente Edad Sexo CF ¡C51 H-3E3 ICT‘ FE5 TA‘ JL5 JL9 JL? JL8 JLl

¡CCE!

JL 23 H EV 2383 4 33A HD 0.62 0.13 ND ° liií lil lfiifl íífl iii

Si 30 H III BCBDo EBA HD 0.55 0.27 ND 121 276 lfiai ini 100

EV. A?

EX 23 F 1 BCRD+ ¡Shi HD 0.47 HD HÜ lll: ¿El lZlí 151 :1;

El BAïC + El HD 0.50 6.50. ND "7 " 7 Lflll 121 no

EZ 23 H I BCRi + El HD 0.45 0.48 HÜ 521 ¿al 1122 ill
25557

ITsC’

Ii 41 H Horaal Hornal 0.47 ND (-1 265 206 Laia fififi 'o2

IX 55 Í l Norlal Norlal 0.45 HD Í-l 128 156 635 ¿22 25

íï 37 H Horlal fioraal 0.47 HD (-l 167 15 lil 45 ¿Ü

IZ 30 H í Sornai Horlal 0.43 HD l-l 2GB 17 612 42 15

l FC. Clase funcional (NYHA).1BCRD,bloqueo coapleto de rana derecha: EBA. Helibloqueo anterior; El. Ex­

trasistoles ventriculares AP. alteraciones en la repolarizacíón ; BAVC,bloqueo auriculo ventricular conpleto;
ZdAïB, Bloqueo auriculo ventricular de segundo grado 3 H-Bí, Ecocardiograaa en lodo l y B. 4 ICT. Indice cardio
toráxico. 5 Fracción de eyección del ventrículo izquierdo en reposo ledida con Tc 99'. l TA, Test de Ajlalina.
7 ¿uso 1 103 luego de la sustracción de la reactividad hacia lgtll no reconbinante. Los valores de A490sub­
rayados son para cada antígeno recoabinante. aquellos que superan 10 veces el valor de la A190obtenida con
sueros nornales (Tabla 7). 5 íCCh. Enfernedad cardíaca de Chagas. 3 ITsC. infectados con T. cruai sin evidencias
clinicas de coaproaíso cardíaco.
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3.3.6. Capacidad diagnóstica de] ensayo.

Para realizar una evaluación de la capacidad diagnóstica del
ELISAse realizó una experiencia de doble ciego con suero de 23
individuos de los cuales 5 eran sueros controles, y 18 sueros de

pacientes chagásicos. Para clasificar los sueros en chagásicos y
no-chagásicos se utilizó el criterio de reactividad hacia los
antígenos recombinantes JL7 y JL8: Diecisiete de los 23 sueros
reaccionaron fuertemente con JL7 y resultaron ser de individuos
chagásicos. Seis sueros de los 23 no reaccionaron con JL7, de
estos. cinco eran de individuos controles y el restante resultó
ser chagásico. La reactividsad hacia JL8 fue detectada en 9 de
los 23 sueros, los 9 correspondían a individuos chagásicos. Por
lo tanto 22 de los 23 sueros (96% pudieron ser clasificados
siguiendo el criterio de reactividad anti-JL7 y —JL8.El único
suero que no pudo ser clasificado fue el un infectado con T.
cruzi con bajo nivel de reactividad con anti-T. crusi. Para cla­
sificar los 18 individuos chagásicos en los grupos ECCho ITsC se
recurrió al criterio que correlaciona fuerte reactividad anti-JLS
y —JL9con el daño cardíaco en individuos infectados por T.cruzi.
Once de los 18 sueros reaccionaron fuertemente con JL5. de los
cuales, diez correspondían a pacientes con ECChy sólo uno con
alto título anti-JLS correspondía a un ITsC. Siete de 18 sueros
mostraron baja reactividad con JL5: de estos. cinco eran del gru­
po de ITsC y sólo 2 correspondían a pacientes ECCh. En el caso de
JL9. 8 de los 18 sueros reaccionaron fuertemente y todos corres­
pondieron a pacientes ECCh. En suma, 15 de 18 sueros chagásicos
presentaron títulos anti-JLS y JL9 que permitieron una clasifi­
cación de los dadores de acuerdo a su estado clínico.
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3.3.8. Comparación del método de ELISA y el inmunoensayo de
fagos.

Comparando los datos de la figura 16 con los de la tabla VIII se
ve que la reactividad observada en el inmunoensayo de placas de
fagos se correlaciona con el título medido por ELISA. Los sueros
JL. ACy PG que reaccionan fuertemnte con el clon JL5 (fig 16)
presentan altos títulos en el ELISAcon JL5, y los sueros GMy EG
que reaccionan muydébilmente con JL5 presentan títulos bajos en
ELISA. Para el clon JL7 se observa que todos los sueros chagá­
sicos reaccionan fuertemene en el inmunoensayo de fagos y presen­
tan altos titulos medidos por ELISA.Esta tendencia pudo verifi­
carse en la mayoria de sueros analizados. De esta forma quedaría
demostrado que. en el inmunoensayo de fagos, la reactividad de
los sueros hacia un antígeno recombinante es representativa del
título de IgGanti-proteina de fusión.
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3.4. CARACTERIZACION GENETICA DE LOS CLONES

La caracterizacion genética de los determinantes antigénicos
clonados se realizó siguiendo las siguientes etapas:

I. Caracterización de los ARNmensajeros que codifican
los epitopes clonados por la técnica de Northern Blot

II. Estudio de la organización genetica por Southern Blot.

III. Secuenciación de los ADNcclonados.

IV. Deducción de la secuencia aminoacidica a partir de la
secuencia nucleotidica y comparacion con las secuencias
presentes en bancos de datos de proteinas.

El primer paso para llevar a cabo este trabajo fue obtener los
insertos de ADNc a partir de los ADNde los fagos recombiantes
por digestión con EcoRI. Los insertos se subclonaron en el vector
M13mp18.Los subclones en M13se utilizaron para la obtención de
sondas monocatenarias para la hibridación de los NOrthern y
Southern blot, y para secuenciar los ADNc por el método de los
dideoxinucleótidos.

3.4.1. Determinación del tamaño de los insertos

El ADNde los fagos recombinantes se preparó en gran escala, se
digirió con EcoRI y se marco con ATP-P32 por acción de la ADN
polimerasa Klenow. La comparación de la mobilidad electroforética
de los insertos con marcadores de peso molecular permitio evaluar
su tamaño. el que fue en todos los casos confirmado por secuen­
ciación (ver 3 4.4.). El tamaño del ADNcdel clon JL52, que per
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ea

Eigura_l&¿
Nbrthern blot de ARNtotal de T. cruzi: El ARN total de

epimastigotes se corrió en geles de 1,5%de agarosa/formaldehido
y se transfirío a Gene Screen Plus, y se hibridizó con las
siguientes sondas derivadas de los subclones en M13mp18.
(A) calle 1: JL5, calle 2: JL4
(B): calle 1: JL53, calle 2: JL7 y calle 3: JL9.
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dió uno de los sitios EcoRI durante su Clonado fue deducido del
tamaño del fragmento KpnI-SacI (Huynh et 31.. 1985) de JL52. tras
su comparación con el del fago thll no recombinante.

3.4.22Caracterización de los ARNmensajeros que codifican para
los antígenos clonadosEl ARN total de T. crusi fue obtenido por.
la técnica del Clorurode Guanidinio,y corrido en geles de
formaldehído y transferido a membranasde nylon. Los northern
blot fueron hibridizados con las sondas radiactivas
monocatenarias.

El análisis de Northern blot (Figura 19) indica que los ARN men­
sajeros que codifican para la proteína de 25 kd (JLl) tienen un
tamaño de 2.2 kb. mientras que los que hibridan con la sonda JL5
muestran una banda ancha de 0.7 kb y otra de 1,3 kb.

El ARNmensajero detectado por el inserto JL? posee un tamaño de
aproximadamente 8,5 kb, el detectado por el inserto JL9 8 kb y

finalmente el inserto de JLS detectaria dos mensajeros distintos
uno de 6.5 kb y otro de 7.5 kb.

3.4.3. Southern blots

Sondas semejantes a las utilizadas en los Northern blots fueron
utilizadas para hibridizar Southern Blots de ADNde T. cruzi di­
gerido con distintas enzimas de restricción. En la figura 20 se
muestran los resultados para los clones JLl. JL5, JLB, JL7, y
JL9.

Las sondas JLl, JL7, JLS y JL9, en el caso de ADNgenómico cor­
tado con enzimas que no poseen sitios dentro del ADNcclonado
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Southern blot de ADNgenómico de T. oruaj: El ADNse digirió con
las siguientes enzimas de restricción EzEcoRI, P=PstI, H=Hind
III, BzBamHI,K=KpnI, se corrió en un gel 1%agarosa, se trans­
firió a una membranade nylon. Se hibridizó con las sondas de los
clones (A), JLB; (B) JL9; (C) JL7; (D) JL5, (E) JLl y se autor­
radiografió con pantalla intensificadora.
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reaccionan con una o dos bandas de alto peso molecular indicando
que se trataría de genes únicos. En cambio la sonda JL5 hibridiza
con cuatro bandas. indicando que el fragmento JL5 se halla repre­
sentado cuatro veces en el genomade T. crusi con entornos géni­
cos distintos: Con Pst I, enzima que corta el ADNcde JL5. se
obtienen menosbandas de las esperadas indicando que este sitio
interno de JL5 podría no estar conservado en todos los genes
homólogos (A. Schijman. comunicación personal).

Cuando el ADNgenómico de T. crusi parcialmente digerido con Hind
III. enzima que poseee un sitio de corte dentro del ADNcde JL7.
Y se hibridiza con la sonda JL7 se verifica que todas las bandas
obtenidas son multiplos de 200 pb ( bandas a 200. 400¡ 600, 800,
1000 pb ). Este tipo de resultado está de acuerdo con la existen­
cia de repeticiones de aproximadamente 200 pb. en el gen JL7.

3.4.4. Secuenciación de los ADNcclonados y comparación de
secuencias

Los insertos subclonados en M13mp18 fueron secuenciados por la
técnica de Sanger. Los ADNc de JLT y JL9 se secuenciaron utili­
zando geles de tres depósitos, y las ambiguedadesfueron resuel­
tas secuenciando con dITP. Las secuencias se muestran en la Figu­
ra 21. Todas presentan marcos abiertos de lectura que continúan
el de la B-galactosidasa (ver páginas siguientes). El tamaño ‘de
los marcos de lectura, alguno de los cuales continúan en el -ex­
tremo 5' del gen B-gal de thll, se correlaciona en todos los
casos con el tamaño de la proteína de fusión (Tabla IX).

La secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia de los ADNc
también se muestra en la Figura 21. JLl presenta una secuencia
rica en lisinas que no tiene homologias con otras proteinas cono­
cidas.
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TABLAIX: Tamaño de los ADNcsclonados, marcos abiertOS de lec­
tura y peso molecular de los polipéptidos expresados
comoproteinas de fusión.

CLON ADNC (pb) M.L.A.” PM PF. B-gal *

Teóricoa Experimental

JLl 162 162(—B) 122 KD 123 KD

JL5 198 105(nc) 118 KD 119 KD

JL7 744 744(nc) 141 KD 140 KD

JLB 351 351(nc) 127 KD 130 KD

JL9 663 663(nc) 138 KD 138 KD

8 MLA:Tamañodel marco de lectura abierto del inserto que con­

tinua al de la B-gal. (—B) indica que el marco de lectura del

ADNces continuado por el de la B-galactosidasa. es decir que el

extremo C-terminal de estas proteínas de fusión corresponde al de

la B-gal: (no) significa que el marco de lectura abierto no se

continúa con el de la B-gal, el extremo C-terminal corresponde al

extremo C-terminal del péptido codificado por el ADNc(JL5), o a

otro marco de lectura dentro del extremo 3' del gen lacZ. * Peso
molecular de la proteína de fusión B-galactosidasa-péptido

codificado por el ADNc.C El peso molecular teórico se calcula

,considerando que el sitio EcoRIde lgtll se encuentra 53 pb

antes del codón stop de la B-galactosidasa (Huvnhet 31.. 1985):

Para marcos de lectura (-B): 114 KD + MLA/3 X 0.l1 KD + 2 KD.

Para marcos de lectura (n.c.): 114 KD+ HLA/3 X 0.11 KD. 177
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*
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*
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ngn_JL1

10 20
* *

4030
* x

50
*

GAA TTC CCG CGC AGG AAC GCG AGG GAG ATC GCT GCG CTT GAG GAG AGC ATG AAT GCC
E F E R R H A .R _JL._l__JL__JL__1L__E___E__JL__JL__H___A

70 80 90 100 110
* * * * *

CTT GCT GAC CGC GAG TTC CTC GAC CAG
E L A B E KL, KL LLC A D R E F, L4, D, Q

130 140 150 160 170
* * * * *

CCG CTC GAC GAC GAC AGC GAC TTT GTT
K P, E G V P L R E L P L D D D S LLDL E, V

180 190 200 210 220
* 1k * * *

GCG ATG GAG CAG GAG CGC AGG CAA CTG CTC GAG AAG GAC CCG CGC AGG AAC GCG AAG
A fl, E Q, E R R Q L474L, E K D P R R N A K

230 240 250 260 270 280
* * * * *

GAG ATC GCT GCG CTT GAG GAG AGC ATG AAT GCC CGC GCA CAG GAG CTG GCA CGC GAG
E I A A L E E S M N A R A Q E L A R E

290 300 310 320 330 340
* * * * * *

AAG AAG CTT GCT GAC CGC GCG TTC CTC GAC CAG AAG CCG GAG GGC GTG CCG CTG CGA
K K L A D R A F L D Q K P E G V P L R

350 360 370 380 390
* * * * *

GAG CTG CCG CTC GAC GAC GAC AGC GAC TTT GTT GCG ATG GAG CAG GAG CGC AGG CAA
E L P L D D D S D F V A M E Q E R R Q

400 410 420 430 440 450
x * x * . * x
CTG CTC GAG AAG CAG CCG CGC AGG AAG GCG AAG GAG ATC GCT GCG CTT GAG GAG AGC

L L E K Q P R R K A K E I A A L E E S

460 470 480 490 500 510
* * * x * *

ATG AAT GCC CGC GCA CAG GAG CTG GCA CGC GAG AAG AAG CTT GCT GAC CGC GCG TTC
M N A R A Q E L A R E K K L A D R A F

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

i­
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520 530 540 550 560 570
* * * * * *

CTC GAC CAG AAG CCG GAG GGC GTG CCG CTG CGA GAG'CTG CCG CTC GAC GAC GAC AGC
L D Q K P E G V P L R E L P L D D D S

580 590 600 610 620
JK * *. * *

GAC TTT GTT GCG ATG GAG CAG GAG CGC AGG CAA CTG CTC GAG AAG GAC CCG CGC AGG
D F V A M E Q E R R Q L L E K D P R R

630 640 650 660 670 680
ik X* * * *

AAC GCG AAG GAG ATC GCT GCG CTT GAG GAG AGC ATG AAT GCC CGC GCA CAG GAG CTG
N A K E I A A L E E S M N A R A Q E L

690 700 710 720 730 740
I * * * * * 1k

GCA CGC GAG AAG AAG TTT GCC GAC CGC GCG TTC CTC GAC CAG AAG CCG GAG GGC GTG
A R E K K F A D R A F L D Q K P E G V

750
*

CCG CTG GCA GGG AAT TC
P L A G N

10 20 30 40 50
* ** * *

GAA TTC CAG GCA GCT GAG GCC ACG AAG GTT GCT GAA GCA GAG AAG CAG AAG GCA GCT
E F Q A A E A 41 KC AY A ¿E A E K 45L4,Jl A A

60 70 80 90 100 110
* * * *ik *

GAG GCC ACC AAG GCC GTG GAG ACG GAG AAG CGT AAG GCA GCT GAG GCC ACG AAG GTT
E A T K A V E T E K R K A A E A T K V

120 130 140 150 160 170
¡k * * * *

GCT GAA GCG GAG AAG CAG AGG GCA GCT GAG GCT ACG AAG GTT GCT GAA GCG GAG AAG
A E A E K Q R A A E A T K V A E A E K

180 190 200 210 220
* * * JK *

CAG AGG GCA GCT GAG GCC ACG AAG GTT GCT GAA GCA GAG AAG CAG AGG GCA GCT GAA
Q R A A E A T K V A E A E K Q R A A E
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230 240 250 260 270 280
x * * ' ** *

GCC ACC AAG GCC GTG GAG ACG GAG AAG CGT AAG GCT GCT GAG GCC ACG AAG GTT GCT
A T K A V E T E K R K A A E A T K V A

290 300 31o 320 330 34o
* IK Jl Jl: 1k 1k

l GAA GCG GAG AAG CAG AAG GCA GCT GAG GCC GCG AAG GTT- GCT GAA GCG GAG AAG CAGEAEKQKAAEAAKVAEAEKQ
I 350 360* *

GTT CAG CGC GTT CAC GGG AAT TC

l v Q R v H G N

| F

CMB...

10 20 30 40 50
* * * x *

GAA TTC CCC TTG CCG CAG GAA GAG GAA GAG GAT GTG GGG CCG CGC CAC GTT GAT CCC
E P L ¿1 E, E E, E, D V G ' H, V D P

60 70 80 90 100 110
1k Ik * Jl! * *

GAC CAC TTC CGC TCG ACG ACT CAG GAC GCG TAC AGG CCC GTT GAT CCC TCG GCG TAC
D H F S T, T, Q D A Y R P V D P S A X

120 130 140 150 160 170
1K X * JK * *

AAG CGC GCC TTG CCG CAG GAA GAG CAA GAG GAT GTG GGG CCG-CGC CAC GTT GAT CCC

_|L_K.__B_ A L P Q E E Q E D V G P R H V D P

180 190 200 210 220
* * X * *

'GAC CAC TTC CGC TCG ACG ACT CAG GAC GCG TAC AGG CCC GTT GAT CCC TCG GCG TAC
H F R S T T Q D A Y R P V D P S A YD

l 230 240 250 260 270 280
* * ¡k JK * *

AAG CGC GCC TTG CCG CAG GAA GAG GAA GAG GAT GTG GGG CCG CGC CAC GTT GAT CCC
K R A L P Q E E E E D V G P R H V D P

290 300 310 320 330 340
* * * * * *

GAC CAC TTC CGC TCG ACG ACT CAG GAC GCG TAC AGG CCC GTT GAT CCC TCG GCG TAC
D H F R S T T Q D A Y R P V D P S A Y
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350
*

AAG CGC GCC TTG
K R A L

400 410
* x
GAC CAC TTC CGC

D H F R

460
2k

AAG CGC GCC TTG
K R A L

520
*

GAC CAC TTC CGC
D H F R

580t
AAG CGC GCC TTG

K R A L

C T C CGC
R

T
F

CCG
P

TCG

47D
*

CCG
P

640
¡t

S

360
*

CAG GAA GAG GAA GAG GAT GTG GGG CCG CGC

Q E

420
JK * *

ACG ACT CAG GAC GCG TAC AGG CCC GTT GAT
T T

* *
CAG GAA GAG CAA GAG GAT GTG GGG CCG CGC

ACG ACT CAG GAC GCG TAC AGG CCC GTT GAT
D.

Q E

530
3k

T T

590
*

CAG GAA GAG GAA GAG GAT GTG GGG CCG CGC
Q E

T

E

Q

480
*

E

Q

E

650
3k

U,

E

D

Q

540

E

*

370

E D

430

A

E

A

600
4:

.1.

Y

490

D

Y

D

660
*

TCG ACG ACT CAG GAC GCG TAC AGG CCC GTT GGG
R P V G

Lexenda_a__la_iignza__21¿ Secuencias
aminoacidicas codificadas por
JL7. JL8 y JL9.

repetitiva de
traducción.

para los
aminoácidos.

Las letras en
pertenecientes al polylinker EcoRI.
subrayadas indican

los ADNc de
negrita indican los

(@)

L
clones JL7,

Codones de

Resultados

380 390
* *

CAC GTT GAT CCC
V G P R H V D P

440 450
*

CCC TCG GCG TAC
R P V D P S A Y

500 510
x

CAC GTT GAT CCC
V G P R H V D P

550 560 570
* 1k 4K

CCC TCG GCG TAC
R P V D P S A Y

610 620
1: _ *

CAC GTT GAT CCC
V G P R H V D P

670
*

AAT TC
N

nucleotidicas y secuencias
los clones JL1. JL5,

nucleótidos
as secuencias en negrita y

JLS y JL9 una unidad
terminación de la

-182—



Resultados

"s — í,¿.5-q__ ,< —... _‘_,-l. ..“ - -‘- - ­
\-I_ .—.__-__ '- ".4\ —_d . ' "‘ ' "h.0\ ' fid- - ­

< 1N‘... —-— «-O fi
\ fl -——‘— 4 ' y w ­ü au.- -'__ - ' r
\ _‘—-. =.__ E -.q-._ Í_ a‘* m _—-“_ _ ap:\ ' — “‘- N.

V _ ‘ *\“ s'- -— y­\ -—--",* fi.
l L 2 ‘

\ -—--— ­-4
n. ND‘ - .­_ .o­

K .... _ -_ —
nfi‘. ­

‘ _ - -— una“.

_ v _ _ v Q.. ‘- _ - ..
. .- —— __ _

_ _ L ,
1 . ­
4_ ' 4 ’I..v- w

.. —"'.
\._‘ - _ ‘ y u

u..-—-—l. -1. """
— . - , __ ._..¿

e n‘- I _Í _-...< ;—.
-mm - - ‘ o -w_‘ut‘ ‘- ' '-.
s; ““ N, —-_ __«_?:‘r"‘I‘

._.. N
_M_V .—-—.‘ — 23-. A

a _-.— '

ApéniicaLWQiiWM
Autorradiografia de un gel de secuenciación del subclon de JL7-71
donde puede leerse la secuencia que codifica para una repetición
de aminoácidos. El ADNSS fue secuenciado por el metodo de los
dideoxinucleótidos. corrido en geles 6.6% desnaturalizantes,
fijado y expuestoi Orden de siembra 2do depósito: CATGACGT,1er
depósito ACGT, 3er depósito ACGTGATC. ’
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Autorradiografia de un gel de secuenciación de los subclones de
JLB —13y 09 donde puede leerse la secuencia que codifica para
las repeticiones de aminoácidos y la secuencia complementaria. El
ADNSS fue secuenciado por el metodo de los dideoxinucleótidos.
corrido en geles 6.6%desnaturalizantes, fijado y expuesto. Orden
de siembra 2do depósito ¿LB-13: AGACGT 1er depósito JL8-13

‘ ACGT, 1er depósito JL8-09 ACGT, 2do depósito JL8-09 ACGTGAT‘
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Autorradiografia de un gel de secuenciación de los subclones de
JL9 —26y 31 donde puede leerse la secuencia que codifica para
las repeticiones de aminoácidos y la secuencia complementaria. El
ADNSS fue secuenciado por el metodo de los dideoxinucleótidos.
corrido en geles 6.6%desnaturalizantes, fijado y expuesto. Orden
de siembra ACGT(4 depósitos centrales) 1er depósito JL9-26, 2do
depósito JL9-26, 1er depósito JL9-31. 2do depósito JL9-31.
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Los clones JL7. JL8 y JL9 contienen secuencias repetitivas de ADN
(Fig. 21). JL7 esta formado por repeticiones de 204 pb (88 amino­
ácidos). JL8 contiene repeticiones de 42 pb (14 aminoácidos) y
JL9 repeticiones de 114 pb (38 aminoácidos). Estas secuencias
presentan homologia con las secuencias genómicas del clon Miranda
76 de T.crusi informadas por Ibañez et al. (1988). Las mayores
diferencias se observan para el clon JL8. que presenta 8 repeti­
ciones de 14 aa. seis son homólogas a las secuencias publicadas
por Ibañez et al., mientras que las dos restantes difieren en 5
residuos aminoacidicos.

3.4.5. Homología entre la secuencia aminoacídica de JL9 y
una proteina de T. brucei asociada a microtúbulos

La secuencia aminoacidica de JL9 presenta 55%de homolozia con
una proteína de TTyDanosomabrucei asociada a microtúbulos (MAP)
(Schneider et 31.. 1988) (Figura 22). Al igual que JL9. esta
proteina está formada por repeticiones de 38 aminoácidos. Si bien
el peso molecular de la MAPde Trypanosoma brucej es de aprox.
340 KD.esta proteina es fácilmente proteolizable originando
fragmentos de 40 KD. Este es el peso molecular que corresponde a
la proteina de T. crusi que reaccionó con anticuerpos anti-JL9
(ver 3.2.2.).

3.4.6. Homología entre la secuencia aminoacídíca de JL8 y
el antígeno S de Plasmodium falciparum.

La secuencia de JL8 presenta homologia con la region "variable"
del antígeno S de la cepa NF-7 de Püasmodiumfalciparum (Saint et
al. 1985) (Figura 23). Las repeticiones del antígeno S son de 8
aminoácidos. mientras que las de JL8 son de 14 aminoácidos, pero
si se comparan dos repeticiones seguidas del antígeno S con una
repetición de JL8 se comprueba una homología del_62% (Ver Figura
23).
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T.cruzi T.brucei

SAYRKALPQEEEEDVGPRHVDPDHFRSTTQDAYRPVDP

xx+xxxxxxxxxxxx+x+xxx
SEYRQKRTVGEEVTTDMRHVDESHFLTTTHEAYKPIDP

¿71499 DGÉXI?

Higura_22; Comparaciónde1asecuenciaaminoacidicadeunarepeticióndelantígenoJL9 deT.crusiconladeunarepeticióndelaproteinadeT.bruceiasociadaa

1988).*aminoácidosidenticos,+

microxúbulos(Schneideret31., sustitucionesconservativas.



JL8,T.

fálcjparumGQDEAPKSDEAEALKSDEAEALKSDEAEARKSDEAEALKSDEAEARKSDEAEALKSDEAEALKSDEAEARKS­

********+***i+***+*******++*******++

arusiEFÚAAEATKVAEAEKQKA..AEATKAVETEKRKA..AEATKVAEAEKQRA..AEATKVAEAEKERA­

—DEAEALKSDEAEALKSDEAEARKSDEAEARKSDEAEARKSDEAEARKSDEA1

*******+*****1*+********+**

-..AEATKVAEAEKQRA..AEATKAVETEKRKA..AEATKVAEAEKQKAAEAAKVAEAEKQVQRVHGN1

S-Ant JL8

AEATKVAEAEKQKA

********+

EAEALKSDEAEARKSD

Eigura_.23_:_ Comparaciónde delantígenoSdePlasmodiunfalciparum. tivas:

1asecuenciaaminoacidicade]antígenoJL8deT.crusiconlaregiónrepetitiva

*aminoácidosidénticos.
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+sustituciones

JL8

conserva­
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enrecuadroinferiorsecomparaunarepeticiónconuntandemdos

repeticionesdelantígenoS.
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3.4.7. Predicción de la localización de determinantes
antigénicos secuenciales en los antígenos
repetitivos clonados.

A partir de las secuencias aminoacídicas de los antígenos clona­
dos se puede predecir la localización de determinantes antigéni­
cos secuenciales. Se utilizó el métodode Kite y Doolittle
(1982). Se obtuvieron las curvas que se muestran en las Figura 24
donde además, se indican las secuencias peptídicas con mayor
hidropatiá promedio. Estas serian las mejores candidatas para
definir los determinantes antigénicoe de cada repetición. Todos
los gráficos presentan un máximoclaramente definido por lo que'
la predicción resulta sencilla. Además,todas estas repeticiones
constituyen zonas hidrofílicas de las proteínas de T. crusi

Perfiles de hidropatía de los antígenos JL7, JL8 y JL9: Se
graficó la hidropatia calculada por el método de Kyte y Doolitle
(1982). para tractos de 5 aa (JLB y JL9) o 9 aa (JL7). La linea
punteada indica la zona de mayor hidropatia promedio y su secuen­
cia peptidica correspondiente. JL7: residuos 5 al 130: JLB:
residuos 3 al 119: JL9: residuos 3 al 130.
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3.4.7. Comparación de la secuencia de JL5 con la familia
de las proteínas ribosomales P

La secuencia aminoacídica deducida de la secuencia nucleotídica
del ADNcJL5 (Fig 21) muestra que el último codón antes del codón
de terminación TAAcodifica para aspártico, y que 27 bases mas
adelante se encuentra otro codón de terminación. En el extremo
3'se observa un tracto de 19 adeninas. Todo indica que el péptido
codificado por el ADNcJL5 corresponde al extremo carboxilo-ter­
minal (C-terminal) de una proteína del parasito. La comparación
de esta secuencia en el banco de datos de proteinas del Instituto
Pasteur, mostró que es homóloga a los extremos C-terminales de la

familia de proteínas ribosomales P o fosfoproteinas ribosomales

(Figura 25 A). Esta familia. que en E. coli se conocen como
L12/L7 esta constituida por tres proteinas: P0 de 38 Kb .Pl y P2
de alrededor de 15 KD. siendo P1 algo mas pesada que P2. Las tres
proteinas P comparten un determinante antigénico (Towbin et al.‘
1982) que se mapeó en el extremo C-terminal, y cuya secuencia
aminoacídica es comúna las tres proteinas (Elkon et 81.. 1986 )
y a todas las de proteínas ribosomales P eucarióticas.

En la Fig 25 A (ver la figura en el capItulo 3.5.1) la secuencia
aminoacídica de JL5 se compara con todas las secuencias de pro­
teinas P ribosomales eucarióticas. Se compruebaque JL5 presenta
tres características comunesal extremo C-terminal de las pro­
teínas ribosomales P: 1) una región rica en alaninas 2) una re­
gión acidica compuesta por tres aspárticos y cuatro glutámicos.
más corta que en las proteinas homólogas 3) El heptapéptido C­
terminal MGFGLFD.motivo consenso de las proteinas ribosomales P
(Liljas et 31., 1986). Todos estos datos coinciden con los demas
hallazgos moleculares e inmunológicos de manera que el péptido de
T. cruzi expresado en la proteina de fusión de JL5 queda perfec­
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tamente identificado: a-La secuencia nucleotidica que codifica
para el decapéptido C-terminal es casi idéntica a la de las pro­
teinas P humanas, b-Los ARNmensajeros que hibridizan con el ADNc
de JL5 son similares en tamaño a los mensajeros que codifican pa­
ra las proteinas PO (1.2 Kb) Pl y P2 (0.67 y 0.6 Kb) humanas
(Rich y Steitz, 1987). c-La caracterización inmunológica demostró
que los anticuerpos que reaccionan con JL5 definen determinantes
antigénicos de una proteína de T. crusi de 38 KDde peso molecu­
lar (ver 3.2.3 y Fig. 13) que coincide con el de la P0 humana.
Todas estas evidencias moleculares indican sin lugar a dudas que
el ADNcde JL5 codifica para el extremo C-terminal de una prote­
,1na ribosomal P de T. crusi.

3.4.8. La secuencia carboxiterminal de JL5 es altamente
homólogaal epitope definido por los autoanticuerpos
anti-P de Lupus eritematoso sistémico.

Estudios realizados en pacientes con Lupus eritematoso sistémico
(LES) demostraron la existencia de autoanticuerpos dirigidos con­
tra las proteinas ribosomales P (Elkon et. al. 1982). Estos anti­
cuerpos anti-P son clasificados dentro del grupo de los autoanti­
cuerpos anti-nucleares (ANA)(Tan et 31., 1988). Se demostró que
son marcadores especificos de Lupus. Entre 10 y 20%de- pacientes
LES los presentan y se encuentran asociados a patologías del SNC
(psicosis lúpica) (Bonfa et 31.. 1987). Estudios inmunoquimicos
demostraron que el epitope reconocido por los anticuerpos anti-P
está localizado en el extremo C-terminal de las proteinas riboso­
males P humanas (Elkon et 81., 1986). El mapeo antigénico fino
mostró que los anticuerpos anti-P reacionan con un epitope defi­
nido por los once aminoácidos C-terminales de las proteinas P
(Elkon et 31., 1988). La secuencia de este epitope,
(S/E)DDDMGFGLFD,es mas de 90% homóloga a la correspondiente de
JL5. Esto sugiere que la infección con T. crusi podria inducir la
producción de anticuerpos con una especificidad similar a los an­
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ticuerpos anti-P de Lupus. Para evaluar en forma preliminar esta
posibilidad se estudió la rectividad del clon JL5 con 4 sueros de
LES (ver Fig. 16. en el capitulo 3.3.3) y pudo comprobarse que
los 2 sueros de LESanti-P seropositivos reaccionaron con JL5.
Ante este resultado y teniendo en cuenta las evidencias de
fenómenos autoinmunes en Chagas, y su putativa relación con la
patología; y la correlacion entre altos titulos anti-JL5 y la
Enfermedad cardiaca de Chagas; resultaba de suma importancia
definir:

1- Si el epitope definido por los sueros lúpicos era seme­
jante al definido por los anticuerpos anti-JL5 de los
Chagásicos.

2- La relevancia en la reactividad inmunológica anti-JL5
de los anticuerpos dirigidos hacia el extremo C-termi­
nal de JL5 homólogo al epitope de lupus.

Para tratar de elucidar estas cuestiones se llevó a cabo el mapeo
antigénico de JL5 con sueros de Chagas y LES.

-195­



Resultados

3.5. MAPEO ANTIGENICO DE LA PROTÉÍNA P RIBOSOMAL JL5 de

T. cruzi CON ANTICUERPOS DE ENFERMOS DE CHAGAS Y DE

LUPUS

_Secomparó la estructura antigenica del péptido codificado por
el ADNcde JL5 con el epitope P definido por anticuerpos de LES.
La alta homologia del extremo C-terminal de JL5 con el epitope de
lupus y el resultado discutido en (3.4.8.) indicaba la posible
existencia de especificidades de anticuerpos anti-P comunes a
Lupus y Chagas; por lo que se intentó definirla.

3.5.1. Localización de determinantes antigenicos secuenciales
en JL5.

Las experiencias previas demuestran que la reactividad inmunoló­
gica anti-JL5 esta exclusivamente dirigida al péptido de T. crusi
codificado por el ADNc(ver 3.2.1. y 3.3.4); por lo tanto‘ es
correcto restringir el análisis de la reactividad inmunológicade
JL5 al peptido clonado.

Para localizar determinantes antigénicos secuenciales o lineales
en la proteína de fusión JL5 se utilizó el criterio que postula
que los epitopes deben estar localizados dentro de las porciones
más hidrofilicas de las moléculas proteicas (ver 1.5.). La figura
26 muestra el perfil de hidrofilicidad del péptido codificado por
el ADNcJL5, según Kyte y Doolittle (1982). Puede distinguirse
una zona hidrofóbica rica en alaninas y una zona hidrofilica en
el extremo C-terminal. En la Figura 25 se compara la secuencia
aminoacídica de JL5 con la de las regiones C-terminales de las
proteínas ribosomales P. Comopuede verse la zona hidrofilica es
la mas conservada en la evolución. y corresponde a los 13 aminoá­
cidos C-terminales de JL5. Esta secuencia C-terminal tiene mas de
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JL5 ASAPTAAMASGGMAE’AMA . . . . . . . . . . . EEEEDDDMGFGLFD
YPAl +G*S+*+P*++*+**+G+D**....EEKEEEAK**S**********
-ASRP12' +GVGA*P**+G++**TE*P**XEEKKEEKKEES****+********
ASRPH PT+GAP****G*+******E*KEAKKEEKKEES****+********
RLRPZ P++GAV*V+*+P*******++APAAAEE.KEES**KK*+*******
P2 V+VSA+P++*+P+*++AP***.EEKKDEKKEES**S**********
Pl *P*AG**P*+GP+P+TA**V*EEKKVEAKKEES**S**********
P0 V+*APV***T+++P**A**P*....KVEAKEES**S*+********

B.
CLR/12' Asalina E E E D E D M G F G L F DP1/P2 H.sapiens EEMMP0 H.sapiensEEMim
R-l3 T.cruzi EEEDDDMGFGLFD
R-lO T.cruzi DDDMGFGLFD
R-7 T.cruzí M G F G L F D

(A) Comparación de la secuencia aminoacidica de JL5 de T. crusi
y las secuencias carboxilo terminales de la familia de las
proteinas ribosomales P eucarioticas. Los intervalos fueron in­
troducidos para permitir las comparaciones entre secuencias
homólogas (lineas punteadas). YPAI:proteína ribosomal de Sac­
charomyces cerevisiae, desde el residuo 69;(Itoh , 1981) ASR12:
proteína eL12 de Artemis salina desde el residuo 67 (Amons et.
al. 1979);ASR12': proteina e112' de Artemis salina desde el
residuo 64; (Amonset. al. 1982));RLRP2: proteina ribosomal P2 de
higado de rata desde el residuo 68; (Lin et. al. 1981)); P2:
proteina ribosomal P2 humana desde el residuo 78 (Rich y Steitz
1987); P1: proteina ribosomal P1 humanadesde el residuo 74 (Rich
y Steitz 1987); P0: proteina ribosomal P0 humanadesde el residuo
275 (Rich y Steitz 1987). La homologia respecto a JL5 se indica
con un asterisco, las cruces indican sustituciones conservativas
de aminoacidos, T-S, D-E, A-S and A-G se consideran pares
homologos. (B) Comparación de la secuencia de los peptidos
sintéticos carboxilo-terminales de JL5 y los 13 residuos carboxi­
terminales de las proteínas P de Artemis y humanas, los residuos
subrayados definen 1a zona donde fue mapeado el epitope
reconocido por loa anticuerpos anti-P de LES(Elkon et. al.
1988).
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Amino Acid N9

Secuencia aminoacídica y perfil de hidropatia de la región car­
boxilo terminal de la proteina ribosomal P de Trypanosoma cruzi
codificada por el clon JL5. calculado según Kyte and Doolittle,
1982. El cálculo fue realizado con el programa HYDRPHIL(Van
Regenmortel y De Marcillac, 1988). La linea punteada corresponde
a la región hidrofílica carboxilo-terminal (residuos subrayados).
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un 90 %de homologia con la secuencia correspondiente de las pro­
teínas P humanas. Es en esta región precisamente donde se ha
localizado el epitope definido por los anticuerpos anti-P de LES
(Elkon et 31., 1988). Para verificar si esta región hidrofilica y
conservada de la proteina ribosomal P de T. cruzi esta involucra­
da en la reacción inmunológica con los anticuerpos anti-JL5 de
sueros chagásicos, se realizó la sintesis quimica de un péptido
que comprende los 13 residuos C-terminales de JL5 (R-13, Eig. 25
B); se comparó por ELISAla reactividad anti-JL5 v anti-R-13 de
sueros de pacientes chagásicos. Doce sueros de individuos con LES
(seis de ellos Anti-P+) fueron incluidos en el ensayo para compa­
rar la reactividad anti-P de individuos infectados y de enfermos
autoinmunes.

Tal como ilustran los resultados de la Tablas X y XI, y la Figura
27‘ las titulos de anticuerpos anti-JL5 y anti R-13 de ECCh son
significativamente mayores que los de los ITsC (P<0.005). Si bien
2 de los 15 ECCh con altos titulos anti-JL5 no reaccionaron con
el peptido (HIO y Hll. Tabla X) se obtuvo una buena correlación
entre títulos anti-JL5 y anti-R-13 (r=0.7; p<0,05). Todos estos
datos indican que R-13 define un determinante antigénico lineal
dentro de JL5. Los sueros de individuos sanos y de pacientes con
Cardiopatia idiopática congestiva no reaccionaron con JL5 ni con
R-lS. Sólo los sueros de individuos con LESanti-P seropositivos
reaccionaron con JL5 y con R-13, indicando que ambos péptidos de
T. crusi contienen secuencias que reaccionan con autoanticuerpos
dirigidos contra las proteinas P humanas.

3.5.2. Mapeoantigénico fino del determinante antigénico de
JL5 definido por el péptido R-13.

Conel objeto de estudiar y comparar la especificidad de los
anticuerpos anti-R-13 de Chagas y LES, se midió el titulo de
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Reactividad medida por ELISA de los anticuerpos hacia (A) R—13y
(B) Proteína de fusión JL5 B-gal. ChHD= ECCh: Suero de pacientes
con enfermedad cardiaca de Chagas crónica (N=15); IwHC = ITsC:
suero de individuos infectados con T. crusi sin evidencias
clínicas de daño cardiáco (N=8):SLE = LES: suero de pacientes
con lupus eritematoso sistémico (N=13) and NI: suero de in­
dividuos normales (N=23). Los sueros fueron diluidos 1:500. La D0
representa reactividad hacia el péptido o la proteina de fusión
luego de sustreaída la D0 obtenida hacia tyroglobulina o B­
galactosidasa. Las barras representan los promediosaritméticos.
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TABLAX. Reactividad medida por ELISAde los sueros de los diferentes
grupos de pacientes hacia los péptidos R-13, R-lO, R-7; proteína de
fusión JL5 y extractos de T. crusi.

JL5 R-13 R-lO R-7 T. cruzi

SuerosG D.O.& D.0. D.O. %* D.O. Z D.0.

NI*

media 22 10 7 9 27

CIC

media 57 30 28 25 69

ECChu

H1 752 357 144 40 120 36 412

H2 930 256 67 2 70 28 485

H3 1047 461 64 14 60 13 380

H4 604 307 205 70 169 56 372

H5 702 247 2 10 18 7 321

H6 498 237 25 11 24 10 357

H7 789 351 ND ND ND ND 388

H8 746 408 189 46 112 25 361

H9 531 192 21 11 18 9 345

H10 786 95 70 50 66 46 369

Hll 1080 45 27 40 31 46 417

H12 1049 204 55 27 50 25 421

HI3 330 240 118 49 108 47 270
HI4 1683 526 93 17 94 17 403

H15 1394 540 ND ND ND ND 342
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ITsCn
Il 294 63 48 77 54 86 344

I2 171 112 55 50 46 40 180

I3 137 36 27 77 21 60 173

I4 215 109 48 45 43 40 208

I5 88 73 21 28 ND ND 220

I6 265 91 73 80 75 83 180

I7 449 180 13 8 15 9 345

I8 686 405 109 27 84 20 390
LES‘

Sl 650 600 570 95 588 98 62

82 300 160 135 85 115 85 75

83 22 105 108 91 63 60 70

S4 556 260 163 63 156 60 35

S5 417 130 91 70 84 67 100

86 370 180 135 77 90 50 68

& La D.0. representa la absorbancia a 490 medida para cada péptido
acoplado a tiroglobulina luego de la substraccion de la absorbancia
del mismosuero con tiroglobulina libre de péptido.
9 Todos los sueros fueron diluidos 1:500.
5El porcentaje (%) representa (DOcon el peptido/DO con R-13) X 100.
+NIzindividuos normales (N=23).
CIC: pacientes con cardiopatía congestiva idiopática (N:7)
"ECCh: pacientes con enfermedad Cardíaca de Chagas crónica.
nITsC: Individuos infectados con
compromiso cardiaco\
*LES Sueros de pacientes con lupus eritematoso
seropositivos.

sistémico

T.crusi sin evidencias clínicas de

anti-P
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TABLAXI. Niveles de anticuerpos anti-JLS y R-13 en suero de
pacientes chagásicos.

A490 1

Antigeno P

ECCh2(N=15) ITsC3(N=8)

JL5 861,4 i 340,0 288.4 i 182,6 (0.01

R-13 297.7 i 149.6 133,6 i 110.0 <0.05

l. Media t desviación standard de la A490 x 103 luego de la sub­
stracción de la A490x 103 obtenida con B-gal de thll no
recombinante (JLS), o tiroglobulina bovina (R-13).

2. ECCh, Individuos con enfermedad cardíaca de Chagas crónica.
3. ITsC, individuos infectados con T. cruzi sin evidencias de com­

promiso cardiaco.
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Elan: 2
Perfiles de reactividad medida por ELISAde los anticuerpos hacia
los péptidos carboxilo terminales R-13, R-10 y R-7: (A) Suero de
ECCh (H1, H2, H3 & H4); (B) Suero de ITsC (Il. 12, IB & I4 ):
(C). Sueros de pacientes con LES (Sl & S4). Los sueros fueron
diluidos 1:500. La DO representa reactividad hacia el peptido
luego de la sustracción de la D0 hacia tiroglobulina libre de
peptido.
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anticuerpos contra péptidos sintéticos de los 7 (R-7), o los 10
(R-lO) residuos C-terminales de JL5 (ver Fig 25 B) en sueros de
ECCh, ITsC e individuos con LES Anti-P+. En la figura 28 y la Ta­
bla X se muestran los perfiles de reactividad hacia R-T. 3-10. y
R-13. Se observa que la reactividad de todos los sueros ECChcon
R-lO es significativamente menor que con R-13. Esto indica que
los tres residuos glu(E) son escenciales para la reactividad in­
munológica de R-13. Nohay diferencias significativas entre la
reactividad de R-7 y la de R-lO. Los titulos anti-R-lO y anti-R-7
en 6 de 13 sueros de ECCh (Sueros H1 y H4 Fig 28) indican la ex­
istencia de un epitope contenido dentro de los 7 residuos C­
terminales. Tres de los 6 sueros de individuos con LES anti-P
seropositivos mostraron un titulo similar hacia los tres péptidos
sintéticos. Los restantes mostraron un perfil de reactividad
hacia los péptidos similar al observado para ciertos ECCh(sueros
11 Y H4 Fig. 28 . La especificidad de la rectividad anti-R-lB fue
verificada mediante ensayos de inhibicion de la reaccion in­
munológica anti-R-13 con cantidades crecientes de los péptidos R­
7, R-lO y R-13. Comopuede verse en la figura 29 los resultados
obtenidos en el ensayo de inhibición concuerdan con los obtenidos
en la mediciones directas

3.5.3. Mapeoantigenico de JL5 con sueros de Chagas y LES.

Para estudiar la especificidad de los anticuerpos anti-JL5 de
Chagas y de Lupus. se estudió'la inhibición de la reacción inmu­
nológica de los anticuerpos anti-JL5 de Chagas y anti-P de LES
contra la proteína de fusión JL5 por agregado de cantidades cre­
cientes de péptidos R-13, R-lO y R-7.
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INHIBHION(Z)

zsoc- 50 ' ¡s'o ' 230

PEPTIDE (FM)

0 50 ¿o

Eignta_Z&¿
Inhibiciór de la reacción anti-R-13 utilizando peptidos car­
boxiterminales.(A),(B) sueros ECChc H1 y H2 respec­
tivamente.(C) and (D) Sueros de LES S4 y Sl respectivamente. Los
sueros diluidos 1 1000 fueron incubados con concentraciones
crecientes de peptidos conjugados (o) R-13. (¿o R-lO, (D) R-7. o
AEAELVKMALMKV(A). y su reactividad hacia R-13 fue ensayada por
ELISA.
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lNHlBlHONPA)

A A l l l A

250 o so 150 250

PEPTIDE (pM)

Eignza_&Q;
Inhibición de la rección de anti-JL5 con los péptidos sintéticos
carboxilo-terminales (A) y (B), Sueros de ECChcH1 y H4 respec­
tivamente; (C) y (D) Sueros de LES S4 y Sl. respectivamente. Los
sueros diluidos 1 1000, fueron preincubados con cantidades
crecientes de péptidos conjugados (o) R-13, (A) R-lO, (u) R-7. o
AEAELVKMALMKV(A). y su reactividad hacia JL5 fue ensayada por
ELISA.
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Como se ve en la figura 30 la reacción de los sueros de ECChcon
JL5 fue sólo parcialmente inhibida por R-13, indicando que los

anticuerpos de ECChdefinen en JL5 otros epitope/s probablemente
conformacional/es que no están contenidos en R-13. La reactividad
anti-JL5 de los sueros de LESfue completamente inhibida por R­
13, indicando que los anticuerpos anti-P de Lupus están exclusi­
vamente dirigidos hacia el epitope C-terminal de JL5 contenido en
R-13. este péptido define la especificidad de anticuerpos anti-P
común a Chagas y a LES.
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Discusión

Este trabajo de tesis. se propuso utilizar antígenos clonados de
T. crusi para intentar un diagnóstico serológico de la cardiopa­
tía Chagásica. A su vez, la identificación de determinantes anti­
génicos permitio una posible explicación molecular de mecanismos
que podrían estar involucrados en la inmunopatogénesis de la en­
fermedad.

La estrategia utilizada posibilitó clonar varios antígenos de T.
cruzi definidos por suero de humanosinfectados con cardiopatía.
El estudio de su reactividad inmunológica con sueros de pacientes
clínicamente caracterizados mostró. en forma preliminar. que po­
dria aportar información acerca de la infección y la cardiopatía
chagásicas. La caracterización inmunológica y genética de los
ADNcy sus productos estableció la identidad de varios antígenos.
El clon JL5, cuyo producto es reconocido por los sueros de car­
diópatas chagásicos. codifica el extremo C-terminal de una prote­
ína ribosomal P de T. cruzi. homólogo al epitope definido por
autoanticuerpos anti-Proteínas P de Lupus eritematoso sistémico
(LES). El mapeo antigénico de JL5 con sueros de Chagas y LES mos­
tró que el extremo C-terminal de JL5 define una especificidad de
anticuerpos comunes a LES y Chagas.

4.1. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DIFERENCIAL DE LA ENFERMEDAD DE

CHAGAS.

Para el análisis de la reactividad de los clones con sueros de
individuos caracterizados clínicamente se desarrollaron diferen­
tes métodos.

El inmunoensayode placas de fagos detectó diferencias en la
reactividad contra las proteínas recombinantes en suero de pa­
cientes infectados con y sin cardiopatía. Se identificaron dos
grupos de clones. Los que reaccionan con los sueros de todos los
infectados, JL7 y JL8 (clones diagnósticos de infección), y los
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que reaccionan predomimantemente con los sueros pacientes con en­
fermedad cardiaca de Chagas (ECCh). El clon "tipo" de este último
grupo es JL5, que reacciona con sueros de ECChcy es débilmente
reconocido por los sueros de individuos infectados sin evidencias
clínicas de daño cardíaco (ITsC). Se estableció una correlación
entre una fuerte reactividad anti-JLS y la cardiopatía chagásica
Fig 16 y Tabla VI). El clon JL52 reaccionó en forma similar a

JL5. Los clones JL9. y JLl y JL43 reaccionaron sólo con algunos
A

sueros de pacientes con cardiopatía (Tabla VI).

El clon 'tipo" del grupo de clones diagnósticos es JL7 (Fig 16 y
Tabla IV). El clon JL8 reaccionó sólo con el 50%de los sueros de
infectados (Tabla VI).

Ninguno de los recombinantes reaccionaron con los sueros de in­
fectados con Leishmania 5p., indicando que los anticuerpos hacia
los antígenos clonados son específicos de la infección chagásica.
Otros laboratorios que trabajaron con recombinantes homólogos a
JL7 y JL8 observaron resultados similares: asimismo en un estudio
multicentro auspiciado por la OMSen el que participaron 10 labo­
ratorios americanos incluido el nuestro (TDR.1990). se verificó
la utilidad diagnóstica del clon JL7 y sus homólogos A1 (Ibañez
et al 1988) y H49 (Franco da Silveira, comunicación Personal).
Esto indica que el ensayo utilizado tiene efectiva capacidad
diagnóstica de la infección (TDR.1990).

Los resultados semicuantitativos obtenidos por el inmunoensayode
placas fueron corroborados por un ELISA.Con dicho test se veri­
ficó que los títulos anti-JL5 y anti-JL9 son significativamente
mayores en sueros de pacientes con cardiopatía chagásica que en
infectados sin cardiopatía (P<0.005). Asimismose constató la co­
rrelación entre altos títulos anti-JL5 v la cardiopatía (P<0.005)
(Fig. 18 y Tablas VII y VIII).
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Este ELISAconstituye un avance comparado con otros métodos por­
que permite una cuantificación del titulo de anticuerpos hacia
antígenos clonados en thll sin tener que purificar las proteina
de fusion o subclonar en otros vectores de expresión. Además.
permite adaptar los antígenos clonados a la serologia de rutina.
En el ensayo doble ciego de una muestra de 23 sueros (ver 3.3.6.)
se comprobóque la reactividad hacia JL7 correlaciona con sero­
logia T. crusi positiva en el 96% de los casos. La reactividad
con JL5 correlaciona con la cardiopatía en el 78%de los casos,
lo que indicaría el posible valor diagnóstico del test para la
infección con T. cruzi y, en forma preliminar. la aplicación de
la reactividad anti-JL5 en el diagnóstico y/o pronóstico de la
cardiopatía. Debido al pequeño número de sueros que se analizar­
on ,y sobre todo al bajo número de sueros de ITsC este
resultado debe ser convalidado por futuros estudios.

4.2. CLONADODE ANTIGENOS DE TTypanosoma cruzi DEFINIDOS POR
SUERO DE PACIENTES CON CARDIOPATIA CHAGASICA

En la estrategia de clonado fue importante el trabajo con una bi­
lioteca de ADNc que incluyó fragmentos de ADNcpequeños (ver
3.1.1). y el uso del suero de un individuo con una cardiopatía
chagásica severa (ver 3.3.5.). Se clonaron antígenos de T. cruzi.
como los codificados por JL5 o JLl, que no fueron aislados por
otros grupos cuando se utilizaron bibliotecas de expresión de ADN
genómico fragmentado y seleccionado por tamaño. En estas biblio­
tecas existe mayorprobabilidad de clonar secuencias repetitivas:
mientras que en las de ADNcel nivel de expresión de ARNmdeter­
mina su representatividad. Así se clonó JL5 que si bien no pre­
senta repeticiones tiene un alto nivel de expresión en ARN de
epimastigotes (ver Fig. 19).

Se caracterizaron 5 determinantes antigénicos de T. cruzi defini­
dos por el suero marcador de cardiopatía chagásica (JL). La
identidad de los clones se verificó porque los anticuerpos anti­
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péptidos clonados reaccionan especificamente con proteínas del
parásito (3.3.2. , Fig. 13). y porque los ADNcsclonados hibridi­
zan con ARN. y ADNde epimastigotes de Trypanosoma cruzi (Figs 19
y 20).

Si bien la biblioteca fue construida con ARNmde epimastigote,
los antígenos clonados deben ser expresados por los estadios del
parásito presentes en el huesped, ya que fueron definidos por
sueros de pacientes. Esto también se comprobó en W. blot de amas­
tigotes para JLl y JL5. y en W.blot de tripomastigotes para todos
los antígenos (Fig. 13).

La secuenciación de los ADNcpermitió su identificación. El clon
JLl codifica para una porción de una proteína de 25 KDde T.
cruzi. Su ADNchibridiza con un ARNmde 2.2 Kb. Existen dos estu­
dios acerca de antígenos de T. crusj de 25 KDdefinidos por sue­
ros de pacientes. Scharfstein et al. (1983) describieron una gli­
coproteina de superficie que reacciona con el 95%de los sueros
de infectados. Esta proteina se origina por clivado de un precur­
sor de 57 KD(Scharfstein et 31.. 1986). El mensajero de JLl mide
2.2 Kb, este podría codificar para el precursor de 57 kD; sin em­
bargo los anticuerpos policlonales anti-gp25 del Dr. Scharfstein
no reaccionaron con JLl. Asimismo, Santos Buch et al, (1985) in­
formaron la existencia de una proteina parasitaria de 25 KD. in­
umnoprecipitada por anticuerpos del suero de pacientes con car­
diopatía chagásica y otras cardiopatías. El clon JLl reacciona
sólo con un bajo porcentaje de sueros de cardiopatas chagásicos
(Tabla VI) y no reacciona los de cardiopatas no chagásicos. Dadas
estas diferencias de reactividad. la identidad de la p25 de
Santos Buch et a1. (1985) con la JLl no pareCe probable. Su se­

cuencia aminoacidica es rica en lisinas y no presenta homologias
con ninguna proteína conocida.
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Tres de los antígenos clonados JL7, JLB y JL9 tienen secuencias
aminoacídicas repetitivas; clones de T. crusi homólogosa estos
han sido encontrados por otros autores. Así, repeticiones homó­
logas a JL7 y JL8 fueron descriptas por Ibañez et al. (1988)
trabajando con ADNgenómico de clon Miranda 76. y también por
Lafaille et al. (1989) trabajando con el clon DmZBCobtenido de
un Didelphis marsupialis silvestre que es reservorio natural del
parásito (Contreras et a1.. 1988). Hoft et al. (1989) identifí­
caron un clon homólogo a JL8 de una biblioteca de ADNc obtenida
del clon Sivio X-10/4 (aislado de un individuo infectado de la
región amazonica). Dada la homologia de secuencia entre los clo­
nes JL? y JL8 obtenidos de la cepa Tulahuén II y los obtenidos a
partir de clones provenientes de otras cepas. y dado que reaccio­
nan con sueros de individuos infectados de todas las regiones de
América estudiadas se deduce que estos antígenos estan conserva­
dos en las poblaciones de T. crusi. Comono son reconocidos por
individuos infectados con Leishmania sp. son los mejores candi­
datos para elaborar un test diagnóstico de la infección chagásica
crónica.

A su vez, las repeticiones de 14 aa de JL8 resultan homólogas al
tandem de 2 repeticiones de 8 aa del antígeno S de la cepa NF-7
de Plasmodium fálciparum (Fig. 23) (Saint et al. 1985). Sin em­
bargo las repeticiones del antígeno S de otras cepas son distin­
tas y no presentan reacción cruzada con las de NF-7 (Kempet al.
1987). En T. crusi las repeticiones de JL8 y sus homólogos estan
muyconservados (Levin et al. 1989, Ibañez et al. 1988, Lafaille
et al. 1989, Hoft et 31., 1989). Estas razónes podrian explicar
porque en zonas endémicas para malaria y Chagas no se ha obser­
vado reacción de sueros maláricos con este antígeno de T. crusi
(Lafaille et 31.. 1989. y comunicación personal).

El antígeno JL9 es homólogo a una proteína de T. brucei asociada
a microtubulos (MAP)(Fig. 22) de alto peso molecular (320 KD)
que está constituida, como JL9, de repeticiones de 38 aa
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(Schneider et 31., 1988) Las repeticiones de JL9 y MAP tienen
un 63%de homología. Las MAPsse encuentran interconectando los
microtúbulos del citoesqueleto formandoun "esqueleto interno de
membrana" que rodea todo el cuerpo de los Trypanosomas. (Seebeck
et al. 1989). Su función sería la de estabilizar la unión de los
microtúbulos entre sí, y entre los microtúbulos y la membrana
plasmática. La secuencias de la MAPde T. brucei y de Trypanosoma
cruzi no tienen homología con otras MAPs:sin embargo. anticuer­
pos contra la MAPde T. brucei presentan reacción cruzada con una
MAPporcina (Schneider et 31., 1988). El clon JL9 reacciona sólo
con suero de pacientes con cardiopatía. y se demostró la presen­
cia de anticuerpos anti-JL9 en la infección experimental murina
(N. Kerner. M. Hontebeyrie, comunicación personal). En un estudio
realizado por se localizó una proteína que reacciona con
anticuerpos contra un antígeno homólogo a JL9 (A.36, Ibañez et
al., 1988) en el citoplasma, la superficie celular y el cuerpo
basal. pero no se la encontró asociada a microtúbulos (Souto
Padron et 31.. 1989)

La expresión de un heterogéneo grupo de antígenos repetitivos es
un fenómenogeneralizado en aquellos parásitos que evaden persis­
tentemente su destrucción por el sistema inmune del huesped. La
alta inmunogenicidadde este tipo de repeticiones podriá llevar a
la hiperestimulación de la respuesta B hacia ellas. conllevando
una respuesta menoseficiente hacia epitopes críticos (Kemp et
al. 1987). Los datos sobre JL7, JL8 y JL9 indican que son de
localización intracelular (Lafaille et 31.. 1989, Schneider et
al., 1988). Souto Padron et al. (1990) localizaron antígenos
homólogos a JL7 y JL8 en la región de unión del flagelo al cuerpo
celular. La ruptura del parásito liberaría estos antígenos que
podrían actuar como "cortina de humo" durante la infección (Kemp,
1987).
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4.3. ANTICUERPOS CONTRA LAS PROTEINAS RIBOSOMALES P EN LA

ENFERMEDAD DE CHAGAS.

4.3.1. Determinantes antigénicos del extremo C-terminal de 1a
proteína ribosomal P de T. crusi JL5, definidos por
anticuerpos de Chagas y Lupus eritematoso sistémico.

Las experiencias con sueros de pacientes caracterizados muestran
cierta asociación entre el título anti-JL5 y la cardiopatía cha­
gásica. Los datos moleculares e inmunológicos señalan que JL5 co­
difica para el extremo C-terminal de una proteína P ribosomal de
T. cruzi.

Las proteinas ribosomales P o fosfoproteínas ribosomales son un
grupo de proteinas acídicas conocidas como L12/L7 en E. coli: en
eucariotes se las conoce como P0. P1 y P2. Forman parte de el
tallo o pedunculo de la subunidad mayor de los ribosomas. y se
encuentran involucradas en la interacción con el factor de
elongación EFl y EF2 y se requieren para la union del aminoacil­
ARNde transferencia y para la hidrólisis de GTPdependiente de
EFZ(Liljas et 31., 1986; Rich y Steitz, 1987). Las tres protei­
nas P eucarioticas tienen un determinante antigénico común (Tow­
bin et 31., 1982) que se mapeó en el extremo C-terminal de las
tres proteinas (Elkon et 31., 1986 ). El extremo C-terminal está
conservado entre las especies. El péptido parasitario de JL5 tie­
ne todas las características de las proteínas ribosomales P (ver
3.4.7.). Además. recientemente se comprobóen nuestro laboratorio
que los anticuerpos anti-JL5 reaccionaron con ribosomas puri­
ficados de T. crusí (G. Levitus, tesis en preparación).

El extremo C-terminal de JL5 es homólogo al epitope reconocido
por los autoanticuerpos anti- proteinas ribosomales P humanas de
lupus eritematoso sistémico (LES) (Elkon et 31., 1988). De acuer­
do con los criterios inmunoquímicossobre la localización de de­
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terminantes antigénicos en proteínas (Ver l 5.3 y Van Regenmortel
& De Marcillac. 1988) se predijo la localización de un epitope
secuencial de JL5 en el extremo carboxilo-terminal. Comparandola
reactividad anti-JL5 de sueros chagásicos con la reactividad
anti-R-lB (ver 3 5.1 y Fig 27). se demostró que el péptido sinté­
tico R-13 define un epitope secuencial involucrado en la reacti­
vidad de JL5 con sueros chagásicos Existe correlación entre
títulos anti-JL5 y anti-R-13 P<0.01). y los titulos anti-R-13
están incrementados en ECCh.

Podria sugerirse que los anticuerpos anti-R-13 son un marcador
serológico que se asocia con el daño cardíaco en individuos in­
fectados; sin embargoes necesario ampliar estos resultados a un
númeromayorde pacientes para confirmar la utilidad diagnóstica
o pronostica de esta especificidad. trabajo actualmente en curso
en el laboratorio. El test de ELISAutilizando el péptido sinté­
tico constituye un avance dado que es posible analizar un gran
numero de sueros de pacientes con buena reproducibilidad.

El mapeo fino del epitope R-13 con sueros chagásicos mostró la
existencia de por lo menos dos epitopes. Un epitope localizado
dentro de los 7 residuos C-terminales y un segundo epitope cuya
reactividad depende de la presencia de los tres residuos glu de
R-13 (Fig. 28). Dado que R-13 inhibe sólo parcialmente la reac­
ción de los sueros chagásicos con la proteína de fusión JL5. se
concluye que además del epitope secuencial definido por R-13,
deberia existir otro epitope en JL5, probablemente conformacio­
nal, definido por los sueros de pacientes chagásicos (ver Fig. 30
y 31).

Existen otras evidencias que prueban que R-13 define el epitope
secuencial carboxiterminal de JL5 y la probable existencia un
segundo epitope. En nuestro laboratorio se clonaron y expresaron
separadamente los 15 residuos hidrofilicos C-terminales de JL5 y
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la zona N-terminal de JL5 rica en alaninas. Los sueros que reac­
cionaron con JL5 no reaccionaron con el clon que expresa la re­
gión rica en ala sino sólo con aquel que contiene la región C­
terminal. La reactividad hacia el clon C-terminal fue menor que
con JL5, para los sueros de los pacientes chagásicos estudiados.
,indicando que al "cortar" JL5 se pierde un segundo epitope dis­
tinto al C-terminal (Levin et. al, 1990).

Las experiencias realizadas con sueros de LESmostraron que los
autoanticuerpos anti-P reconocen tanto la proteina de fusión JL5
comoel péptido R-13. El mapeo fino mostró que los autoanticuer­
pos anti-P definen en R-13 epitopes similares a los definidos por
los anticuerpos chagásicos. La reactividad anti-P estaba dirigi­
da, preferentemente, hacia el epitope definido por R-7. Los ex­
perimentos de inhibición demostraron que la reacción de anticuer­
pos anti-P de LEScon la proteina de fusión JL5 es completamente
inhibida por R-13 indicando que los anticuerpos anti-P reconocen
sólo la parte C-terminal de JL5. Magsaamet al. (1989), demostra­
ron la existencia de un sólo epitope, el C-terminal. sobre la
proteína P2 humanaclonada. Estos datos confirman que el epitope
de JL5, no definido por R-13, seria especifico de la respuesta a
la infección por T. crusi mientras que el epitope definido por
R-13 es altamente conservado y define la especificidad de anti­
cuerpos anti-P comunes a LES y Chagas (Fig 30 y Fig 31).

Estos resultados sugieren que un porcentaje variable de anticuer­
pos anti-JLS, los anti-R-13. estarían en condiciones de presentar
reacción cruzada con proteinas P humanas. En efecto. experiencias
realizadas por G. Levitus de nuestro laboratorio demostraron que
los anticuerpos inmunoseleccionados por la proteina de fusión JL5
reaccionaron con proteínas ribosomales P humanas. La intensidad
de la reacción fue proporcional al título anti-R-13 del suero
chagásico utilizado (G. Levitus. Tesis en preparación).
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Para sintetizar los resultados del mapeo antigénico de JL5 con
sueros de Chagas y LES, en la figura 31 se compara la estructura
antigénica del epitope ribosomal P humano definido por los
anticuerpos de LES en el extremo C-terminal de las P0, P1 y P2
(Elkon et 31.. 1988). con el epitope ribosomal P de T. crusi que
definen los anticuerpos anti-JL5 y se muestra la localización de
los epitopes P homólogos que presentarían reactividad cruzada y
que definen la especificidad de anticuerpos anti-P comuna ambas
enfermedades..

4-3-2- Origen de los anticuerpos anti-P en enfermedad de
Chagas

Para analizar los distintos factores que puedan dar origen a los
anticuerpos anti-P en Chagas conviene remitirse al capítulo
1.3.2.3. de la Introducción donde se discuten los probables

mecanismos iniciadores de la autoinmunidad, los que se esquema­
tizan en la parte superior de la Figura 3 del mismocapitulo.

Considerando la antigenicidad de JL5 en la infeccion chágasica y
la reactividad inmunológica cruzada entre los epitopes homólogos
del extremo C-terminal de la proteína P de T. crusi y del hues­
ped. la causa mas probable del origen de los anti-P en Chagas se­
ría el mimetismo molecular. El sistema inmune del huesped reco­
noceria al epitope C-terminal de JL5 comoextraño, y los anti­
cuerpos producidos reaccionarian contra el epitope del huesped.

La presencia en JL5 de un epitope especifico de la infección
chagásica generaría una respuesta inmuneque termina reaccionando
con el epitope C-terminal de JL5 (R-13). homólogo al del huesped.
hacia el cual el sistema inmuneseria en principio tolerante.
Otra alternativa para explicar la ruptura de la tolerancia hacia
el epitope definido por R-13 sería la presencia de un epitope T
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(reconocido por LTh) en la zona N-terminal de JL5 (rica en ala),
o en la región N-terminal de proteina P de T. cruzi (P-JL5,
Schijman et 31., 1990). La correlación significativa entre los
titulos anti-JL5 y anti-R13 tiende a sustentar estas hipótesis.
Finalmente, sin considerar los sueros que no reaccionan con R—13
(sueros HIDy Hll Tabla X), se obtiene cierta correlación entre
los titulos anti-R—13 y anti- Trypanosomacruzi, lo que sugiere
que la reactividad anti-parásito juega un rol en el origen de los
autoanticuerpos anti-P de Chagas.

Los auto-anticuerpos anti-P no se han podido detectar en otras
enfermedades parasitarias, por ejemplo en malaria (Bonfa et al.,
1987), si bien. el Füasmodiumfalciparum tiene proteinas ribo­
somales P que reaccionan con los anticuerpos anti-P de sueros
lúpicos (Francoeur et a1., 1984).

Las evidencias tienden a demostrar el papel del mimetismo mole­
cular en el origen de los anticuerops anti-P en la enfermedad de
Chagas, sin embargo existen otros mecanismos que podrian favo­
recer la su inducción ver figura 3 y 1.2.3.2.3). En en el modelo
murino de la enfermedad se comprobó una desregulación del sistema
inmune en la etapa aguda, con proliferación policlonal B y T que
perdura hasta los estadios crónicos de la enfermedad (D'Imperio
Lima et 31., 1985, 1986). La mayor parte de las células plasmá­
ticas producidas durante esta estimulación policlonal son autor­
reactivas (Minoprio et al., 1989b) (Ver 1.2.3.2.3.); ademas se
demostró que la estimulación policlonal es capaz de inducir in­
vitro e in-vivo la producción de numerosos autoanticuerpos con
una especificidad comparable a la observada en pacientes lúpicos
(Dziarski, 1988).

Otras modificaciones que ocurren durante la infección chagásica
(ver Fig 3 y 1.2.3.2.3.) favorecarian la estimulacion antigénica
especifica por reactividad inmunológica cruzada entre epitopes P.
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Así, la expresión de antígenos de histocompatibilidad de clase II
en la superficie de los miocitos durante la infección (Cabeza­
Meckert et 31., 1990) podria facilitar el reconocimiento inmuno­
lógico de las proteinas P del huesped. Los linfocitos anti-P que
podrían activarse serían estimulados crónicamente por la exposi­
ción de proteinas P debida a ruptura de parásitos y de células
propias. Apoyandoesta idea, en cooperación con el grupo del Dr.
Laguens (Catedra de Patología. Facultad de Ciencias Médicas,
UNLP) se demostró la existencia de un número mayor de células
productoras de anticuerpos anti-R-13 en los infiltrados inflama­
torios del miocardio de ratones infectados crónicos, comparado
con el encontrado en los bazos de los mismos ratones. Este resul­
tado indicaria una mayor estimulación antigénica por parte de los
epitopes P en las cercanías de las lesiones inflamatorias.

4.3.3. Autoanticuerpos anti-P e inmunopatología.

Los autoanticuerpos anti-P en la enfermedad de Chagas son los
primeros comunes a una enfermedad autoinmune (LES) y la enferme­
dad de Chagas que se han caracterizado. Autoanticuerpos contra
antígenos intracelulares se producen en algunas infecciones para­
sitarias ,bacterianas o virales (Shoenfeld et al. 1988, Argov et
31., 1989) y son marcadores característicos de enfermedades auto­
inmunes (Tan et 31., 1988, Wittingham et al.. 1988). Los anti­
cuerpos contra la proteínas P ribosomales son específicos de LES
(Elkon et 31., 1984). Se encuentran asociados a patologías del
SNCcomo la psicosis lúpica, y a patologías musculares (Bonfa y
Elkon 1986, Bonfa et a1., 1987b). En un estudio prospectivo de
cuatro pacientes con psicosis lúpica se verificó un incremento
selectivo del título anti-P concomitante con el comienzode los
episodios psicóticos. Los títulos anti-P volvieron a valores
basales una vez superado el episodio. En pacientes lúpicos anti-P
seropositivos sin psicosis el nivel anti-P se mantuvo invariable
incluso durante la manifestación de otras patologías lúpicas
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(Bonfa et 31., 1987b). Además.los anti-P se detectaron en el lí­
quido céfalorraquideo de pacientes lúpicos con episodios psicóti­
cos (Golombeket 31., 1986) y pudo verificarse la inhibición de
la síntesis proteica en celulas microinyectadas con anticuerpos
anti-P. Noobstante estas evidencias, el rol patogénico de estos
autoanticuerpos en esta patología es motivo de controversias. Los
anticuerpos anti-P podrian estar involucrados en la ruptura de la
barrera hematoencefálica, o en la producción anticuerpos anti­
idiotipicos que reaccionen con la superficie celular (Bonfa et
al. 1987b). Otros autoanticuerpos de LES, los anti-Ro y anti-La
estan asociados al bloqueo cardíaco congénito de neonatos con ma­
dres lúpicas: se postula que estos podrían ser transferidos tras­
placentariamente por la madrey causar la destrucción del sistema
de conducción del corazón neonato (Buyon et al. 1989).

Resulta dificil adjudicar un rol patogénico a los anti-P en la
enfermedad de Chagas; sin embargo. se ha informado que autoanti­
cuerpos contra antígenos intracelulares reaccionan con componen­
tes de la superficie celular (anti-ADN. Jacob et 31., 1986). Otro
ejemplo es el de los autoanticuerpos contra proteinas intracelu­
lares de corazón que reaccionan contra la superficie de los car­
diocitos modificando su permeabilidad. efecto altamente patogéni­
co (Schulteiss et 31., 1988). Especulativamente se podria propo­
ner que los anti-P de Chagaspodrían reaccionar con la superfi­
cie de cardiocitos o que anticuerpos antiidiotipo anti-P reconoz­
can algún antígeno de superficie, como se ha comprobado en la in­
ducción experimental de auto-anticuerpos anti-receptor de acetil­
colina (Cleveland et 31., 1983) . Es de hacer notar que la res­
puesta antiidiotípica celular y humoral en Chagasestaria asocia­
da a la cardiopatía (ver 1.3.3.4).

Dejando la especulación, existen evidencias que relacionan la
respuesta hacia antígenos ribosomales y la patología chagásica.
Ratones y conejos inmunizados con fracciones ribosomales de T.
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crusi desarrollaron patologías similares a las observadas en ra­
tones infectados crónicos, con infiltrados inflamatorios en el
miocardio (ver 1.3.3.) (Ruiz et 31., 1985, Teixeira y Santos
Buch, 1975). En esta dirección adquieren relevancia los resulta­

_dos que indican la existencia de un alto númerode células secre­
toras de anticuerpos anti-R-13 en lesiones cardiacas de ratones
infectados crónicos (ver mas arriba). Estos anticuerpos podrian
participar o coadyuvar en la producción de lesiones inflamatorias
a través de alguno de los mecanismos patológicos mediados por
autoanticuerpos desoriptos para la enfermedad de Chagas (1.2.3.2,
Laguens et 31., 1988; Molina et 81.. 1986).

Considerando las evidencias sobre el origen autoinmune de la en­
fermedad de Chagas llama la atención que los títulos anti-R-13
sean mayores en los pacientes con enfermedad cardíaca de Chagas.
Esto sustenta la hipótesis sobre la relación de los desórdenes
autoinmunes con la cardiopatía chagásica. El estudio del origen
de los anticuerpos anti-P en Chagas, donde el agente etiológico v
el estimulo antigenico serían conocidos, puede aportar evidencias
que sirvan para elucidar el origen de los anticuerpos anti-P en
el Lupus eritematoso sistémico (Bonfa et 31., 1987, Elkon et 81.,
1988. Tan et 31., 1988, Magsaamet 31., 1989).
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Conclusiones

l)-En el presente trabajo de Tesis se ha presentado una estrate­
gia de clonado de expresión en thll de antígenos de ITypa­
nosomacruzi que ha resultado útil tanto para la identifica­
ción de antígenos comopara el estudio de diferencias seroló­
gioas entre las distintas formas clínicas de la enfermedad
cardiaca de Chagas.

2)-El estudio de la reactividad de los antígenos recombinantes
con sueros de pacientes chagásicos clínicamente caracterizados
ha permitido clasificar a los antígenos en dos grupos: a) Los
que reaccionan con los sueros de todos los infectados, JL7 y
JL8 (clones diagnósticos de infección) b) Aquellos que reac­
cionan prevalentemente con el suero de pacientes con enfer­
medad cardíaca de Chagas (antígenos codificados por el ADNcde
JL5, JL9, JL52, JL43 y JLl).

3)-Los resultados obtenidos con un reducido grupo de pacientes
mostraron una correlación entre altos títulos anti-JL5 y la
cardiopatiá chagásica; sugiriendo que esta reactividad sero­
lógica podría resultar de potencial utilidad en el diagnóstico
y/o pronostico de la cardiopatía Chagásica.

4)-Para dosar la reactividad serológica de los clones se han de­
sarrollado dos técnicas. una técnica semicuantitativa que uti­
liza los antígenos producidos por los fagos recombinantes
transferidos a nitrocelulosa; y una técnica de ELISAtotalmen­
te cuantitativa y compatible con la tecnología disponible en
laboratorios de análisis clínicos de rutina.

-226­



OConclusiones

5)-Los antígenos JL7 y JL8 están compuestos por secuencias repe­
titivas de aminoácidos. están altamente conservados entre dis­
tintas cepas de T. crusi y reaccionan con sueros de individuos
infectados de todas las regiones de América estudiadas. Como
no son reconocidos por individuos infectados co. Leishmania
sp. son buenos candidatos para elaborar un test diagnóstico de
la infección chagásica crónica.

6)-El antígeno codificado por el ADNCde JL9. que reacciona sólo
con algunos sueros ECChc, está compuesto por repeticiones de
38 aminoácidos y es homólogo a una proteina de Trypanosoma
brucei asociada a microtúbulos.

7)-El ADNcdel clon JL5 codifica para los 35 aminoácidos carboxi­
lo-terminales de una proteina ribosomal P de T. cruzi. Los 13
residuos Carboxilo-terminales de JL5 son homólogosal epitope
definido por los autoanticuerpos anti-P de Lupus eritematoso
sistémico (LES).

8)-El mapeo antigénico de JL5 con sueros de LES y Chagas, uti­
lizando péptidos sintéticos C-terminales de JL5. demostró la
existencia de dos epitopes: a-Un epitope lineal contenido en
los 13 residuos C-terminales de JL5 que define la especi­
ficidad de anticuerpos anti-P comun a Lupus y Chagas; se com­
probó ademásque los titulos de anticuerpos anti-P definidos
por R-13 están significativamente incrementados en ECCh.b- Un
epitope conformacional, específico de la infeccióm por T. cru­
zi. Estos hallazgos han permitido iniciar el estudio de los
anticuerpos anti-P en la enfermedad de Chagas.



Conclusiones

9)—Lareactividad cruzada de los anticuerpos anti-P de LEScon la
proteina P de T. crusi. y la homología entre los epitopes del
parásito y del huesped sugiere que el origen de los anticuer­
pos anti-P (anti-R-13) en Chagas seria a través de un mecanis­
mo de mimetismo molecular.

10)-Considerando que los anticuerpos anti-P en LES, una enferme­
dad autoinmune tipo, son marcadores de patología y las eviden­
cias existentes acerca del rol de 1a autoinmunidad en la pato­
génesis de la cardiopatía Chagásica; la prevalencia de altos
títulos anti-R-13 en ECChcsustenta la hipótesis sobre la re­
lación de los desórdenes autoinmunes con la cardiopatía chagá­
sica.
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