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1 - INTRODUCCION



"...julgamos tratar-se de umatrypanozomiase
humana, molestia occasionada pelo
Trypanosomacruzi, quo transmissor é o
Cbnorrhinus sanguisuga..."

Carlos Chagas, 1909

1.1) BREVE HISTORIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS:

En 1909, durante una campaña antimalárica realizada en Minas Ge
rais, Carlos Chagas descubrió un gran número de insectos hemató
fagos domiciliarios infectados por un tripanosoma desconocido
hasta ese momento, al que denominó Schizotrypanum cruzi en honor
a su maestro, el Dr Oswaldo Cruz. Más tarde, la detección del pa
rásito en la sangre de niños con cuadros febriles y de animales
domésticos, junto con estudios experimentales efectuados por él y
sus colegas en Rio de Janeiro, lo llevaron a postular la existen
cia de una nueva enfermedad, la "tripanosomiasis humana" (Chagas.
1909). En 1911 informó su hallazgo a la Academia Nacional de Me
dicina (Río de Janeiro) con una pormenorizada descripción de las
fases aguda y crónica de la enfermedad, asi comode sus formas
clínicas.

Si bien el descubrimiento de Chagas tuvo una rápida repercusión,
no fue comprendido en toda su magnitud por sus contemporáneos.
Kraus (1915), quien durante su estadia en el norte argentino no
habia encontrado individuos con signos de la enfermedad en áreas
con vinchucas infectadas, cuestionó violentamente el descubri
miento de Chagas. Este rechazó dicha observación, pero los ata
ques y las dudas continuaron, al punto que fue catalogado como
“un hombre que busca en la selva enfermedades que no existen"
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(citado por Koberle, 1968). Debido a esta controversia, luego de
1920 y durante más de diez años, la enfermedad fue simplemente
olvidada.

Su redescubrimiento se debe a la labor de Salvador Mazza y sus
colegas en nuestro país. En 1934, año de la muerte de Chagas, Ma
zza informó la existencia de varios casos agudos en el norte ar
gentino. Aunquefue criticado por "descubrir enfermedades nuevas
en lugar de tratar las ya existentes“, tanto él comosus colegas
continuaron con sus investigaciones, registrando, antes de 1944,
más de mil casos agudos de la enfermedad (Koberle, 1968). A par
tir de los trabajos de este grupo, los cuales ratificaron la im
portancia de la enfermedad de Chagas como un problema de salud
pública, se intensificaron los estudios a lo largo de nuestro
continente: Dias y Laranja en Brasil, Tálice en Uruguay, Neghme
en Chile, Pifano y Torrealba en Venezuela, Renjifo, Groot y Uribe
Piedrahita en Colombia, Montalbán y León en Ecuador, Romero de
León en Guatemala y Torrico en Bolivia (Romaña, 1963).

1.2) EPIDEMIOLÓGIA:

La enfermedad de Chagas es una parasitosis de importancia epide
miológica restringida al continente americano. Su distribución
geográfica coincide con la de los insectos transmisores de hábi
tos domiciliarios y abarca, prácticamente, toda América Central y
América del Sur (Romaña, 1963). Sin embargo, la incidencia de la
enfermedadpresenta grandes diferencias regionales, siendo más a
fectadas las áreas rurales donde las condiciones de vivienda e
higiene son más precarias (Abreu Salgado y Pellegrino, 1968). Por
otra parte, las migraciones desde regiones rurales a centros in
dustriales facilita el avance de la endemiahacia áreas indemnes
(Zeledón y Rabinovich, 1981).
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Datos estadisticos recientes indican la existencia de 20 millones
de individuos infectados en toda América Latina, elevándose a 60
mil el número de muertes por año debidas a la enfermedad (Walsh,
1988).

1.3) EL PARASITO Y SU CICLO DE VIDA:

El Tripanosoma crusi, agente etiológico de la enfermedad de Cha
gas, es un protozoario perteneciente al orden Kinetoplastidia,
familia Tripanosomatidae (Hoare, 1964). Su ciclo de vida, ini
cialmente descrito por Chagas (1909), comprende la alternancia de
dos huéspedes: un mamífero y un insecto hematófago que representa
al huésped intermediario o vector.

El T. cruzi parasita el tubo digestivo de más de 80 especies de
triatominios, siendo Triatoma infbstans ("vinchuca") el principal
vector en nuestro pais (Mazza, 1943). La infección del insecto se
produce durante su ingesta, a través de la succión de las formas
tripomastigotas presentes en la sangre del huésped mamífero. Es
tas pasan a la región posterior del intestino donde se transfor
manen epimastigotes cortos, que luego de sucesivas divisiones
dan lugar a los epimastigotes, responsables del mantenimiento de
la infección en el huésped invertebrado. Finalmente, algunos al
canzan el recto y se diferencian en tripomastigotes metacíclicos,
los cuales son eliminados con las heces del insecto y depositados
sobre la piel o mucosas del mamífero.

Un gran número de mamíferos puede ser infectado por T. cruzi, in
cluyendo el hombre, animales domésticos y reservorios silvestres
(Brener, 1979). Aunqueson detectados en la sangre en gran can
tidad, los tripomastigotes no se dividen sino luego de entrar a
las células y diferenciarse en amastigotes. Despuésde la trans
formación, los parásitos se multiplican activamente por división
binaria y sólo algunos amastigotes se diferencian en tripomasti
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gotes. Estos son liberados luego de la ruptura celular, ingresan
a la circulación y son ingeridos eventualmente por el insecto,
completando el ciclo de vida.

1.4.) MECANISMOSDE TRANSMISION:

1.4.1) Inansmisián p.91;al lector:

Apesar de la existencia de otras vías de transmisión, la infec
ción por el vector es la verdadera responsable del mantenimiento
de la endemia. Esta se produce por contacto directo de las heces
contaminadas con la piel (a través de pequeñas heridas o la pro
pia picadura del insecto) o las mucosas. Las observaciones fre
cuentes del sindrome de puerta de entrada ocular hace pensar que
la infección por vía conjuntival es el mecanismo más común de
contaminación (Romaña, 1963).

1.4.2) Inansnisiáncnngánija:

La infección congénita, que se produce por vía transplacentaria,
fue sospechada inicialmente por Chagas (1911) y luego confirmada
por diferentes autores (Dao. 1948; Howard y Rubio, 1968; Schmuñis
y Szarfman, 1977; Lisboa Bittencourt, 1984). Los datos sobre la
incidencia de casos son variables, pero de un modogeneral, esta
vía de transmisión parece estar asociada a nacimientos prematuros
y abortos (Pinto Días, 1979).

1.4.3) Inansmisián p.01:transfusión sanguínea:

La transmisión de la enfermedad de Chagas por transfusión sanguí
nea constituye un grave problema de salud pública y, probablemen
te, la principal causa de infección en áreas no endémicas (Amado
Neto, 1968). Desde los primeros casos descritos en 1952, hasta
1979, el número registrado asciende a 130 (53 corresponden a
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nuestro pais). La incidencia de donadores seropositivos alcanza
el 20%en algunos centros hospitalarios de América Latina (Pinto
Dias, 1979).

1.4.4) Imnsmisián accidental en el laboratorio:

Este tipo de infección puede producirse por contaminación con las
heces de triatominios, parásitos en cultivo o sangre de animales
inoculados. Si bien parece ser una via de transmisión poco fre
cuente, según Brener (1990), el número de casos informados se e
leva actualmente a más de 50.

1.5) FASE AGUDA:

La infección por T. cruzi generalmente ocurre durante la primera
década de vida. El período agudo casi siempre es asintomático,
estimándose que más del 90%de los individuos infectados pasa a
la fase crónica sin advertirlo (Rosenbaum,1964). El conjunto de
signos clínicos que caracterizan a la fase aguda comprende: fie
bre, parasitemia detectable, linfoadenopatía, hepatosplenomega
lia, vómitos, diarrea y especialmente, los signos de puerta de
entrada (por eJ.: "ojo de Romaña"). En un pequeño número de casos
(1-52) se observa la aparición de una miocarditis, generalmente
reversible, caracterizada por taquicardia, cardiomegalia y dis
función cardíaca, acompañadao no por alteraciones electrocardio
gráficas (Laranja y col., 1956; Rosenbaum, 1964). La muerte ocu
rre excepcionalmente, y en las necropsias suelen encontrarse un
gran número de nidos de amastigotes en el miocardio, músculo es
quelético y liso y células gliales. El daño tisular parece estar
directamente relacionado con la presencia del parásito y se ori
gina, probablemente, por la acción citolitica de los eosinófilos
o bien por interferencia de los amastigotes sobre el metabolismo
celular (Molina y Kierszembaum, 1989; Morris y col., 1990).



1.6) FASE CRONICA:

La mayor parte de la población crónicamente infectada jamás pre
senta evidencias discernibles de enfermedad; sólo un porcentaje
de hasta el 30%, con grandes diferencias regionales, desarrolla
al cabo de 10, 20 o más años síntomas y/o signos de daño visce
ral. Esto es lo que se denomina enfermedad de Chagas crónica, cu
ya manifestación clinica más frecuente es una cardiomioPatia. Es
cencialmente se trata de una cardiomiopatía dilatada, que en sus
estadios más avanzados cursa con marcado agrandamiento de las ca
vidades cardíacas, deterioro de la función sistólica e insufi
ciencia cardiaca (Rosenbaum,1964). Existen características dis
tintivas de la cardiopatía chagásica crónica que facilitan el
diagnóstico diferencial con respecto a otras cardiomiopatias di
latadas. Estas incluyen las alteraciones segmentarias de la moti
lidad parietal y el aneurisma apical, el bloqueo de rama derecha
y el hemibloqueoanterior, la frecuencia cardiaca lenta por com
promiso del nódulo sinusal, las ondas Q anormales y las arritmias
ventriculares posteriormente malignas (Laranja y 001., 1956; Ro
senbaum, 1964). Frecuentemente se observan focos inflamatorios
activos, tanto en los cuadros más avanzados de la enfermedad como
en los estadios iniciales de la cardiomiopatía. Esta inflamación
crónicamente activa podría desempeñar un papel decisivo en la pa
togenia de la lenta y progresiva destrucción miocárdica (Chiale y
Rosenbaum, 1989). Desafortunadamente, ésta sólo puede ser detec
tada mediante el estudio histológico de pequeños trozos de mio
cardio, lo que requiere el empleo de técnicas invasivas como la
biopsia endomiocárdica.

Otras alteraciones clínicas de la enfermedad de Chagas son las
formas digestivas (megasindromes), que son atribuidas a la des
trucción de las células del sistema nervioso vegetativo (Koberle,
1968). La incidencia de estos casos varía considerablemente con
la región geográfica considerada. Los datos estadísticos señalan
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frecuencias relativamente bajas (1-62) en Brasil, Argentina, Uru
guay Paraguay y Perú, y una prevalencia mayor (más del 70%) en
Chile (Rezende, 1979).

1.7) PATOGENESIS DE LA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA:

Comose mencionó anteriormente, la forma más severa de la enfer
medadde Chagas crónica es una miocarditis activa que se mani
fiesta muchosaños después de ocurrida la infección. En esta eta
pa de la enfermedad raramente se encuentran nidos de amastigotes
en las fibras miocárdicas (Rosenbaum, 1964; Morris y col., 1990).
Si bien esta observación no descarta la posibilidad de que el pa
rásito esté siempre presente, muchosautores encuentran poco pro
bable que el daño tisular se deba a la acción directa de T. cruzi
sobre el miocardio (Torres, 1941; Muniz y Azevedo, 1947; Rosen
baum, 1964; Koberle, 1968; Andrade y Andrade, 1979). Además, aun
que suelen observarse nidos de amastigotes en otros órganos, en
estos casos la presencia de parásitos está acompañadapor reac
ciones inflamatorias muyleves, sugiriendo la existencia de un
proceso que actúa especificamente en el corazón (Barboza Jr. y
Andrade, 1984).

Los mecanismosalternativos propuestos para explicar el origen de
la miocarditis chagásica crónica son: 1) acción directa de "toxi
nas" secretadas por T. crusi, 2) denervación parasimpática por
infección y destrucción neuronal (teoría neurogénica) y 3) reac
ciones autoinmunes.

1.7.1) de1421131.:

Algunos trabajos señalaron la existencia de "toxinas" en T. cruzi
con acción citolítica sobre células de mamífero (Koberle y Nador,
1955; Seneca y Peer, 1966). Esta hipótesis fue refutada por va
rios autores, quienes demostraron la incapacidad de homogenatos,



8

fracciones celulares y sobrenadantes de cultivos del parásito de
ejercer algún efecto tóxico en ratones o sobre monocapasde célu
las (Musacchio y Meyer, 1962; Andrade y Andrade, 1979).

1.7.2) legrianeumsánica:

Segúnesta hipótesis, inicialmente propuesta por Koberle (1968),
el daño miocárdico se originaria por una pérdida gradual del con
trol que ejerce el sistema nervioso autónomosobre el corazón,
debida a la infección y destrucción neuronal selectiva provocada
por el parásito en la fase aguda de la enfermedad (Koberle. 1968;
Oliveira y col., 1985). Aunquefrecuentemente se observa denerva
ción parasimpática en el corazón de pacientes con miocarditis
chagásica crónica, ésta parece ser la consecuencia y no la causa
del daño miocárdico (Dávila y col., 1989; Morris y col., 1990).
Por otra parte, esta denervación ocurre también en otras cardio
patias dilatadas, lo que indica que no es un fenómeno especifico
de la miocarditis chagásica crónica (Amorimy col., 1982).

1.7.3)Aum1nmunidadenlaenfeme.daddechasascránms

La participación de mecanismos autoinmunes en la patogénesis de
la enfermedad fue sugerida inicialmente por Torres (1941), quien
postuló un origen "alérgico" para la cardiopatía chagásica cróni
ca. Aunque el concepto de autoinmunidad continúa siendo hasta
nuestros días tema de controversia, ha sido la hipótesis más a
ceptada para explicar la etiología de la enfermedad (rev. en Hud
son, 1985 Kierszembaum, 1986; Schmuñis, 1987; Petry y Eisen.
1989).



1.7.3.1)Am1nmunidadcelu1azz

a) Anginmunidad celular en la infssnión humana:

Varios autores mostraron la capacidad de los linfocitos de pa
cientes chagásicos crónicos de proliferar en presencia de extrac
tos de corazón murino y humano (Mosca y PlaJa, 1981; Todd y col.,
1983), asi comode ejercer un efecto citotóxico sobre células
cardiacas fetales humanas (Teixeira y col., 1978). Sin embargo,
debido al carácter alogeneico de los sistemas empleados, estos
resultados deben ser tomados con extrema precaución (Kierszem
baum, 1986). Más aún, luego de un análisis más detallado del te
ma, Todd y col. (1983) cuestionaron la especificidad de dichas
reactividades al encontrar una elevada correlación entre las res
puestas proliferativas anti-corazón murinoy anti-antígenos es
treptocócicos.

b)Aum1nmunidad9.elularenalmgdelgsmnimentaldenaLan

Los trabajos realizados en el modelo experimental de ratón demos
traron que es posible inducir una miocarditis similar a la chagá
sica en ratones normales por inoculación de extractos de corazón
homólogos (Cossío y col., 1984) o de células mononucleares de ra
tones singeneicos crónicamente infectados (Laguens y col., 1981).
Acosta y Santos Buch (1985) mostraron la acción citolitica de los
linfocitos de ratones infectados sobre fibras miocárdicas singe
neicas. Hontebeyrie-Joskowicz y col. (1987) obtuvieron células T
CD4+de ratones crónicamente infectados capaces de proliferar en
presencia de homogenatosde T. crusi o de nervios periféricos. La
inoculación de algunas de estas lineas celulares en nervios ciá
ticos de animales singeneicos provocaba reacciones inflamatorias
comparables a las encontradas en la enfermedad de Chagas crónica
experimental. La respuesta proliferativa de las células T CD4+de
ratones infectados crónicamente también fue observada en presen
cia de miosina (y no de actina) (Rizzo y col., 1989). Los autores
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de este trabajo postularon que esta autorreactividad específica
podría desempeñar un papel importante en el origen de la miocar
ditis. Másrecientemente, Ribeiro dos Santos y col. (1990) injer
taron corazones de ratones recién nacidos en animales singeneicos
infectados crónicamente. Al cabo de 20-30 dias, los injertos fue
ron completamente rechazados y reabsorbidos, mientras que en los
receptores normales persistieron aún después de un año. Por tra
tamiento con anticuerpos monoclonales anti-CD4 y anti-CD8, demos
traron que las células involucradas en dicha reacción eran linfo
citos T CD4+.

1.7.3.2) Antoinmunidadhummlr

a) Antoinmnnidad humana].en la infección humana:

En 1974 Cossio y col. demostraron la capacidad de los sueros de
pacientes chagásicos crónicos de reaccionar por inmunofluorescen
cia con endocardio, endotelio de vasos e intersticio (EVI) huma
nos y murinos. En particular estos anticuerpos eran detectados en
el 95%de los pacientes con cardiopatía mientras que sólo el 40%
de los individuos seropositivos asintomáticos mostraban esta re
actividad. La absorción de los sueros anti-EVI+ con epimastigotes
inhibía esta reacción, indicando que ésta era debida a determi
nantes antigénicos comunespresentes en dichas estructuras y en
el parásito. Sin embargo, trabajos posteriores señalaron la exis
tencia de anticuerpos anti-EVI en pacientes con otras parasitosis
(malaria y leishmaniasis), hecho que ponia en duda la participa
ción de estos anticuerpos en la patogénesis de la enfermedad de
Chagas (Szarfman y col., 1975; Hubsch y col., 1976). Finalmente,
varios de los resultados mencionadosno pudieron ser reproduci
dos. Los mismosautores del trabajo original publicaron una "re
tractaoión“ en la que señalaron no sólo la falta de correlación
entre la reactividad anti-EVI y la cardiopatía, sino también la
incapacidad de los sueros de reconocer tejidos humanos, indicando
la naturaleza heterófila de dicha reacción (Khouryy 001., 1983).
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Santos Buchy col. (1985) detectaron anticuerpos anti-reticulo
sarcoplásmico de músculo estriado humanoen pacientes chagásicos
agudos, crónicos asintomáticos y con cardiopatía severa. Comoes
tos anticuerpos también estaban presentes en sueros de individuos
con otras cardiomiopatias dilatadas, distrofia muscular de Du
chenne y polimiositis, los autores sugirieron que podrían estar
involucrados en la inducción de daño muscular.

Otra autorreactividad descrita es la dirigida contra células del
sistema nervioso. Khoury y col. (1979), mostraron la capacidad de
los sueros chagásicos crónicos de reaccionar con vainas de Shwann
de nervios periféricos. Esta reacción era inhibida por absorción
con epimastigotes liofilizados. Sin embargo, la validez de estas
experiencias fue discutida, ya que los parásitos empleados habian
sido cultivados en medios ricos en extractos de cerebro (Kiers
zembaum, 1986). Además, aunque dicha reactividad había sido ob
servada empleando tejidos murinos y humanos. experiencias poste
riores revelaron el carácter heterófilo de estos anticuerpos,
cuestionando, por lo tanto, su participación en la patogénesis de
la enfermedad (Khoury y Fields, 1980). Por otra parte, Ribeiro
dos Santos y col.(1979), mostraron por inmunofluorescencia la re
acción de los sueros chagásicos crónicos con cortes de cerebelo
de diversos origenes, incluyendo el humano. En este caso, las ex
periencias de inhibición indicaron que dicha reactividad no era
debida a una reacción cruzada con antígenos parasitariOs.

Szarfmany col.(1982) detectaron anticuerpos anti-laminina murina
en sueros de pacientes chagásicos crónicos v de monos infectados
por T. cruzi. Posteriormente, experiencias de inhibición demos
traron que el epitope reconocido por estos sueros, así como los
de pacientes con leishmaniasis e individuos normales, era un car
bohidrato (Galal-SGal) presente en la laminina murina pero ausen
te en la humana (Towbin y 001., 1987). La naturaleza heterófila
de los anticuerpos anti-laminina fue confirmada por Gazzinelli y
col. (1988), quienes mostraron por ELISA la incapacidad de los
sueros chagásicos crónicos de reconocer a la laminina humana.
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Otros trabajos probaron la reactividad de los sueros chagásicos
contra proteínas heterólogas. Borda y col. (1984) señalaron la
existencia de anticuerpos (IgG) en algunos pacientes asintomáti
cos capaces de unirse a receptores B-adrenérgicos de miocardio de
rata. Por otra parte, Avila y col. (1986) detectaron anticuerpos
anti-nidógeno murino (una proteína de la membranabasal) en sue
ros de pacientes chagásicos crónicos. Debido a que aún no se ha
demostrado la capacidad de estos anticuerpos de reconocer a las
proteínas análogas humanas, su participación en la etiología de
la enfermedad es meramente especulativa.

b)Aum1nmunidadhumgnalenelmgdelgex2arimenmlderaLQnr

Algunostrabajos mostraron la autorreactividad anti-corazón de
los sueros de ratones infectados por T. cruzi. Mc Cormick y
Rowland(1989) señalaron la aparición de anticuerpos anti-miocar
dio durante la fase aguda y crónica de la infección. Experiencias
de absorción indicaron que los antígenos reconocidos estaban pre
sentes tanto en extractos de tripomastigotes comode miocardio y
músculo estriado, pero ausentes en músculo liso. Por otra parte,
se demostró la capacidad de los anticuerpos de sueros de ratones
crónicamente infectados de unirse a la superficie de cardiocitos
singeneicos y mediar una respuesta citotóxica (ADCC)(Laguens y
col., 1988).

Conrespecto a la patogenicidad de los anticuerpos sobre células
nerviosas, Said y col. (1985) no observaron lesiones tisulares al
transferir sueros de ratones crónicamente infectados en nervios
ciáticos singeneicos.

Ternynck y col. (1990) analizaron los autoanticuerpos producidos
durante la infección experimental en comparación con los autoan
ticuerpos naturales presentes en ratones normales. Observaron al
tos niveles de anticuerpos (IgMe IgG) anti-actina, anti-miosina,
anti-tubulina, anti-mioglobina y anti-ADNen el periodo de mayor
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parasitemia. Luego de un año de infección, el 50%de los animales
presentaron niveles elevados de autoanticuerpos (IgG), en parti
cular anti-tubulina. Enun análisis detallado de estas reactivi
dades, concluyeron que los autoanticuerpos naturales eran afecta
dos durante la infección por T. cruzi, no sólo porque eran produ
cidos en mayor cantidad, sino también porque presentaban mayor a
finidad y especificidad por dichos antígenos.

1.8) ORIGEN DE LOS AUTOANTICUERPOS EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

CRONICA:

La aparición de autoanticuerpos en la enfermedad de Chagas cróni
ca podria originarse según diferentes mecanismos: 1) activación
policlonal B, 2) liberación de antígenos propios por ruptura ce
lular y 3) mecanismos"dirigidos" por el antígeno (anticuerpos
anti-idiotipo y mimetismomolecular).

1.8.1)Mim palialanalB:

El concepto de "activación policlonal B" se refiere a una altera
ción del sistema inmune que lleva a la expansión de todos los
clones de linfocitos B. incluyendo los autorreactivos. Unaconse
cuencia directa de dicha expansión es el aumento de Igs séricas
(hipergammaglobulinemia) y la aparición de autoanticuerpos (Argov
y col., 1989).

En particular, la activación policlonal B fue demostrada tanto en
el período agudo como en la fase crónica de la enfermedad de Cha
gas experimental (D'Imperio Lima y col., 1986). Minoprio y col.
(1988) señalaron que sólo un bajo porcentaje (2%) de los clones B
activados durante la fase aguda tenian especificidad anti-T. cru
zi, mientras que la mayoría de ellos eran autorreactivos. Por o
tra parte, los isotipos inducidos durante la infección eran de
clase IgGZa-IgGZb.Este perfil, característico de las respuestas
T (CD4+)-dependientes, indicaba una co-expansión de las células T
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CD4+(D’Imperio Lima y col., 1985). Trabajos posteriores demos
traron que todas las clases de linfocitos eran igualmente activa
das (Minoprio y col., 1989).

Por el contrario, no hay evidencias que sugieran la existencia de
este tipo de respuesta en la infección humana. Los datos acerca
de los niveles de Igs séricas de pacientes chagásicos agudos y
crónicos son contradictorios (Brener, 1980). Lelchuk y col.
(1970) detectaron niveles normales de Igs durante la fase aguda,
mientras que otros autores demostraron que los niveles de IgM e
IgG estaban aumentados (Vattuone y col., 1973; Schmuñis y col.,
1978). En la fase crónica, Vattuone y col. (1973) encontraron ni
veles levemente aumentados de IgG. Contrariamente, Marsden y col.
(1970) no detectaron diferencias en comparación con los controles
sanos .

1.8.2)Lihemniéndeantigenosnmaigsmnumücelulazr

Los autoanticuerpos podrían producirse también comorespuesta ha
cia antígenos propios “secuestrados” en el interior de las célu
las y que son expuestos al sistema inmune luego del daño tisular.
Una propuesta alternativa fue la presentada por Cabeza Meckert y
col. (1991), quienes demostraron una expresión "aberrante" de an
tígenos de histocompatibilidad de clase II (MHCII) en.el sarco
lema de las células de corazón y músculo esquelético de ratones
crónicamente infectados por T. cruzi. Los autores postularon que
las proteínas propias, normalmente presentadas por células MHCII
(-), podrian así exponerse al sistema inmuneen un contexto dife
rente y provocar una respuesta deletérea sobre determinados teji
dos‘



1.8.3) Mecanismosdirigidos por al antígeno:

Dentro de los mecanismos que podrian inducir la formación de au
toanticuerpos comoparte de la respuesta hacia el parásito, se
encuentran: a) producción de anticuerpos anti-idiotipo y b) mime
tismo molecular (molecular mimicry).mmm:
La participación de anticuerpos anti-idiotipo en reacciones auto
inmunes fue estudiada, en diversas enfermedades. En particular,
parece estar asociada a la presencia de anticuerpos anti-recep
tores (comoen miastenia gravis, diabetes mellitus y enfermedad
de Graves (rev. en Shoenfeld y Schwartz, 1984)) y a infecciones
virales (Plotz, 1983).

Aunquelos anticuerpos anti-idiotipo producidos durante la res
puesta anti-T. cruzi podrian reconocer antígenos del huésped, no
hay evidencias en la literatura que sugieran tal origen para las
autorreactividades descritas en la enfermedad de Chagas crónica.WWW:
El término "mimetismo molecular" (molecular mimicry) fue intro
ducido por Damian (1964) y se refiere a la existencia de determi
nantes antigénicos compartidos por el parásito y el huésped. Una
consecuencia de este fenómenopodría ser la inducción de una res
puesta autoinmune durante el curso de la infección (Damian,
1964).

La existencia de epitopes compartidos por T. cruzi y tejidos de
mamífero fue claramente demostrada por diferentes autores. Woody
col. (1982) obtuvieron un anticuerpo monoclonal a partir de un
ratón inmunizado con preparaciones de ganglios de la raíz dorsal
de rata. Este monoclonal reaccionaba tanto con varios tipos de
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células neuronales comocon los diferentes estadios del parásito.
Por otra parte, se demostró que dos monoclonales derivados de ra
tones inmunizados con epimastigotes reconocían extractos de cere
bro y de espina dorsal murinos (Snary y col., 1983). Petry y col.
(1987) obtuvieron anticuerpos monoclonales contra T. dionisii y
T. vespertitionis capaces de reaccionar con T. cruzi y con astro
citos y neuronas murinas‘ Los antígenos reconocidos por estos an
ticuerpos fueron identificados comoglicolípidos y fosfolípidos.
Más recientemente, Van Vooris y Eisen (1989) aislaron un antígeno
recombinante de T. crusi, F1-160, reconocido por sueros de rato
nes infectados crónicamente. El suero policlonal anti-F1-160 pre
parado en conejo reaccionaba con una proteína de 160 kDa del pa
rásito y con un polipéptido de 48 kDa presente en diferentes ex
tractos de tejido nervioso murino y humano. En particular, se de
terminó que el epitope comúnestaba definido en el antígeno re
combinante F1-160 por un péptido de 48 aa. Este péptido fue reco
nocido por sueros de pacientes chagásicos crónicos, sugiriendo
que la reacción cruzada observada en las experiencias anteriores
podría ocurrir durante la infección humana(Petry y Van Vooris,
1991).

Con respecto a la reacción cruzada con antígenos musculares, Sa
digursky y col. (1982) mostraron la existencia de epitopes com
partidos por el parásito y preparaciones de reticulo sarcoplásmi
co de músculo estriado (SR). Empleandoun suero policlonal anti
SR, se comprobó que este antígeno común (SRA) estaba presente en
diferentes especies animales y varias cepas de T. cruzi (Acosta y
col., 1983).

1.9) ANTIGENOSDE T. cruzi:

El desarrollo de las técnicas de ADNrecombinante y de anticuer
pos monoclonales permitió, durante la última década, la identifi
cación y caracterización de un gran número de antígenos de T.
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cruzi. Se han descrito en la literatura proteínas aparentemente
relacionadas con la interacción parásito-célula hospedera (Zin
gales y Colli, 1985; Alves y col., 1986; Ouassi y col., 1986;
Boschetti y col., 1987; De Arruda y col., 1989) y/o con capacidad
de conferir protección frente a la infección (Snary, 1983; Scott
y col., 1985; Yoshida y col., 1989; Ruiz y col., 1990: Ouassi y
col., 1990). Otros antígenos estarían involucrados en la induc
ción de anticuerpos líticos (Mortara y col., 1988; Norris y col.,
1989).

Los resultados de un estudio multicéntrico organizado reciente
mente por la Organización Mundial de la Salud, revelaron la po
tencialidad diagnóstica de antígenos purificados y proteínas re
combinantes de T. cruzi obtenidos en diferentes laboratorios
(Ibañez y col., 1988; Levin y col., 1989; Lafaille y col., 1989;
Hoft y col., 1989; Paranhos y col., 1990; Cotrim y col., 1990;
Zingales y col., 1990; Moncayoy Luquetti, 1990).

Finalmente, se identificaron antígenos reconocidos predominante
mente por sueros de pacientes chagásicos con compromiso cardíaco
(Levin y col., 1989), o en las etapas más tempranas de la infec
ción (Affranchino y col., 1989; Reyes y col., 1990). Estos po
drían ser empleadosen el pronóstico y diagnóstico diferencial.

El clon recombinante JL5 fue aislado en nuestro laboratorio por
rastreo inmunológico de una biblioteca de ADNcde T. cruzi (es
tadío epimastigote) en thll con el suero de un paciente chagási
co con cardiopatía severa (Levin y col., 1989). Varias evidencias
experimentales sugirieron que este antígeno, de 35 aa, codificaba
para una proteína ribosomal P del parásito: a) la secuencia de
los 11 aa C-terminales de JL5 presentaba una homología de más del
90%con la misma región de las proteínas ribosomales P humanas,
definida como epitope P en lupus (Rich y Steitz, 1987; Elkon y
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col., 1988, Levin y col., 1989), b) los tamaños de los ARNmde e
pimastigotes que hibridizaban con el inserto de JL5 eran simila
res a los informados para el sistema ribosomal P humano (Rich y
Steitz, 1987; Levin y col., 1989), y c) los anticuerpos anti-JL5
inmunopurificados a partir de sueros chagásicos reaccionaban con
un polipéptido presente en extractos totales de epi, tripo y a
mastigotes de PMidéntico a la proteina ribosomal P0 (38 kDa)
(Towbin y col., 1982; Levin y col., 1989).

Conrespecto a la antigenicidad de JL5, éste era reconocido pre
dominantementepor sueros de pacientes chagásicos crónicos con
cardiopatía severa, mientras que los sueros de individuos seropo
sitivos sin compromisocardíaco mostraban una reactividad baja o
nula. Esta reacción también era negativa para los sueros de pa
cientes chagásicos agudos, con leishmaniasis, con cardiomiopatía
no chagásica y para los sueros de individuos sanos (Levin y col.,
1989; Levin, comunicación personal). Según la evaluación de un
estudio multicéntrico que incluyó 50 sueros (OMS,1990), JL5 po
dría ser empleado en el diagnóstico de la enfermedad, debido a su
alta especificidad (Moncayoy Luquetti, 1990). Sin embargo, los
resultados obtenidos con 226 sueros en otro estudio (Red Iberoa
mericana de Laboratorios, 1990) indicaron lo contrario, ya que
JL5 resultó no ser reconocido por todos los sueros chagásicos
(Levin, comunicación personal).

1.10) PROTEINAS RIBOSOMALES P:

Las proteinas ribosomales P forman parte de la subunidad mayor
del ribosoma. Constituyen una familia compuesta por tres polipép
tidos, P0. P1 y P2, siendo P0 una fosfoproteína neutra de 38 kDa
y P1/P2, fosfoproteínas ácidas cuyos PMvarían entre 10 y 18 kDa
(Zinker y Warner, 1976; Towbin y col., 1982; Francoeur y col.,
1985; Elkon y col., 1985). Debido a su función y a sus propieda
des fisicoquímicas, P1 y P2 son consideradas análogas a las pro
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teinas L7/L12 de E. coli. ComoL7/L12, P1 y P2 interactúan con
los factores de elongación eucariontes EFl y EF2, y son requeri
das para la unión del aminoacil-ARNt y para la actividad GTPasa
dependiente de EF2 (Howard y col., 1976; Sánchez-Madrid y col.,
1981; Vidales y col., 1981). Si bien la función de P0 aún no ha
sido esclarecida, se_cree que es equivalente a la proteína L10 de
E. coli (Elkon y col., 1986).

Mediante anticuerpos monoclonales y policlonales especificos, se
demostró que las proteínas P estaban presentes en todas las espe
cies eucariontes en las que fueron estudiadas. Estas experiencias
indicaban, además, la existencia de determinantes antigénicos
compartidos tanto entre las tres proteinas P del mismo sistema.
comoentre proteínas P análogas de diferentes organismos (Vidales
y col., 1981; Towbin y col., 1982).

Por otra parte, las proteínas P humanas fueron definidas comoau
toantigenos en la enfermedad de lupus eritematoso sistémico
(Elkon y col., 1985; Francoeur y col., 1985). Bonfa y Elkon
(1986) señalaron que el 12%de los pacientes lúpicos analizados
presentaba anticuerpos anti-P. Estos sueros reconocían también a
las proteinas P de diferentes especies eucariontes. Por el con
trario, no raccionaban con las proteínas ribosomales de E. coli
(Francoeur y col., 1985; Elkon y col., 1985). El análisis de la
reactividad anti-P mostró que el epitope reconocido por los sue
ros lúpicos estaba restringido a los 11 aa C-terminales de las
proteinas P (Elkon y col., 1988). La conservación de este epitope
a lo largo de la escala evolutiva fue confirmada a través de la
secuencia de los ADNcinformados para algunas proteínas P. Efec
tivamente, dicha comparación reveló una homología de más del 90%
entre las secuencias aminoacidicas de los epitopes P de las di
ferentes especies (Maaseny col., 1985; Rich y Steitz, 1987; Mit
sui y Tsurugi, 1988a, 1988b, 19880):
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JL5 ASAPTAAAAASGGAAAPAAAA. . . . . . . . . ..EEEEDDDMGFGLFD

YPAl +G*S+*+P*++*+**+G+D**_..,EEKEEEAK**5**********
ASRP12' +GVGA*P**+G++**TE*P**KEEKKEEKKEES****+********

ASRP12 PT+GAP****G*+******ExKEAKKEEKKEEs****+********

RLRP2 P++GAV*V+*+P*******++APAAAEE.KEES**KK*+*******

P2 V+VSA+P++*+P+*++AP***.EEKKDEKKEES**S**********

P1 *P*AG**P*+GP+P+TA**V*EEKKVEAKKEES**S**********

P0 V+*APV***T+++P**A**P*..__KVEAKEE5**s*+********

Comparación de las secuencias aminoacídicas de los extremos C
terminales de diferentes proteínas P con JL5. YPAl, corresponde a
la proteina P1 de Saccharomyces cerevisíae; ASRP12y 12’, a las
proteínas P2 de Artemia salina, codificadas por dos genes distin
tos; RLRP2,a la proteína P2 de rata; y P0, P1 y P2, a las pro
teínas P humanas. *: aminoácidos idénticos; +: cambios conserva
tivos de aminoácidos.

1.11) AUTOANTIGENOS INTRACELULARES DESCRITOS EN ENFERMEDADES AU

TOINMUNES:

Unacaracteristica de ciertas enfermedades autoinmunes es la e
xistencia de autoanticuerpos dirigidos contra antígenos intrace
lulares. Estos son generalmente conservados, comoen el caso de
ADN,histonas y enzimas presentes en todos los tipos celulares y
en diferentes especies (rev. en Tan, 1982). La caracterización
molecular e inmunoquímica de estos autoantígenos permitió el em
pleo de determinados autoanticuerpos comomarcadores en el diag
nóstico. Así, los anticuerpos anti-ADNnativo, anti-P y anti-Sm
son especificos para lupus eritematoso sistémico (LES), los anti
cuerpos anti-aminoacil ARNtsintetasas son marcadores de dermato/
polimiositis y los anticuerpos anti-centrómero y anti-ADN topoi
somerasa I son propios de escleroderma (Tan y col., 1988). Hay o
tros autoanticuerpos que se presentan, aunque con diferentes fre
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cuencias, en varias enfermedades. Se han descrito anticuerpos an
ti-histonas en LESy enfermedad mixta del tejido conectivo, y an
ticuerpos anti-Ro/La en LESy síndrome de Sjogren (Tan y col.,
1988).

Aunquela función de algunos autoantígenos aún no ha sido escla
recida, se demostró la participación de las proteínas RNPy Smen
el splicing, de las proteínas P en la síntesis proteica y del an
tígeno La en el procesamiento de los ARN transcriptos por la ARN
polimerasa III. Otros han sido identificados como aminoacil-ARNt
sintetasas (Jo-1, PL-7 y PL-12) y ADNtopoisomerasa I (SCI-70)
(rev. en Tan, 1989).

Conrespecto a la patogenicidad de estos autoanticuerpos, se ha
demostrado en LES el efecto deletéreo de los anticuerpos anti
ADN,que a través de la formación de complejos inmunes son capa
ces de depositarse en los glomérulos del riñón, fijar complemen
to y activar procesos inflamatorios. La participación de otros
autoanticuerpos en la patología aún no ha sido comprobada (rev.
en Tan, 1989).

1.12) OBJETIVOS DE LA TESIS:

Las evidencias presentadas en la introducción demuestran que la
existencia de autoinmunidad en la enfermedad de Chagas crónica y
su asociación con la patología aún no han sido probadas. Más aún,
hasta el momentono se han caracterizado molecularmente ninguno
de los blancos de la postulada respuesta autoinmune. A partir de
estas observaciones, los objetivos de esta tesis se centraron en
a) investigar la existencia de autoanticuerpos en los sueros de
pacientes chagásicos crónicos, b) caracterizar molecularmenteal
guno(s) de los autoantigenos reconocidos por estos autoanticuer
pos y c) analizar la asociación entre la presencia de autoanti
cuerpos y la patología. Además,dada la alta homología del extre



22

moC-terminal del antígeno recombinante JL5 con la misma región
de las proteínas ribosomales P humanas, se decidió estudiar la
capacidad autorreactiva de los anticuerpos anti-JL5 de los sueros
chagásicos crónicos y compararla con la de los anticuerpos anti-P
de los pacientes lúpicos. Para alcanzar estos objetivos se propu
so:

1 V
Analizar por Western Blot la reactividad de los sueros de pa
cientes chagásicos crónicos contra extractos de tejidos homó
logos y heterólogos.

2 V Investigar la presencia de autoanticuerpos en estos sueros por
los métodos empleados comúnmenteen el diagnóstico de enferme
dades autoinmunes: ELISA, inmunofluorescencia y contrainmunoe
lectroforesis.

3
V

Caracterizar molecularmente alguno(s) de los autoantigenos de
tectados por los sueros chagásicos crónicos.

4 Estudiar la correlación entre los niveles de autoanticuerpos
V

presentados por los sueros de pacientes y la severidad de la
cardiopatía.

5 Caracterizar el sistema de proteinas ribosomales P de T. cruz'
V

empleandosueros de pacientes ohagásicos, anticuerpos anti-JL5
inmunopurificados a partir de dichos sueros y sueros de pa
cientes lúpicos anti-P+.

6 Estudiar la capacidad de los anticuerpos anti-JL5 de sueros
V

chagásicos de reaccionar en forma cruzada con las proteínas
ribosomales P humanas.
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7) Analizar la respuesta humoral anti-JL5 de los pacientes chagá

8
V

sicos crónicos, en particular contra el epitope C-terminal de
la proteína recombinante: distribución de subclases, inciden
cia de estos anticuerpos en la infección chagásica en compara
ción con otras parasitosis y asociación entre los niveles de
dichos anticuerpos y la severidad de la miocarditis.

Compararlos epitopes definidos por los sueros chagásicos y
los sueros lúpicos anti-P+.



2- MATERIALES Y METODOS
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2.1) COMPOSICION DE SOLUCIONES Y MEDIOS EMPLEADOS FRECUENTEMENTE

EN EL TEXTO:

LB: 1%bacto-triptona (Difco, Detroit, MI, USA), 0,5% extracto de
levadura (Difco, Detroit, MI, USA), 1%NaCl, pH: 7,0
LB-amp: LB + 100 pg/ml ampicilina
LB-agar: LB + 1,5% bactoagar (Difco, Detroit, MI, USA)
LB-"top" agarosa: LB + 0,7% agarosa
PBS: 10 mMfosfato de sodio pH: 7,4, 150 mMNaCl
PES-G: PBS + 1% gelatina
PBS-Tw: PBS + 0,05% Tween 20

TBS: 50 mMTris-HCl pH: 7,4, 150 mMNaCl

TES-TW: TBS + 0,05% Tween 20

SM: 50 mMTris-HCl pH: 7,5, 100 mMNaCl, 8 mMMgSO4, 0,02% gela
tina
PMSF (solución madre): 100 mMPMSF (Sigma, St. Louis, MO, USA) en
etanol absoluto
Mezcla antiproteolítica: 0,5 mg/ml quimostatina (Sigma, St.
Louis, MO, USA), 0,5 mg/ml antipaína (Sigma, St. Louis, MO, USA),
0,5 mg/ml aprotonina (Sigma, St. Louis, MO, USA)

2.2) BACTERIAS Y FAGOS:

2.2.1) Cemahagjgnianaa:

Y1090 (ATCC nQ 37197): E.coli,¿k lacU169, proA+,[Slon, araD139,
BtrA, supF, (trp c22::Tn 10), (pMC9). pMC9=pBR322,lacIQ.

Y1089 (ATCC nQ 37196): E.coli, LilacU169, proA+,Axlon, araD139,
strA, hflA150,(chr::Tn10), (pMC9).
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supF: gen que codifica para un ARNde transferencia supresor de
mutaciones ámbar (suprime la mutación SamlOOde thll).

hflA: (high frecuency lisogenization) La ausencia del producto
del gen hflA aumenta la estabilidad de la proteina cII del fago.
Esta activa la transcripción del represor cI, responsable del es
tablecimiento de la lisogenia.

lacIQ: mutación del gen lacI que provoca un aumento en la produc
ción del represor del operón lac.

lon: gen que codifica para una proteasa ATP-dependiente, respon
sable de la degradación de proteínas foráneas o anormales en E.
coli.

pMCQ:asegura la presencia del gen lacIQ a través de la selección
en medios con ampicilina.

Mantenimientodelascenasz

Ambascepas se mantuvieron en placas de LB-agar-amp por cortos

periodos (15 dias) a 40C, y por meses, en cultivos liquidos con
50%de glicerol a -70°C.

Bacteriaslisásenas:

Las bacterias E.coli Y1089lisógenas para los fagos recombinantes
thll-Pl y thll-PZ (correspondientes a las proteinas ribosomales
P1 y P2 humanas) fueron cedidas por el Dr. Jack Keene (Department
of Microbiology, Duke University Medical Center, North Carolina.
USA).
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2.2.2) Kama:

th11:A lacó,AshndIIIXZ-3, erxao, cIt6857, sr1x4o, nin5,
erXSO, Sam100.

SamlOO:mutación ámbar involucrada en la lisis de la membrana
bacteriana. Produce la acumulación de particulas fágicas dentro
de huéspedes no supresores (sin supF).

cIts857: mutación termosensible que produce la inactivación del
represor cI a 42°C. originando la inducción del ciclo litico.

Eamnemmhinanies:

lgtll-JLó: clon recombinanteaislado a partir de una biblioteca
de ADNcomplementario de T.cruzi (cepa Tulahuen 2, estadio epi
mastigote) en thll (Levin y col., 1989).

thll-AI: subclon obtenido a partir del anterior. Comprendelos
15 aa C-terminales de JL5 (Levin y col., 1990).

thll-T31: clon recombinantepurificado a partir de una bibliote
ca de ADNcomplementario de T.cru31 (cepa RA, estadio tripomasti
gote) en lgtll (Levy-Yeyati y 001., 1990).

Para obtener una suspensión de fagos de aproximadamente 101°
ufp/ml, se infectaron 200 pl de bacterias E. coli Y1090 prepara
das como se detalla más adelante (2.18.1) con 10 pl de fagos
(aprox. 10B ufp/ml). Luego de 20 min a 37°C se mezclaron con 3 ml
de top-agarosa (previamente fundida y mantenida a 50°C) y se sem
braron en una placa de Petri (96 mm)de LB-agar-amp. Esta se co
locó a 42°C. A1 cabo de 4 h se observó el crecimiento a confluen
cia de los fagos. Se agregaron 5 ml de SMpor placa y se incubó
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durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se pasó la suspen
sión de fagos a un tubo resistente al cloroformo. Los fagos rema
nentes se colectaron en 2 ml más de SMy se mezclaron con la pre
paración anterior. Se agregó cloroformo (3%final) y se dejó agi
tando suavemente durante 15 min a temperatura ambiente. Las bac
terias no infectadas y los restos celulares se separaron por cen
trifugación a 3000g x 10 min a 4°C. Se colectó el sobrenadante,
se agregó cloroformo (0.3% final) y se mantuvo a 4°C.

2.3) SUEROS:

2.3.1) auems de nacienizes chagásicgs:

En el presente trabajo se utilizaron 50 sueros de pacientes cha
gásicos. En todos ellos el diagnóstico inicial de la infección
por T. cruzi se realizó por los ensayos de fijación de complemen
to, hemoaglutinación pasiva e inmunofluorescencia indirecta. Un
suero se consideró chagásico cuando fue positivo por lo menos pa
ra dos de dichos ensayos.

Los pacientes fueron evaluados clínicamente en el Servicio de
Cardiología del Hospital Ramos Mejia. Este estudio consistió en
electrocardiograma en reposo, teleradiografía de toráx, ecocar
diograma bidimensional y ventriculograma en reposo con tecnecio
99m. En 14 pacientes se efectuó, además, un estudio hemodinámico
que incluyó cinecoronariografia y biopsia endomiocárdica del ven
trículo derecho.

Durante el transcurso de este período examinatorio se extrajo
sangre a la mayoría de los pacientes. El volumen promedio de una
extracción fue de 20 ml. La sangre se colectó en tubos plásticos
(Falcon 50 ml). Luego de varias horas a temperatura ambiente se
centrifugó a 1.500g x 10 min. Los sueros se fraccionaron en tubos
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eppendorf y se guardaron a -20°C. En un número reducido de casos
los sueros fueron obtenidos en el Hospital RamosMejía y se reci
bieron alicuotados y congelados.

anemsemnleadosenelanálisisdelamrmlaciénenmmnm
semlágimszelcuadmclinimdslgsmientes:

Para determinar la posible asociación entre los datos serológicos
y las diferentes formas clinicas de la enfermedad, los pacientes
fueron clasificados en tres grupos (ver tabla I, Ap. I). Fueron
excluidos de este estudio los individuos mayores de 60 años que
presentaron compromisocardíaco y los pacientes para los cuales
no se logró completar todas las pruebas mencionadas anteriormen
te. Los grupos se establecieron sobre la base de la fracción de
eyección en reposo y la presencia o ausencia de anormalidades de
la motilidad parietal (hipoquinesia global o segmentaria, disqui
nesia regional o aquinesia). Para una mejor definición de los
grupos II y III fue necesario utilizar, además,criterios elec
trocardiográficos.

Grupo I: CARDIOMIOPATIA CRONICA CHAGASICA SEVERA O AVANZADA

(14 pacientes):

Fracción de eyección menor de 0.40 con anorma
lidades definidas de la motilidad parietal y/o
aneurisma apical.

Grupo II: CARDIOMIOPATIA CRONICA CHAGASICA LEVE A MODERADA

O CON COMPROMISO PREDOMINANTE DEL SISTEMA DE CON

DUCCION(6 pacientes):

Fracción de eyección mayor de 0.40, ausencia de
anormalidades definidas de la motilidad parietal
y presencia de cualquiera de los siguientes ha
llazgos:
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1. Cualquier forma de bloqueo intraventricular
avanzado

2. Bloqueo auriculoventricular de 29 o 39 grado
Disfunción del nódulo sinusal

4. Extrasistolia ventricular multiforme y/o con
formas repetitivas

Grupo III: CARDIOMIOPATIA CRONICA CHAGASICA PRECLINICÁ

(7 pacientes):

Fracción de eyección mayor de 0.50. ausencia
de anormalidades definidas de la motilidad
parietal y electrocardiograma normal

Los sueros fueron analizados en nuestro laboratorio sin que nin
guno de los miembros del mismo conociera los grupos clínicos a
los que pertenecían los pacientes. La identidad de los sueros fue
revelada en reuniones conjuntas con los Dres. P. Chiale y D.
SheJtman, del Servicio de Cardiología del Hospital RamosMejía.

2.3.2) mms suenos humanos:

Los sueros de individuos africanos infectados con füasmodiumfal

ciparum (20 pacientes), Trypanosoma brucei (20 pacientes) y
Leishmania sp (24 pacientes) fueron obtenidos por el Dr. P.
Druilhe (Unité de Parasitologie BioMedicale, Institut Pasteur,
Paris).

Los sueros de 34 pacientes franceses y 17 pacientes argentinos
con lupus eritematoso sistémico fueron evaluados y cedidos para
este estudio por los Dres. G. Dighiero (Unité d'Immunohematho
logie et Immunopathologie, Institut Pasteur, Paris) y A.M. Di
Lonardo (Unidad de Inmunología del Hospital Durand, Buenos Ai
res), respectivamente.
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Los sueros de. 7 individuos con cardiopatía no chagásica fueron
obtenidos de pacientes del Servicio de Cardiología del Hospital
Ramos Mejía, Buenos Aires.

Los sueros de individuos sanos argentinos (n=11), franceses
(n=15) y aficanos (n=9), cedidos por el Dr. P. Chiale (Servicio
de Cardiología del Hospital RamosMejía, Buenos Aires), el Dr. G.
Dighiero (Unité d'Immunohemathologie et Immunopathologie, Insti
tut Pasteur, Paris) y el Dr. P. Druilhe (Unité de Parasitologie
Bio-Medicale, Institut Pasteur, Paris), respectivamente, fueron
empleados comocontroles en los diferentes ensayos serológicos.

23.3)Miándelsuemmliclonalantialháenmnm:

La inmunización de un conejo con la proteína recombinante JL5 fue
realizada por Pascale Liégeard en el laboratorio de la Dra.
Mireille H. Joskowicz (Unité d'Immunoparasitologie, Institut Pas
teur, Paris).

El inserto correspondiente al clon JL5 se subclonó en el vector
de expresión pRIT5 y la proteína de fusión (proteína A-JL5) se
purificó por cromatografía de afinidad empleando columnas de IgG
sefarosa (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala. Sweden), de acuerdo
con las instrucciones de los fabricantes. El conejo se hiperin
munizó intradérmicamente con 200 ug de proteína recombinante por
vez. En el mismo laboratorio se obtuvo el suero de un conejo hi
perinmunizadocon extracto total de T. cruzi (tripomastigotes,
cepa CL).



2.4) PREPARACION DE EXTRACTOS TOTALES DE T. cruzi:

2.4.1)AntiagingMal demmm:

El extracto total de tripomastigotes se preparó comofue descrito
por Hontebeyrie-Joskowicz y col. (1987). Los tripomastigotes (ce
pa CL) se obtuvieron luego de la infección de monocapas de célu
las Vero crecidas en medio Dulbecco suplementado con 5%de suero
fetal bovino (Flow Laboratories, Rockville, MD,USA). Los parási
tos liberados se cosecharon por centrifugación a 500g x 5 min a
4°C, se lavaron tres veces en medio Dulbecco (sin suero) y final
mente se resuspendieron en medio RPMI1640 ( Flow Laboratories.
Rockville. MD, USA), de modo de obtener una suspensión de 107
tripomastigotes/ml. Luegode tres ciclos de congelamiento-descon
gelamiento (nitrógeno líquido-agua corriente), se determinó la
concentración proteica del extracto por el método de Bradford
(Bradford, 1976), se alicuotó y conservó a -70°C.

2.4.2) Anti.an total ds enimasiigoiur

Los epimastigotes (cepa Tulahuen 2) fueron obtenidos y gentilmen
te cedidos para el presente estudio por la Dra. Berta F. de Ca
zzulo. Los parásitos se cosecharon por centrifugación a 500g x 5
min a 4°C, se lavaron 3 veces en PBS y se resuspendieron en 5 vo
lúmenes de tampón de lisis (PBS conteniendo 1 mMEDTA,‘5 mM mer
captoetanol. 0,1% SDSy 1/100 vol. de mezcla antiproteolitica).
Luego de 15 min en hielo, la lisis se completó utilizando un ho
mogeneizador Dounce. La concentración proteica del extracto se
determinó por el método de Lowry (Lowry y 001., 1951), se alicuo
tó y conservó a -7OOC.
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2.5) PREPARACION DE EXTRACTOS TOTALES DE DIFERENTES TEJIDOS DE

MAMIFERO:

2.5.1) AmrflzdecálulasHeLa (extracto nuclear):

Las células se cultivaron y cosecharon comose describe más ade
lante (2.6.1). Luego de 3 lavados en PBS, las células se resus
pendieron en 5 vol. de tampón hipotónico (10 mM KCl, 1,5 mM
MgClz, 10 mMTris-HCl pH: 7,8) y se lisaron utilizando un homoge
neizador Dounce. Los núcleos se separaron por centrifugación a
800g x 10 min a 4°C y se homogeneizaron en 3 vol. de tampón hi
pertónico (0,4 MNaCl, 10 mMTris-HCl pH: 7,8). La concentración
proteica del extracto se determinó por el método de Lowry (Lowry
y col., 1951) y se conservó, alicuotado, a —700C.

2.5.2) Anai-¿tir de cima tandas:

Los tejidos humanos (músculo esquelético y miocardio) fueron ob
tenidos de biopsias realizadas en el Servicio de Cardiología del
Hospital RamosMejía, Buenos Aires. Los tejidos de perro (miocar
dio, endocardio, fibras de PurkinJe y bazo) fueron preparados por
el Dr. Jorge Davidenco (Servicio de Cardiología del Hospital Ra
mos Mejia, Buenos Aires). Los tejidos de ratón (miocardio, cere
bro, bazo y músculo) se extrajeron de ratones BALB/c. En todos
los casos, la porción de órgano se trozó con tijera y se homoge
neizó en 10 vol. de tampón de lisis (0,4 mMNaCl, 5 mMmercaptoe
tanol, 0,1% SDS, 1/100 vol. de mezcla antiproteolitica, 10 mM
Tris-HCl pH: 8,0), con un homogeneizador Dounce. Luego de 15 min
en hielo, se centrifugó a 12.000g x 30 min a 4°C y se recuperó el
sobrenadante. La concentración proteica del extracto se determinó
por el método de Lowry (Lowry y col., 1951) y se conservó, frac
cionado, a -70°C.



2.6) PREPARACION DE RIBOSOMAS:

2.6.1) Apartir di Mi HeLar

Se siguió básicamente el método descrito por Elkon y col. (1986).
Las células HeLa se obtuvieron a partir de 50 placas (96 mm) de
cultivo, crecidas a confluencia en medio Dulbecco suplementado
con 5%de suero fetal bovino (Flow Laboratories, Rockville, MD,
USA), 2 mMde L-glutamina (Sigma, St. Louis, M0, USA), 100 pg/ml
de penicilina (Sigma, St. Louis, MO,USA)y 100 ug/ml de estrep
tomicina (Sigma, St. Louis, M0, USA). Luego de descartar el medio
de cultivo y lavar con PBS, las células se suspendieron en 2 m1
de PBS por placa con ayuda de un rastrillo de goma. Se cosecharon
por centrifugación a 5003 x 10 min a temperatura ambiente, se la
varon 2 veces con PBS y se lisaron en 20 ml de tampón L (5 mM
MgClz, 25 mMacetato de potasio, 1 mM DTT, 250 mMsacarosa, 1%
Triton-X100, 20 mMTris-HCl pH: 7.4), con un homogeneizador Doun
ce. El homogenato se centrifugó a 12.0003 x 30 min a 4°C y los
ribosomas se obtuvieron por centrifugación del sobrenadante a
105.000g x 2 h a 4°C (rotor Ti 50). Se lavaron en TMK(1 mM
MgClz, 100 mMacetato de potasio, 10 mMTris-HCl pH: 7,4) y fi
nalmente se resuspendieron en 600 pl del mismotampón.

2.6.2) A parti): da parásitos:

Los ribosomas de T. cruzi se prepararon a partir de 1 g de epi
mastigotes, cepa Tulahuen 2 (ver 2.4.2). Se siguió el protocolo
empleado para la preparación de ribosomas a partir de células He
La, excepto que los parásitos se lisaron por 3 ciclos de congela
miento-descongelamiento (nitrógeno liquido-agua corriente). Los
ribosomas, resuspendidos en 1 ml de TMK,se purificaron por cen
trifugación sobre capas de 1,5 y 2Mde sacarosa en TMKa 105.000g
x 2 h a 4°C (rotor Ti 50). Finalmente se lavaron en TMKy se re
suspendieron en 600 ul del mismo tampón. De la misma manera se
aislaron los ribosomas de Leishmania major (promastigotes).
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2.7) INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA SOBRE CELULAS HEp2 Y TRIPOMAS
TIGOTES:

2.7.1) Inmungflupxemncia sobre células HERZr

Para la detección de autoanticuerpos por inmunofluorescencia so
bre células humanasse utilizó el protocolo y los sueros contro
les empleados en el Servicio de Inmunología del Hospital de Cli
nicas, Buenos Aires, para el diagnóstico de rutina de enfermeda
des autoinmunes.

Los portaobJetos se incubaron durante 24 h a 37°C en una caja de
Petri plástica (150 mm) conteniendo 20 ml de un cultivo líquido
de células HEpZ(linea de células epiteliales humanas) crecidas
en medio 199 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Luego de la adhesión,
las células se fijaron en acetona por 10 min. Los diferentes sue
ros, diluídos en PBS-TW(1:40), se depositaron en alícuotas de 20
pl en orificios previamente delimitados con esmalte para uñas.
Los portaobjetos se colocaron dentro de una caja plástica junto
con un algodón embebido en agua (cámara húmeda) y se dejaron a
37°C durante 45 min. Luego de lavar 2 veces en PBS-TW, se sembra
ron 20 ul del segundo anticuerpo (anti-IgG humana marcado con
fluoresceína (Sigma, St. Louis, M0, USA) diluido 1:200 en PBS-TW
y se incubó a 37°C en cámara húmeda por 30 min más. Los anticuer
pos no unidos se eliminaron lavando 2 veces con PBS-TW,Antes de
observar al microscopio, se secó el portaobjeto tocando con un
pañuelo de papel entre los orificios, se agregaron 2 gotas de PBS
conteniendo 30%de glicerol y se colocó el cubreobjeto.

2.7.2) Inmungilmrescencia salina trimmasiiggjes:

Se siguió el protocolo empleado en el punto anterior, salvo que
en este caso los parásitos (obtenidos comofue descrito en 2.4.1)
se diluyeron en PBS (5 x 10Btripomastigotes/ml) y se depositaron
en alicuotas de 20 ul en cada orificio. Los diferentes sueros de
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conejo y el anticuerpo anti-Ig total de conejo marcadocon fluo
resceina (Institut Pasteur Production, Institut Pasteur, Paris,
France) se utilizaron diluidos 1:40 y 1:500 respectivamente.

2.8) DETECCIÓN DE AUTOANTICUERPOS POR CONTRAINMUNOELECTROFORE

SIS:

Para la detección de anticuerpos anti-La, anti-RNP, anti-Ro y an
ti-Sm, se siguió el protocolo descrito por Hudsony Hay (1989).
Los antígenos y controles fueron los utilizados en el diagnóstico
de rutina para enfermedades autoinmunes que realiza el Servicio
de Inmunología del Hospital de Clinicas, Buenos Aires.

La lámina (8 x 10 cm) se cubrió con agarosa (1,5% agarosa en tam
pón B (0,05 Mbarbital, pH: 8,2)) y se dejó en cámara húmeda a
4°C durante 2 semanas. Se marcaron los pocillos correspondientes
(2 hileras sobre sendos bordes de la lámina), y se colocó en la
cuba. Esta se llenó con tampón B y los bordes de la lámina se
"conectaron" al tampón con papel de fitro. Sobre la hilera de 1a
derecha (ánodo) se sembraron 10 ul de suero por pocillo (dil.
1:10 en PBS). En el pocillo superior de la hilera de la izquierda
(cátodo), se colocó azul de bromofenol comoindicador del frente
de corrida. Los sueros se precorrieron durante 15 min a 50 V.
Luego se sembraron 10 pl de antígeno por pocillo (extractos sali
nos de timo de ternera y de bazo de perro) en la hilera de la iz
quierda y se continuó la migración por 45 min más. La lámina se
incubó en cámara húmeda a 37°C durante toda la noche. Las proteí
nas no precipitadas se lavaron primero con 1 MNaCl-0,1% azida
sódica y luego con agua destilada. La lámina se secó durante 20
min colocando sobre ésta 3 filtros WhatmanSMM,servilletas de
papel y 1 kg de peso. Finalmente se tiñió con Coomasie Blue y
destiñió comose indica más adelante (2.9.1).
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2.9) ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA:

2.9.1)WWW:
La separación de las proteínas en una dimensión se realizó si
guiendo el método descrito por Laemmli (1970) para geles discon
tinuos conteniendo SDS. Se utilizaron las cubas y accesorios de
los sistemas de Bio Rad (Richmond, CA, USA) “mini-Protean II" pa
ra geles pequeños de 7x8 cm y "Protean II" para geles grandes de
16x16 cm. Todos los reactivos empleados también fueron de Bio Rad
(Richmond, CA, USA).

Para el armado de un gel pequeño, se siguió la siguiente tabla
(para los geles grandes se mantuvieron las proporciones, calcu
lando un volumen final de 30 ml por gel separador y de 15 ml por
gel concentrador):

a) Galsmradgr ( Lilium. 12H:21.5):

Solución madre Concentración final de acrilamida
7,5% 10% 12% 15%

30%acril./0,8% bis(1) 2,5 ml 3,3 m1 4,0 ml 5,0 ml
1,5 M Tris-HCl pH: 8,8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

10% SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
H20 4,9 ml 4,1 ml 3,4 ml 2,4 ml
10% PSA(2) 50 pl 50 pl 50 ul 50 ul
TEMED 5 ul 5 pl 5 pl 5 pl

total 10 ml 10 m1 10 ml 10 ml

(1) La solución madre se mantuvo en frascos oscuros a 4°C por un
mes como máximo.

(2) La solución de persulfato de amonio se preparó en el momento.
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b) Gal concentrado: (0,125 MIris, EH: 5.a):

Soluciones madre Concentración final de acrilamida
4%

30%acril./0,8% bis(1) 0,67 ml
0.5 M Tris-HCl pH: 6,8 1.25 ml
10% SDS 50 pl

HzO 3,05 ml

10% PSA(2) 25 pl
TEMED 5 ul

total 5 ml

Para evitar la inhibición de la polimerización por contacto con
el aire y obtener una interfase recta, luego de verter entre los
vidrios la mezcla del gel separador. se colocó 1 ml de agua. Ocu
rrida la polimerización (20 min a temperatura ambiente), se volcó
el agua y se completó el armado con la mezcla corespondiente al
gel concentrador y el peine elegido.

Las muestras a analizar se colocaron en tubos eppendorf. se com
pletaron con 1 vol. de tampón de siembra (0,02% azul de bromofe
nol, 4%SDS, 10%B-mercaptoetanol, 20%glicerol, en TBS) y se ca
lentaron a ebullición durante 3 min. .

Comotampón de corrida se utilizó una solución 0.1% SDS, 192 mM
glicina, 25 mMTris, pH: 8,3. Las condiciones de migración fue
ron: 20 mA(cc) por gel pequeño (aprox. 45 min a temperatura am
biente) o 35 mA (cc) por gel grande (aprox. 3 h con refrigera
ción).

(1) La solución madre se mantuvo en frascos oscuros a 4°C por un
mes como máximo.

(2) La solución de persulfato de amonio se preparó en el momento.
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Amadgdaselssansnadienie:

Para analizar la reactividad de los sueros con diferentes extrac
tos totales, se emplearon geles grandes en gradiente. En éstos,
la concentración de acrilamida varia en forma continua y lineal
desde la base (15%)hasta el borde superior (7,5%) del gel sepa
rador, obteniéndose una mayor resolución de las bandas de alto y
bajo peso molecular. Se utilizó la cámara y accesorios del sis
tema de Bio Rad (Richmond, CA, USA) "Protean II Multi-gel Casting
Chamber", que permite el armado de hasta 10 geles a la vez, y una
bombaperistáltica para la generación del gradiente.

Se colocaron en la cámara los vidrios y espaciadores usando mem
branas de policarbonato entre los geles para facilitar la sepa
ración de los mismos luego de la polimerización. El volumen total
de la cámara se midió con agua hasta la altura deseada para el
gel separador y se prepararon, por separado 1/2 del vol. de las
mezclas correspondientes a 7,5 y 15%de acrilamida sin el agre
gado de PSA ni TEMED.Ambas mezclas se colocaron en hielo para
disminuir la velocidad de polimerización, y la de 7.5% se dispuso
sobre un agitador magnético para homogeneizar suavemente la solu
ción. Las cánulas de la bombaparistáltica se dispusieron de modo
que la preparación de 15% goteara en la de 7,5%, generando el
gradiente, y que de la mezcla de 7,5% partieran dos cánulas hacia
el orificio de entrada de la cámara, en la base de la‘misma. Una
vez preparado el sistema, se agregaron las cantidades correspon
dientes de PSA y TEMED,se encendió la bomba y la cámara se fue
llenando de abajo hacia arriba hasta completar el volumenespera
do. Inmediatamente se colocó 1 ml de agua sobre cada gel y se de
jó polimerizar a temperatura ambiente. Los geles se conservaron
dentro de la cámara a 4°C durante dos semanas como máximo y se
fueron retirando a medida que se necesitaron. El armado de cada
gel se completó con el agregado del gel concentrador y el peine
elegido.
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Para observar el perfil proteico de las muestras luego de la mi
gración, se incubó el gel en la solución de tinción (0,05%
Coomasie Brillant blue R (Sigma, St. Louis. M0, USA), 45% meta
nol, 10%ácido acético) durante 1 h a temperatura ambiente, con
agitación suave y se destiñió incubando de la misma manera en una
solución 45%metanol, 10% ácido acético, hasta la visualización
de las bandas. Para conservarlo, el gel se colocó sobre un papel
de filtro WhatmanSMM,se cubrió con una lámina de celofán y se
secó utilizando un secador de geles a 80°C durante 1 h.

maemmglmlarr
Se utilizaron marcadores de peso molecular preteñidos, abarcando
dos rangos diferentes:

a) 27.000-180.000 (Prestained kit protein Molecular Weight,
(Sigma, St. Louis, M0, USA)

b) 2.400-46.000 (Rainbow coloured protein Molecular Weight
markers, Amersham, Buckinghamshire. England).

Se prepararon según la indicación de los fabricantes, y se emple
aron 5 pl/calle en los geles pequeños y 10 ul/calle en‘los geles
grandes.

2.9.2)WWW:
La electroforesis bidimensional se realizó siguiendo el protocolo
descrito por O'Farrel (1975). Se utilizaron la cuba y los acceso
rios del sistema “Mini-Protean II 2D Cell" de Bio Rad (Richmond,
CA, USA).
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2.9.2.1) Bumeradimensián:

Los geles para la primera dimensión se prepararon en tubos capi
lares de 1mmde diámetro. Se llenaron 10 capilares a la vez, co
locándolos en un tubo más grande y vertiendo dentro de éste 5 ml
de la siguiente mezcla:

9,2 M urea
4%acrilamida (monómerototal)
0,1% NP-40
2%anfolitos 5-7 (Pharmalyte, Pharmacia, Uppsala, Sweden)
3%anfolitos 3-10 (Pharmalyte, Pharmacia, Uppsala, Sweden)
0,01% PSA

0,1% TEMED

Ocurrida la polimerización, se dispusieron los tubos en la cuba y
se equilibraron durante 15 min con 5 ul de tampón Sl (9,5 Murea,
2%NP40, 5%B-mercaptoetanol, 1,6% anfolitos 5-7, 0,4% anfolitos
3-10)(1). La cuba se completó con los tampones de corrida (C1: 20
mMNaOH, superior y Cz: 100 mMH3PO4, inferior), previamente des
gaseados durante 30 min.

La pre-corrida se realizó aumentandoprogresivamente el voltaje:
10 min a 200 V, 15 min a 300 V y 15 min a 400 V constantes. Las
muestras se sembraron luego de retirar los tampones empleados en
la pre-corrida y completar los tubos y la parte superior de la
cuba con tampón C1. Estas se prepararon mezclándolas con 1 vol.
de tampón S1 y dejándolas 15 min a temperatura ambiente. Cada tu
bo se completó con 20 ul de tampón Sz (9 M urea, 0,02% azul de
bromofenol, 0,8% anfolitos 5-7, 0,2% anfolitos 3-10). La migra
ción se llevó a cabo a 500 V (los primeros 10 min) y a 750 V
constantes durante 4 h.

(1) Para las diferentes siembras se utilizó una jeringa Hamilton.
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Se emplearon marcadores de pI (IEF mix, Sigma, St. Louis, M0,
USA)abarcando un rango de 3,6-9.3. Estos se visualizaron por
tinción con Coomasie-blue (ver 2.9.1).

2.9.2.2) Mundadimensién:

Para la segunda dimensión se prepararon geles de la misma manera
comofue descrito en 2.9.1, colocando un peine preparativo en el
gel concentrador. Luegode la primera migración, se retiró el gel
de cada tubo y se dispuso inmediatamente sobre el gel concentra
dor. El tampón y las condiciones de migración fueron exactamente
las empleadas en 2.9.1. El frente de corrida se visualizó colo
cando unas gotas de azul de bromofenol (0,02%) en el tampón de
migración.

2.10) ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A FILTROS DE NITROCELULO

SA:

Las condiciones de transferencia fueron básicamente las descritas
por Towbin y col. (1979). Se utilizaron los sistemas de Bio Rad
(Richmond, CA, USA) "Mini-Trans Blot Electrophoretic Transfer
Cell" para geles pequeños y "Trans Blot Electrophoretic Transfer
Cell“ para geles grandes.

Previamente al armadodel aparato de transferencia, se recortaron
dos papeles Whatman3MMy un filtro de nitrocelulosa (Hybond-C,
Amersham, Buckinghamshire, England) del tamaño del gel y Junto
con las esponjas se dejaron sumergidos en tampón T (192 mMglici
na, 25 mMTris, 20% metanol, pH: 8,3). Luego de la electrofore
sis, se separó una de las placas de vidrio, se retiró el gel con
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centrador(1) y se levantó el gel separador apoyando sobre el mis
mo uno de los papeles WhatmanSMM.El dispositivo de transferen
cia se armó dentro de otro recipiente conteniendo tampón T. Sobre
la placa plástica "negativa" se colocó una esponja y el papel
Whatman3MMcon el gel hacia arriba. Se lo cubrió con la nitroce
lulosa y se completó el armado con el papel WhatmanSMMrestante,
la otra esponja y la placa plástica "positiva". Se ajustaron am
bas placas entre si y el dispositivo completo se colocó dentro de
la cuba conteniendo tampón T, previamente enfriado a 4°C.

En el caso del sistema para geles pequeños, la transferencia se
llevó a cabo a 150 mAcc, a temperatura ambiente, durante 1 h, y
para geles grandes, a 35 V constantes, a 4°C, durante 12-16 h.

Finalizada la transferencia y verificada a través de los marcado
res preteñidos, se retiró la nitrocelulosa (tomandola precaución
de marcar los límites del gel y el orden de las calles) y se la
sumergió directamente en solución de bloqueo (ver 2.11). Cuando
no se utilizaron los filtros inmediatamente, se los conservó en
tre dos papeles Whatman 3MMa -20°C. incluso durante varios me
ses.

2.11) DETECCION DE PROTEINAS CON ANTICUERPOS:

Las proteinas transferidas a nitrocelulosa se detectaron, en to
dos los casos, siguiendo las indicaciones de los fabricantes del
kit Vecta Stain ABC(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

(1) Debido a su baja concentración de acrilamida, el gel concen
trador suele quedar adherido a la nitrocelulosa luego de la
transferencia. Antes de retirarlo, se marcaron los limites de las
calles haciendo pequeños cortes en el borde superior del gel se
parador.
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Para evitar la unión inespecifica de los anticuerpos a la nitro
celulosa, el filtro se colocó en solución de bloqueo (SB: 2%gli
cina, 4% leche descremada (Molico), en TBS), durante 20 min como
minimo(1). Se retiró la solución anterior y se incubó por 2 h con
el suero, previamente diluido en SB-TW(SB conteniendo 0,05% de
Tween 20). Los anticuerpos no unidos se eliminaron con 3 lavados
de 5 min en TBS-TW.Se agregó el segundo anticuerpo (anti-IgG hu
manatotal, biotinilado, preparado en cabra (kit ABCVecta Stain,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).)), diluido 1:200 en
SB-TWy se incubó por 45 min. Luego de 3 lavados de 5 min en TBS
TW,se colocó el complejo avidina-biotina-peroxidasa, (preparado
30 min antes comosugieren los fabricantes: 2 gotas de A (avidina
DH) + 2 gotas de B (peroxidasa biotinilada) en 10 ml de TBS) y
se incubó por 45 min más. El exceso de complejo se eliminó con 3
lavados de 3 min en TBS. Para el revelado, se agregaron 15 mg de
4-cloro-1-naftol (Merck, Darmstadt, Germany) disueltos en 5 ml de
metanol frío y 8 ul de H202 30 % a 20 ml de 50 mMTris-HCl pH:
6.8. Esta solución se volcó inmediatamente sobre el filtro y se
incubó en la oscuridad hasta la aparición de las bandas (5 a 15
min). La reacción se paró lavando el filtro con agua.

Para la detección de proteinas utilizando anticuerpos inmunopuri
ficados (ver 2.17), se siguió el protocolo descrito sin diluir la
solución de anticuerpos.

Cuandofue necesario competir la reactividad inespecifica de los
sueros contra proteínas de E. coli (por ejemplo, en la detección
de proteinas de fusión), se agregó a la solución del primer anti
cuerpo, 202 de lisado de E. coli Y1089lisógena para thll salva
je preparado comose describe más adelante (ver 2.15).

(1) Todas las incubaciones y lavados se efectuaron a temperatura
ambiente y con agitación, adaptando los volúmenes de cada reacti
vo al número y tamaño de los filtros, de modode mantenerlos
siempre cubiertos y sin superpgnezfig ¿nine si. En los casos en
que fue inevitable usar pequeños volúmenes de suero, las incuba
ciones se realizaron en bolsas plásticas selladas.
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En las experiencias de inhibición, los sueros diluidos en SB-TW
se preincubaron durante 2 h con filtros de nitrocelulosa de 5 cm2
conteniendo el antígeno correspondiente (proteínas de fusión, ex
tracto total de epimastigotes o lisado de E, coli, diluidos en
TBS). Los filtros se prepararon como se indica más adelante
(2.17).

2.12) LISOGENIZACIONDE E. coli Y1089 CONFAGOSthll:

En el presente trabajo se prepararon bacterias lisógenas para el
fago thll salvaje y los fagos recombinanteslgtll-JLS, lgtll-Al
y thll-T31, siguiendo básicamente el protocolo descrito por
Huynh y col. (1985).

Se inoculó una colonia aislada de E. coli Y1089 (crecida en LB
agar-amp) en 3 m1 de LB-amp conteniendo 0,2% de maltosa y se dejó
crecer durante toda la noche a 37°C con agitación. Este cultivo
saturado se diluyó 100 veces en 50 m1 de LB-amp-lO mMMgSO4y se
incubó con agitación a 37°C hasta una D0600 = 0,25. Se infectaron
100 pl de bacterias (aprox. 2 x 107 células) con un volúmen igual
de fagos (108 ufp en SM), durante 30 min a 30°C(1). La mezcla se
diluyó sucesivamente hasta 1:105 y 100 pl de esta dilución final
se rastrilló sobre una placa de LB-agar-amp. Luego de incubar la
placa toda la noche a 30°C, se obtuvieron colonias aisladas cuya
lisogenia se ensayó tomando cada una con un escarbadiente y mar
cando una cruz sobre dos placas de LB-agar-amp (esto se repitió
para 25 colonias aisladas), cuidando de reproducir el esquema de
siembra en ambas. Una de ellas se incubó a 30°C y la otra a 42°C
durante toda la noche. Se consideraron lisógenas aquellas bacte
rias que crecieron a 30°C y no a 42°C (a esta tamperatura se in
duce el ciclo litico del fago debido a la inactivación del repre

(1) La relación fagos/bacterias debe ser aprox. 5/1.
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sor cI. La falta de supresión de la mutación SamlOOprovoca una
acumulaciónde partículas fágicas dentro de la bacteria, inhi
biendo su crecimiento). La frecuencia de lisógenas obtenidas en
las diferentes experiencias varió entre 10 y 50%.Para conservar
las, se estriaron separadamente sobre LB-agar-ampy luego de in
cubarlas toda la noche a 30°C, se las guardó a 4°C. A partir de
algunas colonias aisladas se prepararon cultivos saturados (a
30°C) en LB-amp, se mezclaron con glicerol en volúmenes iguales y
se mantuvieron a -7OOC.

2.13) INDUCCION DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS DE FUSION:

Para obtener altos niveles de expresión de las proteinas de fu
sión a partir de bacterias lisógenas, se emplearon las condicio
nes de incubación propuestas por Hall y col. (1984), en las cua
les la replicación del fago se produce por inactivación del re
presor oI a 42°C y la sintesis de la proteina de fusión se induce
por el agregado de IPTGal sistema. Los cambios de tempertura in
dicados se realizaron utilizando tres agitadores diferentes, ca
librados a 30, 37 y 42°C.

Se inocularon 3 ml de LB-ampcon 30 ul de bacterias lisógenas
(cultivo liquido mantenido en glicerol a -70°C) y se incubó du
rante toda la noche a 30°C. Este cultivo saturado se diluyó 1:100
en LB amp(1) y se dejó crecer a 30°C hasta una DOsoo = 0,4. (En
estas condiciones, el represor cI del fago permanece activo, man
teniendo el estado de lisogenia).

(1) El volumen final del cultivo varió según se indica en los
puntos 2.14, 2.15 y 2.16.
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La inducción de la replicación del fago se produjo incubando a
42°C durante 30 min. (A esta temperatura el represor cI se inac
tiva, permitiendo la replicación del fago. Este se acumula en el
interior de la célula debido a 1a incapacidad de la cepa E. coli
Y1089de suprimir la mutación SamlOO,involucrada en la lisis de
la membranabacteriana).

Luego se agregó IPTG (Sigma, St. Louis, M0, USA) (5 mMIPTG fi
nal, a partir de una solución madre 100 mM)y se incubó a 37°C
por 2 h más. (El IPTGdesplaza al represor del operón lac, permi
tiendo la transcripción a partir del promotor del gen de la B-ga
lactosidasa y dando comoresultado una gran producción de proteí
na de fusión).

2.14) PREPARACION DE EXTRACTOS TOTALES A PARTIR DE CULTIVOS DE

BACTERIAS LISOGENAS:

Para verificar la expresión de las proteínas de fusión se emplea
ron extractos totales de bacterias lisógenas. Estos se prepararon
a partir de 50 ml de cultivos inducidos según 2.13. Las bacterias
se cosecharon por centrifugación a 1.500g x 10 min a temperatura
ambiente y se resuspendieron directamente en 500 ul de tampón de
siembra (ver 2.9.1).

El contenido proteico de las muestras se analizó (5 pl/calle) en
geles pequeños de 7,5% de poliacrilamida teñidos con Coomasie
blue (ver 2.9.1).

2.15) PREPARACIONDE LISADO DE E. coli Y1089 LISOGENA PARA thll
SALVAJE:

El lisado de bacterias E. coli Y1089lisógenas para thll salvaje
utilizado para competir la reactividad inespecífica de los sue
ros, se preparó a partir de 1 l de cultivo inducido según 2.13.
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Las bacterias se centrifugaron a 1.500g x 10 min a temperatura
ambiente, se resuspendieron en 50 ml de TBS y se lisaron por 3
ciclos de congelamiento-descongelamiento (nitrógeno liquido-agua
corriente). El homogenato final se guardó a —20°C.

2.16) PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE FUSION:

La purificación de las proteinas de fusión se realizó a partir de
250 ml de cultivo inducido según 2.13, siguiendo el protocolo
descrito por Hall y col.(1984). Este se basa en la ruptura celu
lar a través de diferentes agentes. la centrifugación diferencial
de los cuerpos de inclusión(1), y la solubilización de las prote
ínas de fusión en 8 Murea.

Las bacterias se concentraron por centrifugación a 1.500g x 10
min a temperatura ambiente, se resuspendieron en 4 ml de TNE(100
mMNaCl. 1 mMEDTA, lb mMTris-HCl, pH: 8,0) y se pasaron a un
tubo resistente a nitrógeno líquido. Manteniendoel tubo siempre
en hielo. se agregaron 4 ml de TNEconteniendo 50%de sacarosa y
luego de 10 min, 8 ml de lisozima (Sigma, St. Louis, M0, USA) 4
mg/ml, preparada en el momento, que se dejó actuar por 15 min
más. La lisis se completó con el agregado de 2 m1 de EDTA0.5 M y
2 ml de NP40 10%, seguido de 1 ciclo de congelamiento-descongela
miento (nitrógeno liquido-agua corriente). Para disminuir la vis
cosidad debida a los ácidos nucleicos, el homogenato se pasó 10
veces por una aguja 21G'. Luego se colocó en un tubo Córex de 30
ml, se centrifugó a 13.000g x 30 min a 4°C. y el precipitado,
conteniendo la proteína de fusión, se resuspendió en 10 ml de 8 M

(1) Generalmente, en E. coli, una gran producción de proteinas de
alto peso molecular. provoca la agregación de las mismas en grá
nulos citoplasmáticos denominados "cuerpos de inclusión" (Mar
ston, 1987).
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urea. Para eliminar las partículas insolubles, esta suspensión se
volvió a centrifugar en las mismascondiciones y el sobrenadante
se guardó, fraccionado, a —2000.

Cada muestra se analizó (5 pl/calle) en geles pequeños de 7,5% de
poliacrilamida, obteniéndose una única banda del peso molecular
esperado. Con este protocolo se obtuvieron entre 2 y 5 mg de pro
teína recombinante por litro de cultivo inducido.

2.17) INMUNOPURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-PROTEINAS DE FUSION:

Los anticuerpos contra las proteínas de fusión fueron inmunose
leccionados a partir de sueros chagásicos siguiendo el método
descrito por Hall y col.(1984). Este se basa en la elución ácida
de los anticuerpos unidos a las proteinas de fusión previamente
inmovilizadas sobre filtros de nitrocelulosa.

La proteina de fusión se inmovilizó sobre nitrocelulosa incubando
un filtro de Hybond-C (Amersham, Buckinghamshire, England) de 5
cm2con 3 ml de proteina recombinante purificada (ver 2.16), du
rante 2 h(1). Se lavó 10 min con TBSpara eliminar el exceso de
proteína. se bloqueó durante 20 min (ver 2.11) y se incubó duran
te toda la noche a 4°C con 5 ml de suero, diluido 1:10 en solu
ción de bloqueo conteniendo 30%de lisado de E. coli Yl089 lisó
gena para lgtll salvaje(2).

(1) Salvo en los casos en que se indica lo contrario. todas las
incubaciones se realizaron a temperatura ambiente y con agitaci
ón.

(2) Para eliminar la reactividad inespecífica de los sueros se
empleó, alternativamente y con igual rendimiento, una preincuba
ción durante 1 h de los 5 ml de suero con un filtro de nitrocelu
losa conteniendo lisado de E. coli Y1089lisógena para thll sal
vaje, diluido 1:3 en TBS e inmovilizado como se indicó para las
proteínas de fusión.
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Los anticuerpos no unidos se removieron con 3 lavados de 10 min
en TES-TW y 2 lavados de 5 min. en 0,15 M NaCl-TW (0,15 M NaCl
conteniendo 0,05% de Tween 20). La elución ácida se llevó a cabo
incubando el filtro durante 30 min con 5 ml de tampón E (0,2 M
glicina, 0,15 M NaCl. 10 ug/ml BSA, 1 mMPMSF (Sigma, St. Louis,
MO,USA), 0,05% Tween 20, pH:2,8). El material eluído se pasó a
un tubo plástico y, manteniéndolo en hielo, se neutralizó
rápidamente con 5 ml de 1 M Tris-HCl pH: 8,0 y 2 m1 de solución
de bloqueo. Esta preparación de anticuerpos se alicuotó en tubos
eppendorf y se guardó a -20°C.

2.18) REACTIVIDAD DE LOS SUEROS CON FAGOS RECOMBINANTES:

Para determinar la reactividad de los sueros contra los diferen
tes fagos recombinantes se utilizó. básicamente. el método
descrito por Mesri (1990).

2.18.1)Emnamciándelasham1asnamlainiemm:

Se inocularon 50 ml de LB-ampcon una colonia aislada de E. coli
Y1090y se dejó crecer durante toda la noche a 37°C con agita
ción. Apartir de este cultivo saturado, las bacterias se cose
charon por centrifugación a 1.500g x 10 min a 4°C, se resuspen
dieron en 8 ml de 10 mMMgSO4(frio y estéril) y se conservaron a
4°C durante 15 dias como máximo.

2.18.2)Qmimienm.indumiándelgsfamsmmmhinamgseinm9;

Si:

Para la formación del césped bacteriano, se mezclaron 500 pl de
bacterias con 3 ml de "top"-agarosa (previamente fundida y man
tenida a 50°C), se sembraron sobre una placa (96 mm)de LB-agar
amp Y se dejaron Crecer a 37°C. Luego de 30 min se retiró la caja
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y se dejó secar abierta, cerca del mechero, durante 10 min. Se
depositaron asimétricamente y en orden, 2 pl de cada preparación
de fagos amplificados (aprox. 1010 ufp/ml) y luego de dejar secar
10 mín, la placa se incubó a 42°C por 40 min (al final de esta e
tapa puede va observarse el comienzode la lisis bacteriana). Por
otro lado, se recortó un filtro de nitrocelulosa (Hybond-C,
Amersham, Buckinghamshire, England), se lo marcó en un extremo,
se lo sumergió en 10 mMIPTG(1). y se lo dejó secar sobre papel
Whatman 3MM.El filtro así preparado se apoyó sobre los fagos
sembrados (haciendo coincidir, por ej., la marca del filtro con
la ubica-ción del fago salvaje) y se incubó la placa a 37°C
(durante esta etapa se produce la inducción de la expresión de la
proteína de fusión, que junto con las proteínas bacterianas y del
fago quedan inmovilizadas sobre el filtro). Luego de 2 h se
retiró el filtro (puedeobservarse lisis confluente en los sitios
de siembra de los fagos), se colocó directamente en solución de
bloqueo y se siguió exactamente el protocolo descrito en 2.11.

2.19) EXPERIENCIAS DE ELISA:

2.19.1)Mmm sintéticas:

Los péptidos R18 (AAAAEEEEDDDMGFGLFD),R13 (EEEDDDMGFGLFD), HI3

(EESDDDMGFGLFD),R7 (MGFGLFD) e IB (EEEDDD) fueron sintetizados
por Neosystem, (Strasbourg, France) a partir de la secuencia ami
noacídica del extremo C-terminal de JLB (Levin y col., 1989) y de
las proteínas ribosomales P1/P2 humanas (Rich y Steitz, 1987).

(1) En nuestro laboratorio obtuvimos idénticos resultados sin ne
cesidad de embeber el filtro en IPTG. Probablemente el nivel ba
sal de producción de la proteina de fusión resulte suficiente pa
ra su detección por este método.



51

Las experiencias de ELISA empleando el péptido C22 (KKEEKKEESEEE
DEDMGFGLFD),fueron realizadas en el laboratorio de la Dra.
Eloisa Bonfa (Servicio de Reumatología, Facultad de Medicina,
USP, Sáo Paulo). Este péptido corresponde a la secuencia de los
22 aminoácidos C-terminales de la proteina ribosomal P2 (e112')
de Artemis salina (Elkon y col., 1986).

2.19.1.1)Reac_tixidaddelgsdifsreniessnsmsmm19&2e2th
dgssiniéiims:

A partir de los péptidos recibidos, se prepararon soluciones ma
dre de 10 mg/ml en tampón carbonato (0,1 Mcarbonato de sodio,
pH: 9,6), se alicuotaron cada 20 ul en tubos eppendorf y se con
servaron a -70°C.

La cantidad óptima para cubrir cada pocillo se determinó constru
yendo una curva (D04so vs. pg de péptido) con 0,125, 0,25, 0,5,
1,0 y 2,0 pg de péptido, obteniéndose una D0490 máxima con 1 pg.
La placa (CEB, Paris, France) se cubrió con 50 ul/pocillo de una
dilución 1:500 de la solución madre en tampón carbonato, se tapó
con celofán y se dejó toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se
volcó el contenido, se lavó 3 veces con PES-TWutilizando una pi
seta y se escurrió golpeando sobre servilletas de papel(1). Para
evitar la unión inespecifica de los anticuerpos a la placa, se
bloqueó con 200 pl/pocillo de PBS-Gdurante 1 h a temperatura am
biente. Luegode lavar y escurrir la placa comoanteriormente, se
colocaron 98 pl de PBS-Gen cada uno de los pocillos de la 1° co
lumna y 50 pl en los restantes. Se depositaron 2 pl de suero en
cada pocillo de la 1° columna (dil. 1:50) y empleando una pipeta
multicanal (Finnpipette Titertek Multichannel Pipet, Labsystems,
Finland), se realizaron diluciones seriadas 1:2 hasta la última
columna. No se colocó suero en los pocillos de la última fila

(1) En todo momentose evitó el secado de la placa.
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(blancos de la reacción). Luego de 2 h a temperatura ambiente, la
placa se lavó y escurrió comoanteriormente y se depositaron 50
pl/pocillo del segundo anticuerpo diluido en PBS-G(1:4.000 en el
caso del conjugado anti-IgG humana-peroxidasa y 121.000 en el ca
so del conjugado anti-Ig total de conejo-peroxidasa, Biosys, Pa
ris, France). La placa se dejó a temperatura ambiente por 1 h
más, y luego de los lavados correspondientes, las Ig unidas se
detectaron colocando 100 pl/pocillo de una solución 0,5 mg/ml OPD
(Sigma, St. Louis, MO, USA)en tampón citrato (50mMcitrato de
sodio, pH: 5,5) conteniendo 0,5 pl/ml de H202 30 %. Se dejó desa
rrollar el color (amarillo) manteniendola placa en la oscuridad
y luego de 10 min se paró la reacción agregando 100 pl/pocillo de
10% SDS. Las D0 se midieron a 490 nm en un lector Dynatech MR5000
y se graficaron (D0490 vs. dil. de suero) sobre papel semiloga
rítmico.mmnmm:
Para comparar los niveles de anticuerpos anti-R13 y anti-R18 pre
sentados por los diferentes sueros, se eligieron las reactivida
des correspondientes a la dilución 12400, debido a que en todos
los casos los valores obtenidos a esta dilución se hallaban sobre
la porción lineal de la curva. La DO490obtenida para cada suero
se dividió por el promedio de las D0490correspondientes a los 4
controles normales colocados en la mismaplaca (N)(1).'Estos va
lores a su vez se promediaron con los obtenidos en las diferentes
experiencias (cada suero se ensayó por lo menospor triplicado en
experiencias independientes). Se consideró positivo aquel suero
cuyo promedio fue mayor o igual que 3N (es decir cuya reactividad
resultó mayor o igual a 3 veces la de los controles normales).

(1) En cada placa se colocaron 4 sueros tomados al azar de una
muestra de 35 individuos sanos. Las reactividades dentro de este
grupo no variaron significativamente.
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La comparación de los niveles de anticuerpos anti-R13 entre los
pacientes chagásicos del Grupo I y los de los Grupos II y III to
madosen conjunto, se realizó aplicando la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney (Mann y Whitney, 1947). Se efectuó un análisis
similar para comparar los niveles de anticuerpos anti-R13 en los
pacientes con y sin miocarditis activa, demostrada por biopsia
endomiocárdica. Se utilizó un programa estadístico por computa
ción (Systad, version 2, 1985, Arizona University. USA).

2.19.1.2) Exneniencias de inhibición:

Se siguió el protocolo descrito en 2.19.1.1 salvo que los sueros,
diluidos 1:100 en PBS-G, se preincubaron durante 2 h a temperatu
ra ambiente con cantidades crecientes de péptido sintético. Como
control negativo de la inhibición se utilizó un péptido de 13 aa
(AEAALVKMALMKV)correspondiente a una proteina de ¡Hasmodium fal
ciparum cedido gentilmente por el Dr. G. Langsley (Unité de Para
sitologie Experimental, Institut Pasteur. Paris) y cuya secuencia
aminoacídica no presenta ninguna homologia con R13 ni R18. Los
datos obtenidos se expresaron comoporcentajes de inhibición con
respecto a la reactividad del mismosuero sin competir y se gra
ficaron sobre papel milimetrado (%de inhibición vs. ug de pép
tido).

2.19.2)neierminacióndeltijulgannwstetaldelgsdi;
fmniessuems:

Se utilizó comoantígeno un extracto total de tripomastigotes
(cepa CL) preparado según 2.4.1 y diluido en tampón KK: (50 mM
K2HPO4/KH2PO4,pH:8,0) de modo de obtener una solución 5 HS/ml.
Cada pocillo se cubrió con 50 ul (0,25 ng) de esta solución y se
siguió exactamente el protocolo descrito en 2.19.1.1.
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Se consideraron positivos los sueros cuyas reactividades a lo
largo de la porción lineal de la curva fueron mayores o iguales a
3 veces el promedio, para cada dilución, de los 4 controles nor
males colocados en la mismaplaca. El titulo se determinó a par
tir de cada curva comola inversa de la dilución a la cual se ob
tuvo el 50%de la DO490máxima. Cada suero se ensayó por tripli
cado en experimentos independientes y los títulos obtenidos en
cada uno se promediaron.

2.19.3)Qe1erminaaiándslmfilimm1mdelasmsmmfian;mimmmmmmimmm:
2.19.3.1)Caninoldelaesmificidaddelgsanticuemsmmglt

nalssemaleadgsz

La especificidad de la reacción de cada anticuerpo monoclonal
contra los diferentes isotipos de inmunoglobulinas (IgG) humanas
se ensayó utilizando anticuerpos de referencia (IgGl, IgG2, IgG3,
e IgG4 humanas), gentilmente cedidos para este estudio por los
Dres. Preud'Hommey Aucouturier (URACNRS,Pointiers, France).

Cada pooillo se cubrió con 200 ng de cada uno de los anticuerpos
de referencia diluidos en tampón KKz. Se siguió exactamente el
protocolo descrito en 2.19.1.1 empleando como 1° anticuerpo cada
uno de los monoclonales anti-isotipo (anti-IgGl, IgG2,'IgG3, IgG4
humanas, Oxoid, Hampshire, England), diluidos 1:1.000 en PBS-G.
Las inmunoglobulinas unidas se detectaron incubando durante 1 h a
temperatura ambiente con 50 pl/pocillo de una dilución 1:500 de
conjugado anti-IgG de ratón-peroxidasa (Biosys, Paris, France)
seguido del revelado ya descrito.
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2.19.3.2)Determinaciándeladistuhuciándesnbclamdalgs
antiguamsugmanttfllixantiiflüensuemsdeWWMM:

Se siguió exactamente el protocolo descrito en 2.19.1.1, emplean
do en este caso 2 ug de péptido/pocillo (la cantidad de antígeno
de T. cruai fue la misma que en 2.19.2). Luego de la incubación
con los sueros humanos, se agregaron 50 pl/pocillo de una dilu
ción 1:1.000 en PBS-Gde cada uno de los anticuerpos anti-isotipo
y se dejó la placa a temperatura ambiente durante 1 h. Las inmu
noglobulinas unidas se detectaron comose indicó en 2.19.3.1.

AnálisisdalgsdaLer

Las inmunoglobulinas humanas correspondientes a cada suero fueron
más o menos reconocidas por el 39 anticuerpo utilizado para de
tectar los anticuerpos anti-isotipo. Este nivel basal fue restado
de la D0490obtenida para cada isotipo. La reactividad de los
sueros (dil. 12100) para cada subclase se expresó en porcentajes
tomando como 100% la suma de las DO490correspondientes a cada u
no de los 4 isotipos. Estos porcentajes se promediaron con los
obtenidos en una segunda experiencia independiente.

2.19.4)Reactilidaddalgssuamscgnmlasnmginasdemm:

2.19.4.1)Rsactilidaddslgssnamscgntralasnnojainasmggmhi;
nanteleLAlzIïu:

Se empleó comoantígeno las proteinas de fusión obtenidas en 2.
16. La cantidad óptima para cubrir cada pocillo se determinó a
través de una curva con 25, 50, 100, 200 y 400 ng de proteína,
obteniéndose una D0490 máxima con 200 ng. Se siguió el protocolo
descrito en 2.19.1.1, salvo que en la 1° columna se depositaron
100 pl de suero previamente diluido 1:500 en PBS-G. Las restantes



56

diluciones (1:1000 y 1:2000) se obtuvieron por dilución seriada
1:2 utilizando una pipeta multicanal (Finnpipette Titertek Multi
channel Pipet, Labsystems, Finland).

El mayor problema para determinar las mejores condiciones de me
dición de la reactividad contra las proteinas de fusión, fue la
alta actividad inepeoífica que presentaron los sueros, tanto de
pacientes chagásicos comode controles normales, contra la B-ga
laotosidasa y las pequeñas cantidades de proteinas bacterianas y
del fago copurificadas con la proteina de fusión. Se decidió en
sayar dos métodospara detectar la reactividad específica de los
sueros:

a)&uslmcgiándelasreac_tiïidadescgntmlam1nadefnsián
xlastalacmsidasanuLa:

Cada pocillo se cubrió con 50 pl de una solución 4 ug/ml de pro
teina de fusión (filas impares) o de B-galaotosidasa pura (Sigma,
St. Louis, M0, USA, filas pares) en tampón carbonato. Se siguió
el protocolo descrito y la reactividad específica para cada dilu
ción de suero se determinó restando las D0490obtenidas entre am
bos antígenos.

b)hmfiicündelaneacïifldadinesmificamnunefimflndammmemmz
La cantidad de extacto necesario para competir la inespecificidad
de los sueros se determinó preincubando, durante 2 h a temperatu
ra ambiente, 1 ml de la dilución 1:500 de cada suero con cantida
des crecientes del extracto (preparado a partir de un cultivo de
E. coli Y1089 lisógena para lgtll salvaje inducido según 2.14),
obteniéndose una inhibición máximay constante a partir de 0,1 ug
de extracto.
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Para comprobarque en estas condiciones la inhibición de la reac
tividad inespecifica era total, los sueros competidos se ensaya
ron sobre 200 ng/pocillo de extracto salvaje, observándose una
reactividad remanente del 10-20%, dependiendo del suero (ésta se
mantuvo aún compitiendo con mayores cantidades de extracto v/o
aumentandoel tiempo de preincubación). Por lo tanto, se decidió
cubrir la placa con 200 ng/pocillo de proteína de fusión (filas
impares) y 200 ng/pocillo de extracto salvaje (filas pares), y
restar, para cada una de las diluciones de suero competido, las
D0490obtenidas entre ambos antígenos. Para comparar los datos
obtenidos, se eligió la dilución 1:1000, siguiendo los criterios
establecidos en 2.19.1.1.

2.19.4.2)Reac_tixidaddelgssuemscgntnalanm_t_einaremmhi;
nanteEZhumana:

La proteina de fusión lgtll-proteina ribosomal P2 humanaempleada
en este ensayo fue cedida por la Dra. Eloisa Bonfá (Servicio de
Reumatología, Facultad de Medicina, USP, Sáo Paulo). Se siguió el
protocolo descrito en 2.19.4.1, salvo que los sueros se ensayaron
diluidos 1:200. Estos se compitieron con 0,1 ug/ml de extracto de
E. coli Y1089lisógena para thll salvaje.

2.19.5) Detención de autoantiguemgsr

Los niveles de anticuerpos anti-ADNnativo, anti-ADNdesnaturali
zado, anti-actina, anti-miosina y anti-tubulina, presentes en
sueros chagásicos crónicos, se midieron en el laboratorio del Dr.
G. Dighiero (Unité d'Immunohemathologie et Immunopathologie, In
stitut Pasteur, Paris).

La actina, miosina y tubulina fueron purificadas en dicho labora
torio a partir de músculo (actina y miosina) y cerebro (tubulina)
de ratones BALB/c(Dighiero y col., 1985). Cada pocillo se cubrió
con 1 ug de cada antígeno diluido en tampón carbonato. El ADNna
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tivo (tipo I, timo de ternera, Sigma, St. Louis, M0, USA)se di
solvió en tampón citrato (100 pg/ml) y cada pocillo se cubrió con
100 pl de esta solución. El ADNdesnaturalizado se preparó a par
tir del anterior, calentando a 100°Cdurante 10 min y enfriando
rápidamente en hielo.

La reactividad de los sueros contra estos antígenos se determinó
siguiendo el protocolo ya descrito (ver 2.19.1.1). Los sueros se
emplearon diluidos 1:200.



3 - RESULTADOS
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3.1) REACTIVIDAD DE LOS SUEROS CHAGASICOS CRONICOS CON DIFERENTES

TEJIDOS DE MAMIFERO (MODELOS HETEROLOGOS):

Comose mencionó en la introducción, varios trabajos demostraron
la existencia de anticuerpos contra tejidos heterólogos en sueros
chagásicos crónicos. Conel objetivo de identificar alguno de los
antígenos de mamífero reconocidos por dichos sueros, se realizó
una primera serie de experiencias empleandoextractos totales de
corazón de perro y de diferentes tejidos de ratón.

3.1.1)H.est_ernh19;tc_qntejidgsdecgnazándep_erm=

Se ensayó la reactividad de 12 sueros chagásicos crónicos (P1,
P3, P4, P5, P8, P9, P10, P11, EC, EG, MQy WL) contra endocardio,
miocardio y fibras de Purkinje de corazón de perro. Sólo 2 sueros
(P4 y EC) presentaron un perfil diferente al suero normal emple
ado comocontrol. Estas bandas adicionales correspondieron a po
lipéptidos de aprox. 35 kDa de endocardio y miocardio (fig. 1).

3.1.2)Hasiernhloicgnmiidgademr

Se emplearon extractos totales preparados a partir de corazón.
músculo esquelético, cerebro e hígado de ratones BALB/c. Como se
observa en la fig. 2, A, además de las bandas reveladas por el
suero normal, el suero chagásico WLreconoció varias proteínas en
cada uno de los extractos. En particular, la preincubación de es
te suero con un filtro de nitrocelulosa conteniendo extracto to
tal de epimastigotes de T. cruzi, anuló la reacción con el poli
péptido de 100 kDa de corazón. Comocontrol negativo de la inhi
bición. se utilizó un filtro con lisado de E. coli (fis. 2, B).



inutil:
Reacción de los sueros chagásicos con extractos de corazón de pe
rro. Las muestras (40 ug/calle) se separaron por electroforesis
en geles pequeños de poliacrilamida (gradiente 7,5-152), se
transfirieron a nitrocelulosa y se enfrentaron con los sueros
chagásicos P4 (1) y EC (2), y con un suero normal (3). Los sueros
se emplearon dil. 1:200. E: endocardio, M: miocardio y P: fibras'
de Purkinje.



A

m2:
Reactividad de los sueros chagásicos con diferentes tejidos de
ratón, analizada por Western blot. Los extractos proteicos (70
pg/calle) se separaron por electroforesis en geles grandes de po
liacrilamida (gradiente 7,5-15%). Los sueros se emplearon dil.
1:200. (A): reacción del suero chagásico WL(1) y de un suero
normal (2) con los diferentes tejidos murinos, y (B): reactividad
anti-corazón del suero chagásico WL,preincubado con 500 ug de
lisado de E, coli (1) y con 50 pg de extracto total de epimasti
gotes (2). H: hígado, C: cerebro, M: músculo esquelético y Co:
corazón.
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Estas experiencias demostraron la capacidad de los sueros chagá
sicos crónicos de reaccionar con proteínas de tejidos de perro y
de ratón. Sin embargo, la limitación de este enfoque reside en la
naturaleza heteróloga del sistema. Si bien algunos sueros chagá
sicos reaccionaron con estos extractos, también lo hicieron los
sueros normales, mostrando una elevada reactividad heteróloga in
dependiente de la infección chagásica. Estos resultados, junto
con algunos datos de la literatura sobre el carácter heterófilo
de ciertos autoanticuerpos, nos llevaron a trabajar con otros
sistemas.

3.2) DETECCION DE AUTOANTICUERPOS EN PACIENTES CHAGASICOS CRONI

COS POR TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES:

Algunas experiencias realizadas en nuestro laboratorio demostra
ron la fuerte reactividad de los sueros chagásicos crónicos con
tra la proteina recombinante JL5. La secuencia de la región C
terminal de este polipéptido presenta una alta homología con la
mismaregión de las proteinas ribosomales P humanas, definida co
mo "epitope P" en lupus eritematoso sistémico. Comolos anticuer
pos anti-P son marcadores de lupus, se decidió estudiar en sueros
de pacientes chagásicos la presencia de otros autoanticuerpos
marcadores de enfermedades autoinmunes. Por lo tanto, los sueros
se ensayaron por técnicas empleadas en el diagnóstico-de rutina
de enfermedades autoinmunes: ELISApara la detección de anticuer
pos anti-ADNy anti-proteínas del citoesqueleto, Western blot con
diferentes tejidos de mamífero, inmunofluorescencia indirecta so
bre células HEp2 y contrainmunoelectroforesis para la detección
de anticuerpos anti-La, anti-Ro, anti-RNP y anti-8m.
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3.2.1)mas autoanticuerposmELIfiAz

La presencia en sueros de pacientes chagásicos crónicos de anti
cuerpos anti-ADN nativo (ADNn), anti-ADN desnaturalizado (ADNd),
anti-actina, anti-miosina y anti-tubulina, se analizó por ELISA,
empleandolos antígenos y controles utilizados en el diagnóstico
de rutina de enfermedades autoinmunes.

En las tablas II y III (Ap. I) se muestran los resultados obteni
dos para 33 pacientes chagásicos crónicos y 10 pacientes con en
fermedades autoinmunes, respectivamente. Comocontroles se colo
caron en la misma placa 10 sueros de individuos sanos negativos
para la reactividad contra estos antígenos. Los sueros de los pa
cientes LESZ y AR2se emplearon como controles positivos en la
detección de anticuerpos anti-ADNy anti-proteínas del citoesque
leto respectivamente (ver tabla III, Ap. I). El 36,4%de los sue
ros fue positivo para la reacción contra ADNn,el 30,3% contra
ADNd,el 63,6% contra actina, el 33,3% contra miosina y el 66,7%
contra tubulina (fig. 3).

La correlación entre los niveles de autoanticuerpos obtenidos y
los titulos de anticuerpos anti-T. cruzi para cada paciente fue
nula: r: -0,18 para ADNn;r: -0,16 para ADNd;r: -0,05 para ac
tina; r: -0,20 para miosina y r: +0,15 para tubulina.

Conrespecto a la asociación entre los datos serológicos y las
diferentes formas de la enfermedad, los niveles de autoanticuer
pos presentados por los pacientes con cardiopatía severa (grupo
I) fueron semejantes a los obtenidos por los pacientes con car
diopatía moderada (grupo II) y preclinica (grupo III) tomados en
conjunto. Por otra parte, los niveles de autoanticuerpos detec
tados en pacientes con o sin miocarditis fueron similares (tabla
IV, Ap. I).
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Eisuraa:
Reactividades anti-ADN,antí-actina, anti-miosina y anti-tubulina
de 33 sueros chagásicos crónicos, medidas por ELISA. Los sueros
se ensayaron dil. 12200 y los datos obtenidos se expresaron como
n veces la DO490promedio de 10 controles sanos (N). Se conside
raron positivos los valores mayores o iguales a BN(líneas hori
zontales). '
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3.2.2)mmmmmmmammmm:
Empleandola técnica de Western Blot se estudió la reactividad de
los sueros de pacientes chagásicos crónicos contra diferentes ex
tractos (músculo esquelético y miocardio humano, células HeLa,
bazo de perro y timo de ternera), preparados según se indicó en
2.5. Para abarcar el mayor rango posible de proteínas analizadas,
se utilizaron geles grandes en gradiente (7,5-15%de poliacrila
mida).

De los sueros estudiados, el 64%(9/14) reaccionó con músculo es
quelético humano, el 30% (3/10) con timo de ternera, el 71% (10/
14) con células HeLa (extracto nuclear), el 62%(8/13) con bazo
de perro y el 49% (6/14) lo hizo con miocardio humano (tabla V,
Ap. I). En promedio, los sueros positivos reconocieron 1-2 bandas
en cada extracto. Los sueros de 5 individuos sanos utilizados co
mocontrol no presentaron reactividad con dichas preparaciones.
Las fig. 4, 5 y 6 muestran los perfiles obtenidos para 4 sueros
chagásicos crónicos con las diferentes preparaciones, incluyendo
un extracto total de T. cruzi. El suero lúpico utilizado como
control reveló la presencia de la proteina La (uno de los autoan
tígenos descritos para lupus eritematoso sistémico) en los ex
tractos de células HeLa, de timo de ternera y de bazo de perro
(43-50 Kd).

Comopuede observarse, el patrón de bandas obtenido fue diferente
para cada uno de los sueros empleados y ninguno presentó reacti
vidad con proteínas de peso molecular semejante a las detectadas
por los pacientes con lupus (La: 43-50 kDa; Ro: 57 kDa; RNP: 68
kDa; P: 38 y 16-18 kDa y Sm: 25-26 y 18-19 kDa). Lo mismo se ob
servó cuando se ensayaron los sueros chagásicos restantes.
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fisuras:
Reacción de los sueros chagásicos con proteinas de T. cruzi y de
células HeLa, analizada por Western blot. Los extractos proteicos
(70 pg/calle) se separaron por electroforesis en geles grandes de
poliacrilamida (gradiente 7,5-15%). (a): reacción de los sueros
(1:500) con proteínas totales de epimastigotes y (b): reacción de
los sueros (12200) con un extracto nuclear de células HeLa. Las
calles 1-4 corresponden a los sueros chagásicos MQ,P5, P4 y P11,
respectivamente, y la calle 5, a un suero lúpico anti-La+. m:
marcadores de PM.
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Eiguraí:
Reactividad de los sueros chagásicos con extractos totales de ti
mode ternera (a) y de músculo esquelético humano (b), analizada
por Western blot. Los extractos (70 ug/oalle) se separaron por e
lectroforesis en geles grandes de poliacrilamida (gradiente 7,5
15%). Los sueros se ensayaron dil. 1:200. Las calles 1-4 corres
ponden a los sueros chagásicos MQ,P5, P4 y P11, respectivamente,
y la calle 5, a un suero lúpico anti-La+. m: marcadores de PM;
(*): bandas diferentes a las detectadas por los sueros normales.
La flecha (50 kDa) indica la posición de la cadena pesada de las
IgG humanas, revelada por el segundo anticuerpo.
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Eigunafi:

Reacción de los sueros chagásicos con proteinas de bazo de perro
y corazón humano, analizada por Western blot. Los extractos pro
teicos (70 pg/calle) se separaron por electroforesis en geles
grandes de poliacrilamida (gradiente 7,5-15%). Los sueros se en
sayaron dil. 1:200 (MQ,P8, P4 y P11 corresponden a sueros chagá
sicos; LES, a un suero anti-La+ y N a un suero normal). B: bazo
de perro y C: corazón humano. m: marcadores de PM. Las flechas
(25 y 50 kDa) indican la posición de las cadenas liviana y pesada
de las IgG humanas, revelada por el segundo anticuerpo.



6932.3)anme
siseinmungflugmmngiaindimfia:

Se analizó la presencia de anticuerpos anti-La, anti-Ro, anti-8m
y anti-RNP por contrainmunoelectroforesis en 33 sueros chagásicos
crónicos. Se emplearon comofuente de antígeno extractos de timo
de ternera y bazo de perro. Los antígenos y controles fueron los
utilizados en el diagnóstico de rutina para enfermedades autoin
munes .

Ningúnsuero chagásico estudiado presentó líneas de precipitación
comparables a las obtenidas para los controles positivos.

Igual resultado se obtuvo cuando los mismos sueros se ensayaron
por inmunofluorescencia indirecta utilizando células HEp2 como
sustrato. Ningúnsuero chagásico presentó patrones de fluorescen
cia característicos de las enfermedades autoinmunes, aunque algu
nos de ellos reaccionaron en forma muydébil, probablemente con
proteínas del citoesqueleto, mostrando un patrón de tipo fibri
lar.

En la tabla VI (Ap. I) se muestran los resultados obtenidos en
ambas experiencias para 8 sueros lúpicos empleados como contro
les.

Analizados en conjunto, estos resultados muestran la existencia
de autoanticuerpos en la enfermedad de Chagas crónica, detecta
bles por las técnicas de Western blot y ELISA.Las especificida
des de estos anticuerpos son claramente diferentes a las descri
tas en lupus y otras enfermedades autoinmunes. Sorprendentemente,
cuando los sueros chagásicos se enfrentaron con diferentes teji
dos de mamífero y células HEpZ,ninguno de ellos mostró el perfil
de reacción esperado para un suero anti-P+. Debido a la falta de
correlación entre estos resultados y los altos niveles de anti
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cuerpos anti-JL5 presentados por dichos sueros, se decidió inves
tigar en profundidad: 1) la identidad de JL5 comoparte de una
proteína ribosomal P de T. cruzi, 2) la capacidad de los sueros
chagásicos de reaccionar con proteínas ribosomales P humanasy 3)
la respuesta humoral anti-JLS en los pacientes chagásicos y en
particular, la respuesta humoral contra el extremo C-terminal de
esta proteína recombinante.

3.3) IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALESP DE T. cruzi

EMPLEANDO ANTICUERPOS HUMANOS

Para probar que efectivamente el clon JL5 codificaba para una
proteina ribosomal P del parásito. se ensayó por Western Blot la
reactividad de diferentes preparaciones de anticuerpos y sueros
contra ribosomas aislados de T. cruzi.

La fig. 7, A muestra la reacción de 4 sueros chagásicos crónicos
con un gran número de proteínas ribosomales del parásito. Sin em
bargo, los anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a partir de los
mismossueros reconocieron sólo 3 ó 4 polipéptidos, correspon
dientes a 38. 19, 15 y 14 kDa. (fig. 7, B). Los anticuerpos anti
JL5 no reaccionaron con las restantes fracciones celulares obte
nidas durante la preparación de ribosomas (pellet post-mitocon
drial y sobrenadante post-ribosomal).

La identidad de las bandas detectadas por los anticuerpos anti
JL5 se confirmó por comparación con las bandas reveladas por un
suero lúpico anti-P +, marcador de proteínas ribosomales P. Este
reaccionó con las proteínas de bajo peso molecular, 19, 14 y 15
kDa, reveladas también por los anticuerpos anti-JL5 (fig. 7, C.
calle 2). El control positivo de esta experiencia fue la reacción
de este suero lúpico con las proteinas ribosomales P humanas
(fig. 7, C, calle 1).
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Eiguralr
Reacción de sueros humanos con proteinas ribosomales de T. cruzi
y humanas, analizada por Western blot. Las proteínas ribosomales
de células HeLay de epimastigotes (30 ug/calle) se separaron por
electroforesis en geles pequeños de 15%de poliacrilamida. (A):
reactividad de diferentes sueros chagásicos crónicos (DP, FC,
P10 y MQ,dil. 1:500) con ribosomas de T. cruzi (calles 1-4).
(B): reactividad de los anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a
partir de los sueros empleados en (A), con ribosomas de T. cruzi
(calles 1-4); (C): reactividad de un suero lúpico anti-P+ (dil.
1:200) con ribosomas de células HeLa (calle l) y con ribosomas de
T. cruzi (calle 2).
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Para completar la caracterización del sistema P de T. cruzi, este
suero lúpico se confrontó con las proteinas ribosomales del pará
sito separadas por electroforesis bidimensional y transferidas a
filtros de nitrocelulosa. Comose observa en la fig. 8, el doble
te de 15-14 kDa reconocido en la experiencia anterior (separación
unidimensional), se resolvió en 2 manchas principales y 3 ó 4 de
menor intensidad, mientras que la de 19 kDa se reveló como una
mancha única. Los polipéptidos se ubicaron en el rango de pI= 5,3
-5,7, siendo la proteina de 14 kDa más ácida que las de 15 y 19
kDa.

Estas experiencias permitieron confirmar: 1) la existencia de un
sistema de proteínas ribosomales P en T. cruzi, compuesto por un
doblete de 14-15 kDa (pI: 5,3 y 5,7, respectivamente) y los poli
péptidos de 19 (pI= 5.7) y 38 kDa, y 2) la similitud de la reac
tividad de Ïbs anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a partir de
sueros chagásicos crónicos y de los anticuerpos anti-P de sueros
lúpicos (a pesar de no reconocer estos últimos la p38 de T.
cruzi).

3.4) IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALESP DE T. cruzi

EMPLEANDO UN SUERO POLICLONAL ANTI-JL5 DE CONEJO:

Para corroborar la identidad de la proteína JL5 como ‘componente
del sistema ribosomal P de T. cruzi, se preparó un suero policlo
nal anti-JL5 en conejo. Este se utilizó en experiencias de inmu
nofluorescencia sobre tripomastigotes y de Western Blot con ribo
somasdel parásito.
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Análisis del sistema ribosomal P de T. cruzi por electroforesis
bidimensional. Las proteinas ribosomales de epimastigotes (30 pg)
se separaron primero en un gradiente de anfolitos (pI=3-10) y
luego en geles pequeños de 15%de poliacrilamida centeniendo SDS.
Despuésde la electroforesis, se transfirieron a nitrocelulosa y
se enfrentaron con un suero lúpico anti-P+ (dil. 1:200). (A): re
acción del suero lúpico con las proteinas ribosomales del parási
to separadas por electroforesis unidimensional y (B): reacción
del suero lúpico con las proteínas ribosomales del parásito sepa
radas por electroforesis bidimensional.
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La inmunofluorescencia sobre tripomastigotes mostró el patrón de
manchasesperado para proteínas ribosomales, es decir, citoplas
mático (fig. 9, A), mientras que el suero hiperinmune (anti-T.
cruzi) reaccionó con toda la célula y en particular con el núcleo
(fig. 9, B). El suero preinmune no reaccionó con los tripomasti
gotes (no se muestra en la figura).

En experiencias de Western Blot con ribosomas del parásito el
suero policlonal anti-JL5 reaccionó exclusivamente con el doblete
de 14-15 kDa (fig. 10, calle 2), reconocido también por los anti
cuerpos anti-JL5 de sueros de pacientes chagásicos crónicos (fig.
10, calle 1). En la calle 3 de la mismafig., se muestra la falta
de reactividad del suero preinmune con las proteinas ribosomales
del parásito.

Estos resultados demostraron la localización citoplasmática de
las proteínas reconocidas por los anticuerpos anti-JL5. Además,
confirmaron que la secuencia de JL5 forma parte de alguna de las
proteínas ribosomales P del doblete de 15-14 kDa de T. cruzi. La
caracterización de la reactividad anti-JL5 de este suero policlo
nal se analiza más adelante (3.10).

3.5) REACCION CRUZADADE LOS ANTICUERPOS ANTI-JL5 INMUNOPURIFI

CADOS A PARTIR DE SUEROS CHAGASICOS CON LAS PROTEÏNAS RIBO

SOMALES P HUMANAS:

La capacidad de los sueros chagásicos crónicos de reconocer pro
teinas ribosomales P humanas, se ensayó por Western Blot utili
zando ribosomas aislados de células HeLay proteinas recombinan
tes purificadas correspondientes a las proteinas ribosomales P1 y
P2 humanas. Por otra parte, se midieron por ELISAlos niveles sé
ricos de anticuerpos anti-proteínas ribosomales P humanas. La ba
se antigénica de este ensayo fue la proteina de fusión P2 humana.



Rima:
Localización celular del antígeno JL5 en T. cruzi. Reacción por
inmunofluorescencia del suero policlonal de conejo anti—JL5 (A) y
anti-T. cruzi (B) con tripomastigotes. Los sueros se emplearon
dil. 1:40.
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Eiguram:
Reacción del suero policlonal anti-JLS de conejo con ribosomas de
T. cruzi. Las proteinas ribosomales de epimastigotes (30 pg/ca
lle) se separaron por electroforesis en geles pequeños de 15% de
poliacrilamida, se transfirieron a nitrocelulosa y se enfrentaron
con: (1): anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a partir del
suero del paciente chagásico MS; (2): suero policlonal anti-JLS
de conejo (dil. 12100) y (3): suero preinmune de conejo (dil.
1:100).



3.5.1) Exneriengiaa de Eastern 3191:

A pesar de la homología encontrada entre las regiones C-termina
les de JL5 y las proteínas ribosomales P humanas, los sueros cha
gásicos, diluidos 1:100, no mostraron reacción alguna con los ri
bosomas humanos ni con las proteínas de fusión (no se muestra).
Sin embargo esta reacción fue positiva cuando se emplearon anti
cuerpos anti-JL5 concentrados por inmunoafinidad a partir de es
tos sueros.

En experiencias con ribosomas de células HeLa, los anticuerpos
anti-JL5 reconocieron una banda de 17 kDa del sistema ribosomal P
humano(fig. 11, calle 2). La identidad de este polipéptido como
componente del sistema ribosomal P quedó demostrada en la calle 1
(fig. 11), donde se muestra el perfil de reacción de un suero
lúpico anti-P+ con la mismapreparación de ribosomas. La reacción
de los anticuerpos anti-JL5 de los sueros chagásicos fue comple
tamente inhibida cuando los mismos anticuerpos se preincubaron
con la proteína de fusión A1 (fig. 11, calle 3).

Además, los anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a partir de
sueros chagásicos reaccionaron con las proteínas de fusión P1 y
P2 humanas. Esta reacción fue más débil que la obtenida con la
proteina de fusión JL5 (fig. 12, B). Comoera de esperar, el sue
ro lúpico reconoció las proteínas P humanas y, confirmando los
resultados obtenidos anteriormente en el laboratorio (Levin y
col., 1989), reaccionó con la proteína recombinante JL5 (fig. 12,
A). Ni los anticuerpos anti-JL5 ni el suero lúpico reconocieron a
la B-galactosidasa pura, probando la especificidad de la reac
ción.
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figuran:
Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-JL5 de sueros chagá
sicos crónicos con proteinas ribosomales humanas. Las proteinas
ribosomales de células HeLa(30 ug/calle) se separaron por elec
troforesis en geles pequeños de 15%de poliacrilamida, se trans
firieron a nitrocelulosa y se enfrentaron con: (1): suero lúpico
anti-P+ (dil. 1:200); (2): anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados
a partir del suero chagásico P10 y (3): anticuerpos anti-JL5 in
munopurificados a partir del suero chagásico P10, preincubados
con 1a proteína de fusión A1 (AEEEEDDDMGFGLFD).
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figuran:
Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-JL5 de sueros chagá
sicos crónicos con las proteínas reoombinantes P1 y P2 humanas.
Las proteínas de fusión purificadas (2 pg/calle) se separaron por
electroforesis en geles pequeños de 7,5% de poliacrilamida y se
transfirieron a filtros de nitrocelulosa. (A): reacción de un
suero lúpico anti-P+ (dil. 1:200) y (B): reacción de los anti
cuerpos anti-JL5 preparados a partir del suero chagásico P10. WT:
B-galactosidasa purificada de bacterias E. coli Y1089 lisógenas
para lgtll salvaje; Pl: proteína recombinantepurificada de bac
terias E. coli Y1089lisógenas para lgtll-Pl humana;P2: proteína
recombinante purificada de bacterias E. coli Y1089lisógenas para
lgtll-PZ humanay JL5: proteína recombinante purificada de bacte
rias E. coli Y1089lisógenas para lgtll-JLS. La flecha (116 kDa)
indica la posición de la B-galactosidasa.
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3.5.2) Exneriengias de ELIfiA:

La reactividad de 8 sueros chagásicos crónicos contra la proteína
ribosomal P2 humana se probó también por ELISA.

La fig. 13 muestra los valores obtenidos para estos sueros. Como
controles, se colocaron en la mismaplaca 3 sueros de individuos
normales y uno lúpico anti-P+. Los niveles de anticuerpos anti-P
presentados por los sueros chagásicos fueron significativamente
más altos que los obtenidos para los controles normales (ver dil.
1:50). Ningún suero presentó niveles tan elevados comolos del
suero lúpico.

En su conjunto, estos resultados demostraron la capacidad de los
anticuerpos anti-JL5 presentes en sueros chagásicos crónicos de
reaccionar en forma cruzada con proteínas ribosomales P humanas.
Comoesta reacción fue completamente inhibida por A1 (fig. 11,
calle 3), se concluye que son los anticuerpos definidos por los
15 aa C-terminales de JL5 los involucrados en esta autorreactivi
dad.

3.6) REACCION CRUZADACON PROTEINAS RIBOSOMALES P DE Leishmania

5p.:

La fig. 14, calle 2, muestra la reactividad de los anticuerpos
anti-JL5 con proteínas ribosomales de Leishmania major. A pesar
de la baja intensidad de esta reacción, en comparación con la de
los mismos anticuerpos con ribosomas de T. cruzi (fig. 14. calle
1), las bandas reveladas correspondieron a los PMdel sistema ri
bosomal P, indicando la existencia de epitopes conservados entre
las proteínas ribosomales P de ambas especies.
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Eiguzali:
Reacción cruzada de los sueros chagásicos con la proteina recom
binante P2 humana, medida por ELISA. Las barras corresponden a la
reactividad (D0490)presentada por cada suero a diferentes dilu
ciones (1/50, 1/100 y 1/200). Para facilitar la interpretación,
los resultados se presentaron en dos histogramas, A y B. En am
bos, los sueros controles lúpico anti-P+ (LES) y normales (N) son
los mismos. Por el contrario, los sueros chagásicos (CH) repre
sentados en A y en B son diferentes.
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Eignralá:
Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-JLS de sueros de pa
cientes chagásicos con proteínas ribosomales de Leísbmania major.
Las proteínas ribosomales (30 ug/calle) de T. cruzi (calle 1) y
de Leishmania major (calle 2) se separaron por electroforesis en
geles pequeños de 15%de poliacrilamida, se transfirieron a ni
trocelulosa y se enfrentaron con los anticuerpos anti-JL5 inmuno
purificados a partir del suero chagásico MS.
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3.7) ANALISIS DE LAS ACTIVIDADES ANTI-R13 Y ANTI-T. cruzi PRESEN
TADAS POR DIFERENTES SUEROS HUMANOS:

Dada la importancia de los 15 aa C-terminales de las proteínas P
de T. cruzi (AEEEEDDDMGFGLFD)en la reactividad cruzada con las
proteínas ribosomales P humanas, se decidió profundizar la carac
terización de la respuesta dirigida contra esta región de JL5 en
la infección chagásica humana. Comoproducto de trabajos previos
efectuados en nuestro laboratorio, se disponía del péptido sinté
tico R13 (EEEDDDHGFGLFD).Este había sido definido como el deter
minante antigénico lineal del extremo C-terminal de JL5 (Mesri y
001., 1990). Sin embargo, antes de comenzar el estudio con R13,
fue necesario deteminar el efecto de los 2 aa, AE, presentes en
A1 (ausentes en R13), sobre la antigenicidad de A1. Utilizando el
péptido sintético R18 (AAAAEEEEDDDMGFGLFD),se demostró que la
reactividad contra este péptido estaba definida por R13 (ver más
adelante, 3.11.3). Por lo tanto, la reactividad anti-A1, al igual
que la anti-R18, debía estar definida por R13, confirmando la va
lidez del empleo de R13en las experiencias siguientes.

Empleandola técnica de ELISAse ensayaron diferentes sueros hu
manos (se incluyeron sueros de individuos con diversas parasito
sis, lúpicos, con cardiopatía no-chagásica y sanos) contra el
péptido sintético R13y el extracto total de T. cruzi. Los resul
tados obtenidos para cada suero se muestran en la tabla VII (Ap.
I). El 62%(31/50) de los sueros chagásicos fue positivo para la
reacción contra R13, mientras que sólo 1 de los 7 sueros de indi
viduos con cardiopatía no-chagásica (14,3%), el 8,3% (3/24) de
los sueros de pacientes con leishmaniasis, el 20,1% (4/20) de los
sueros de individuos infectados con T. brucei y ninguno de los
sueros de pacientes con malaria fueron positivos para dicha reac
ción (fig. 15). Estos resultados muestran que la respuesta anti
R13es altamente específica para la infección chagásica. El por
centaje de los sueros lúpicos positivos (12%, 6/50) coincidió con
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Eiguralá:
Prevalencia de anticuerpos anti-R13 en sueros de pacientes chagá
sicos crónicos. La reactividad anti-R13 se midió por ELISAemple
ando el péptido sintético R13 (EEEDDDMGFGLFD)como antígeno. Los
valores presentados para cada suero corresponden a la dil. 1:400,
y se expresaron como n veces la D0490 promedio medida para 35
controles sanos (N). Se consideraron positivos los valores mayo
res o iguales a 3N (líneas horizontales). (A): individuos infec
tados con Leishmania sp; (B): individuos infectados con Tripano
soma brucei; (C): pacientes chagásicos crónicos; (D): individuos
infectados con füasmodiumfelciparum y (E): pacientes lúpicos.
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los datos de la literatura sobre la incidencia de pacientes anti
P+ en la población de individuos con lupus eritematoso sistémico
(Bonfa y Elkon, 1986).

Conrespecto a los títulos anti-T. cruzi obtenidos para los dife
rentes sueros humanos, el 96%(48/50) de los sueros chagásicos
fue positivo. Todos los sueros correspondientes a pacientes malá
ricos y a cardiópatas no-chagásicos fueron negativos, mientras
que algunos sueros de individuos infectados con Leishmania sp (3/
25, 12%) y con T. brucei (4/21, 19,1%) reaccionaron en forma dé
bil con el extracto de T. cruzi. El 20%(10/50) de los sueros lú
picos también fue positivo para esta reacción (de éstos, 7 co
rresponden a pacientes argentinos) (tabla VII, Ap. I).

La correlación entre la actividad anti-R13 y el título anti-T.
cruzi obtenidos para los pacientes chagásicos fue positiva, mode
rada y significativa (r = 0,62; p < 0,001).

3.8) ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS ANTI-R13 PRESEN

TES EN LOS SUEROS CHAGASICOS Y LAS DIFERENTES FORMAS CLINI

CAS DE LA ENFERMEDAD:

La asociación entre la respuesta anti-R13 y la severidad de la
cardiopatía chagásica se determinó para los sueros de 29 pacien
tes clasificados comose indicó en 2.3.1. La tabla VIII (Ap. I) y
la fig. 16 muestran la distribución de las reactividades contra
el péptido sintético R13 medidas por ELISA. Comopuede observar
se, los niveles más altos de anticuerpos anti-R13 correspondieron
a los pacientes con severa enfermedad miocárdica. Mientras que en
los grupos II (n=6) y III (n=9) las reactividades más altas fue
ron 4,6N y 6,4N respectivamente, 6 pacientes del grupo I (n=14)
presentaron niveles mayoresa 6,4N. El análisis estadístico de
estos datos reveló que las reactividades contra el péptido R13



15Nr

13N- 3

O

HN

9N

7N- o
O
O O

- o

5N- ° ’
O

- O

O O .
3N- o 3

O

' o o ’J’
1N- . o .

O

I II IH
(nflá) (n 6) ng)

Eiguna la:

Niveles de anticuerpos anti-R13 en sueros de pacientes chagásicos
crónicos con cardiopatía severa (I), leve a moderada (II) y pre
clinica (III). Los valores se obtuvieron y se expresaron como se
indicó en la fig. 15.
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obtenidas para los pacientes del grupo I fueron significativamen
te más elevadas que para los pacientes de los grupos II y III to
mados en conjunto (p = 0,05).

La tabla IX (Ap. I) y la fig. 17 muestran los niveles de anti
cuerpos anti-R13 presentados por los 14 pacientes sometidos a
biopsia endomiocárdica (estos pacientes pertenecen a los grupos I
y II definidos anteriormente). Siete de ellos mostraron eviden
cias histológicas de miocarditis activa y en los restantes el
miocardio fue histológicamente normal o con focos aislados de fi
brosis intersticial. Comoen el caso anterior, las reactividades
contra R13 fueron más altas en los pacientes con miocarditis cró
nica activa. Mientras el nivel máximo de anticuerpos anti-R13
presentado por los pacientes sin miocarditis fue 4,6N, el 71%(5/
7) de los pacientes con miocarditis activa mostró niveles supe
riores a 5,3N. Las diferencias entre los dos grupos también fue
estadísticamente significativa (p = 0,041).

3.9) DISTRIBUCION DE SUBCLASES DE IgG PARA LAS RESPUESTAS ANTI

R13 Y ANTI-T, cruzi EN PACIENTES CHAGASICOS CRONICOS:

Se determinó la distribución de isotipos de IgG para las respues
tas anti-R13 y anti-T. cruzi en 24 pacientes chagásicos anti
R13+. Se empleó la técnica de ELISAy los resultados se expresa
ron comoporcentajes de la respuesta total (IgG) hacia cada anti
geno (tabla X, Ap. I). Comose observa en la fig. 18, para la ma
yoria de los pacientes (87,5%, 21/24) la respuesta anti-R13 fue
predominantemente del tipo IgGl, mientras que el 12,5% (3/24)
presentó ademásniveles significativos de IgG3. Para los 4 sueros
lúpicos anti-R13 + empleados comocontrol (tabla X, Ap. I), se
obtuvo una distribución semejante a la informada para la respues
ta anti-P de estos pacientes, del tipo IgGl e IgG2 (Bonfa y col.,
1988).



ISNL

O
13N

O

11N

9N

7N
O

- o

SN : _ _ _ _ _ _._ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _o_ _ _ _ _ _ __
_ o

0
3N — ° g

O

- 1N - o
O

c0n gn
miocardítis miocarditís

Eigurall:
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Eigunalfi:

Distribución de subclases de IgG para las respuestas anti-R13
anti-T. cruzi de 24 pacientes chagásicos crónicos anti-R13+. (A)

(B): distribución isotípica para la respuesta anti-T. cruzi;
(C) y (D): distribución isotípica para la respuesta antí—R13.Las
barras indican los porcentajes promedios (i s) de las respuestas
totales hacia cada antígeno. (A) y (C) representan los perfiles
observados en la mayoría de los sueros ensayados (83% y 88% res
pectivamente).
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Conrespecto a la respuesta anti-T. cruzi, el 83,3% (20/24) de
los sueros presentaron altos niveles de IgGl con un aporte signi
ficativo de IgG3, mientras que en el 16,7% (4/24) restante la
respuesta fue predominantemente del tipo IgGl (fig. 18). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Scott y Gross-Sampson
(1984).

Los 3 pacientes que presentaron un perfil "mixto" (IgGl-IgG3) pa
ra la respuesta anti-R13, mostraron una distribución similar en
la reacción contra el extracto total de T. cruzi.

Por otra parte, se determinó la distribución de subclases de la
respuesta anti-T. cruzi en 3 sueros chagásicos negativos para
R13. Comose muestra en la tabla X (Ap. I), los isotipos involu
crados fueron los mismosque los presentados por la mayoría de
los sueros chagásicos anti-R13+ (IgGl-IgG3).

3.10) CARACTERIZACION DE LA REACTIVIDAD ANTI-JL5 DEL SUERO POLI

CLONAL PREPARADO EN CONEJO: AUSENCIA DE ANTICUERPOS ANTI

R13

Previamente se describió la inmunización de un conejo con la pro
teína de fusión JL5 (ver 2.3.3). El suero policlonal obtenido se
ensayó sobre los péptidos sintéticos R13y R18, el extracto total
de T. cruzi. las proteínas de fusión JL5 y A1 purificadas y los
fagos recombinantes correspondientes a los mismosclones.

Comomuestra la fig. 19, B, este suero reaccionó por Western Blot
con la proteina de fusión JL5 pero no con la correspondiente a
A1. Un resultado similar se obtuvo empleando fagos recombinantes
(fig. 19, A).
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figuran:
Caracterización de la respuesta anti-JL5 del suero policlonal de
conejo. Reacción del suero policlonal anti-JLS (dil. 12100) con:
(A): los fagos recombinantes lgtll-JL5 (JL5) y thll-Al (A1) y
(B): las proteínas de fusión purificadas correspondientes a los
clones lgtll-JL5 (calle 1) y thll-Al (calle 2), separadas por
electroforesis en geles pequeños de 7,5% de poliacrilamida (2 pg/
calle) y transferidas a nitrocelulosa. La flecha (116 kDa) indica
la posición de la B-galactosidasa.
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Además,este suero policlonal fue negativo para la reacción anti
R13 y anti-R18 medida por ELISA (fig. 20, B y C), mientras que
presentó una reactividad moderadapero positiva contra el extrac
to de T. cruzi (fig. 20, A). Comocontroles se emplearon el suero
preinmune y el suero de un conejo hiperinmunizado con un extracto
de T. cruzi (cepa CL). Este último presentó altos niveles de an
ticuerpos anti-T. cruzi (fis. 20, A) y más bajos, aunque signifi
cativos, contra ambospéptidos sintéticos (fig. 20. B y C).

Estos resultados demuestran que los anticuerpos presentes en el
suero policlonal anti-JL5 de conejo reconocen epitopes en la pro
teina recombinante JL5 que están ausentes en la proteina recombi
nante A1 y en los péptidos R13 y R18.

3.11) CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA ANTI-JL5 EN LA INFECCION

CHAGASICA:

Durante el análisis de la respuesta humoral contra la proteína
recombinante JL5, algunas evidencias indicaron la presencia de
epitopes adicionales en JL5, ausentes en A1. Esto fue sugerido
por la reactividad diferencial que presentaron los sueros chagá
sicos crónicos contra ambos fagos recombinantes (fig. 23, A) y
ensayos de ELISA con proteínas de fusión realizadas en nuestro
laboratorio (Levin y col., 1990). Dada la relevancia del extremo
C-terminal de JL5, se resolvió repetir experiencias previas y
profundizar el estudio de la antigenicidad de esta proteína re
combinante en la infección chagásica.
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Eiguna 211:

Actividad anti-R13, anti-R18 y anti-T. cruzi del suero policlonal
anti-JL5 de conejo. Las reactividades se midieron por ELISA em
pleando un extracto total de tripomastigotes (A) y los péptidos
sintéticos R13 (EEEDDDMGFGLFD) (B) y R18 (AAAAEEEEDDDMGFGLFD)
(C). (o): suero preinmune, K3): suero policlonal anti-JL5. y (O):
suero policlonal anti-T. cruzi.
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3.11.1)Cgm2anagiónentmlasreactilidadesdelgasuemschagáWWWMWMMMXM
EQLELLSAi

Los sueros chagásicos (n=8) se ensayaron en experiencias de ELISA
con las proteinas recombinantes JL5 y A1 purificadas colocadas en
la mismaplaca. En la tabla XI (Ap. I) se presentan las reactivi
dades de los diferentes sueros contra cada antígeno. La correla
ción entre los valores obtenidos para cada suero contra cada una
de las proteinas de fusión fue positiva y muyalta (r = 0,96; p <
0,001).

Por otro lado, experiencias de inhibición mostraron que la prein
cubación de los sueros con la proteína de fusión A1 anulaba la
reactividad anti-JL5 de los mismos (fig. 21). Comocontroles po
sitivo y negativo de la inhibición se emplearon, respectivamente,
la proteína de fusión JL5 purificada y un extracto total de E.
coli Y1089lisógena para thll salvaje.

La especificidad de la reacción de los sueros chagásicos contra
estas proteínas recombinantes se verificó ensayando los mismos
sobre una proteina de fusión purificada no relacionada, denomina
da T31. Esta corresponde a la proteína HSP70 de T. cruzi, que es
muyantigénica en la infección mixta T. cruzi-Leishmania sp y po
co en la infección chagásica (Levy-Yeyati y col., 1990). Como se
observa en la fig. 22, empleandoesta técnica se obtuvieron los
resultados esperados, es decir, los pacientes con infección mixta
presentaron altos niveles de anticuerpos anti-T31 y bajos niveles
de anticuerpos anti-JL5, mientras que en el caso de la infección
chagásica estas reactividades se invirtieron. Esta experiencia
sirvió para demostrar que la reacción presentada por los sueros
era el resultado de una unión especifica de los anticuerpos con
proteínas recombinantes.
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figuran:
Inhibición de la reactividad anti-JL5 de los sueros chagásicos
por la proteína recombinante A1, determinada por ELISA. La reac
tividad anti-JL5 se midió empleando la proteína de fusión JL5 pu
rificada comoantígeno. Las curvas corresponden a la reacción del
suero chagásico FE (dil. 1:1000) preincubado con cantidades cre
cientes de proteína recombinante JL5 al). proteína recombinante
A1 (o) y extracto total de E. coli Y1089lisógena para lgtll sal
vaje (O). Los valores se expresaron comoporcentajes de inhibici
on.
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Actividad anti-JL5 y anti-T31 de sueros de pacientes chagásicos
crónicos y de individuos con infección mixta T. cruzi-Leishmania
5p., medida por ELISA. Comobase antigénica del ensayo se emplea
ron las proteinas de fusión purificadas a partir de dichos clo
nes. Las barras indican la reactividad de los sueros (dil.
1:1000) expresada como n veces la D0490 promedio medida para 4
controles sanos. Los sueros SR y LCcorresponden a individuos con
infección mixta T. cruzi-Leishmania sp. y los sueros MQy WL, a
pacientes chagásicos crónicos.
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La fig. 23, A muestra la inhibición de la reacción de un suero
chagásico contra los fagos recombinantes JL5 y A1 luego de la
preincubación del mismocon cantidades crecientes de la proteina
de fusión A1purificada e inmovilizada sobre filtros de nitroce
lulosa. Comocontrol negativo de la inhibición se utilizó un fil
tro de nitrocelulosa conteniendo extracto total de E. coli Y1089
lisógena para thll salvaje.

Por otra parte, 300 ug de proteína recombinante A1 inhibieron la
reactividad del suero chagásico contra la proteína de fusión JL5,
ensayada por Western blot (fig. 23, B).

Además, la preincubación de los anticuerpos anti-JL5 (inmunose
leccionados a partir del mismosuero) con el péptido sintético
R13, anuló la reacción de estos anticuerpos con la proteina de
fusión JL5 y las proteínas ribosomales P del parásito (fig. 24).

3.11.3)Cgm2amciánmtmlgsnm1ssdem1mmsantkfllaxMammachafisimsmdflgsmm:
Para evaluar el efecto de los aminoácidos AE, presentes en A1 pe
ro ausentes en R13, sobre la antigenicidad de la proteina recom
binante A1, los diferentes sueros chagásicos se ensayaron en ex
periencias de ELISAsobre los péptidos sintéticos R13 (EEEDDDMGF
GLFD) Y R18 (AAAAEEEEDDDMGFGLFD).

La tabla VII (Ap. I) muestra los resultados obtenidos para 50 pa
cientes chagásicos. La correlación entre los niveles de anticuer
pos anti-R13 y anti-R18 correspondientes a cada suero fue positi
va y muy alta (r = 0,96 ; p < 0,001). También se midieron las re
actividades anti-R13 y anti-R18 para 50 sueros lúpicos (tabla
VII, Ap. I), obteniéndose una correlación similar (r = 0,97; p <
0.001).



Eisnmüz
Inhibición de la reactividad anti-JL5 de los sueros chagásicos
por 1a proteína recombinante A1. (A): reacción del suero chagási
co FE (dil. 121000) con los fagos recombinantes JL5, A1 y thll
salvaje (WT)y (B): reacción del mismosuero con la proteína de
fusión JL5 purificada, analizada por Western blot. En amboscasos
(A y B) el suero se preincubó con 500 ug de lisado de E. coli
Y1089 lisógena para lgtll salvaje (calles 1 en A y B) y con can
tidades crecientes (30, 100 y 300 pg) de proteína recombinante A1
(calles 2, 3 Y 4, en A y B). La flecha (116 kDa) indica la posi
ción de la B-galactosidasag
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Inhibición de la reactividad anti-JL5 y anti-ribosomas de T.
cruzi de los sueros chagásicos por el péptido sintético R13. La
reactividad anti-JL5 y anti-ribosomas de epimastigotes se deter
minó por Western blot como se indicó en las figs. 14 y 23. (A):
reacción de los anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a partir
del suero chagásico P10 con la proteina recombinante JL5. Los an
ticuerpos se ensayaron sin tratamiento previo (calle 1) y prein
cubados con 60 HMdel péptido R13 (calle 2). La flecha (116 kDa)
indica la posición de la B-galactosidasa. (B): reacción de los
mismosanticuerpos con proteínas ribosomales de epimastigotes.
Los anticuerpos se ensayaron sin tratamiento previo (calle 1),
preincubados con 60 HMdel péptido 16 (EEEDDD)(calle 2), 60 HM
del péptido R7 (MGFGLFD)(calle 3) y 60 uM del péptido R13 (EEE
DDDMGFGLFD)(calle 4).
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Además,se realizaron experiencias de inhibición de la reactivi
dad anti-R18 por el péptido R13. Comomuestra la fig. 25, la re
acción de los sueros MSy MQcontra este péptido fue inhibida por
cantidades crecientes de R13 de la misma forma que lo hizo el
propio R18. Comocontrol negativo de la misma se empleó un pép
tido sintético de 13 aa (P76) correspondiente a una proteína de
Püasmodiumfalciparum y cuya secuencia no presenta ninguna homo
logía con los péptidos R13 y R18.

Todas estas experiencias muestran, en conjunto, que los sueros
chagásicos reconocen en la proteina recombinante JL5 sólo la re
gión definida por A1 y dentro de ésta, la secuencia de los 13 aa
C-terminales. Sin embargo, llamó la atención que a pesar de la
alta reactividad anti-R13 de los sueros chagásicos, éstos reac
cionaran débilmente con las proteinas ribosomales P humanas (ver
3.5.1 y 3 5.2).

Unade las hipótesis para explicar las diferentes reactividades
anti-P humanaspresentadas por los sueros chagásicos y lúpicos,
surgió del análisis de las secuencias de los 13 aa C-terminales
de las proteínas P humanas y de T. cruzi. Esta hipótesis, capaz
de ser sometida a prueba experimental, planteaba la posibilidad
de que los epitopes definidos por ambos sueros dentro de R13 no
fueran los mismos.
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mai:
Inhibición de la reactividad anti-R18 de los sueros chagásicos
por el péptido sintético R13. La reactividad anti-R18 se midió
por ELISA, empleando el péptido R18 como antígeno. Las curvas co
rresponden a los sueros chagásicos MQy MS(dil. 1:100) preincu
bados con cantidades crecientes de los péptidos sintéticos R18
(AAAAEEEEDDDMGFGLFD) (o), R13 (EEEDDDMGFGLFD) (O). Y P76 (AEAALV
KMALMKV).Los valores se expresaron como porcentajes de inhibi
oion.
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Para precisar la ubicación del epitope P dentro de los 13 aminoá
cidos C-terminales de JL5, se sintetizaron dos péptidos más pe
queños, I6 y R7, cuyas secuencias se indican a continuación:

R13 EEEDDDMGFGLFD

IB EEEDDD

R7 MGFGLFD

Se realizaron experiencias de inhibición por ELISA,empleando el
péptido R13 comoantígeno y cantidades crecientes de los péptidos
arriba mencionados, comoinhibidores. La fig. 26 muestra las cur
vas de inhibición obtenidas para 3 sueros chagásicos y uno lúpico
anti-P+. Analizando los resultados de 13 sueros chagásicos estu
diados, se observa que las inhibiciones máximasobtenidas varían
entre 12 y 58% para R7 y entre 12 y 69% para I6. En el caso del
lúpico, el péptido R7 inhibió un 60%esta reacción mientras que
I6 lo hizo apenas en un 20% (tabla XII, Ap. I). Comocontrol po
sitivo, la preincubación de todos los sueros con 1 pMdel péptido
R13, anuló completamente la reactividad anti-R13.

Por otra parte, la reacción diferencial de estos sueros contra el
péptido R13 y contra los péptidos I6 y R7 sumados, se analizó cu
briendo la mitad de una placa con R13 (0,68 nmoles/pocillo) y la
otra mitad con una mezcla (1:1) de I6 y R7 (0,68 nmoles totales/
pocillo). Los niveles de anticuerpos anti-(I6+R7) de los sueros
chagásicos, representaron entre el 41 y el 89%de la reactividad
anti-R13, mientras que para el suero lúpico, los valores obteni
dos para R13 e I6+R7 fueron similares (tabla XIII, Ap. I).

Estos resultados demostraron que 1) R13, completo, constituye un
epitope en la infección chagásica y 2) a diferencia de lo que o
curre en lupus, la región definida por IB es importante en la an
tigenicidad de R13.
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EiguLaZE:

Inhibición de la reactividad anti-R13 de los sueros chagásicos
por los péptidos sintéticos R13, 16 y R7. La reactividad anti-R13
se determinó por ELISA, empleando el péptido sintético R13 como
antígeno. Las curvas corresponden a los sueros chagásicos MQ, Lo
y P9, y a un suero lúpico anti-P+ (LES) (todos dil. 12100), pre
incubados con cantidades crecientes de los péptidos sintéticos
R13 (EEEDDDMGFGLFD)(o), IB (EEEDDD) (A), y R7 (MGFGLFD) (o). Los
valores se expresaron comoporcentajes de inhibición.
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Comparandolas secuencias, se observa que existe un único cambio
no conservativo (ExS) entre los 13 aa C-terminales de JL5 y de
las proteínas ribosomales P humanas. Si el residuo E fuera escen
cial en la reacción de los sueros chagásicos con R13, el cambio
ExSpodría ser la causa de la baja actividad anti-proteínas ribo
somales P humanasde estos sueros. Si la hipótesis anterior fuera
cierta, los sueros chagásicos deberian reaccionar fuertemente con
la región C-terminal de las proteínas ribosomales P de Artemia
salina ya que esta secuencia no presenta ningún cambio no conser
vativo con respecto a R13.

3.12) REACCION CRUZADA DE LOS SUEROS CHAGASICOS CRONICOS CON LAS

PROTEINAS RIBOSOMALESP DE Artemis salina:

La reactividad de los sueros chagásicos contra la proteína P2
(e112') de A. salina se analizó por ELISAempleando el péptido
C22, sintetizado a partir de la secuencia de los 22 aminoácidos
C-terminales de dicha proteína (Elkon y col., 1986).

022 (A. salina) KKEEKKEESEEEDEDMGFGLFD

R13 (T. cruzi) EEEDEDMGFGLFD

Se ensayaron 3 sueros chagásicos, Junto con 3 controles normales
y uno lúpico (anti-P+). En la fig. 27 se muestran los niveles de
anticuerpos contra este péptido, en comparación con lOs valores
anti-R13 y anti-P2 humana. Comose puede observar, las reactivi
dades de los sueros chagásicos contra 022 fueron elevadas y com
parables a las obtenidas con el péptido R13, mientras que los ni
veles de anticuerpos anti-P2 humanade estos sueros fueron signi
ficativamente menores. El suero lúpico reaccionó por igual con
los tres antígenos.
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Eigule:
Reacción cruzada de los sueros chagásicos con el extremo C-ter
minal de la proteína P2 de Artemia salina. Las barras indican la
reactividad de los sueros chagásicos (P3, P10 y MQ)y de un suero
lúpico anti-P+ (LES), con los péptidos sintéticos R13 (EEEDDDMGF
GLFD) y C22 (KKEEKKEESEEEDEDMGFGLFD),y con la proteína recombi
nante P2 humana. Los sueros (dil. 1:50) se ensayaron por ELISA y
los valores obtenidos se expresaron como n veces la D0490 prome
dio medida para 4 controles sanos (N).
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3.13) REACCION CRUZADA DE LOS SUEROS CHAGASICOS CRONICOS CON EL

PEPTIDO SINTETICO H13:

Para demostrar fehacientemente que la débil autorreactividad an
ti-P presentada por los sueros chagásicos es consecuencia del
cambio no conservativo ExS, se sintetizó un péptido, HI3, corres
pondiente a la secuencia de los 13 aa C-terminales de las proteí
nas P1/P2 humanas:

R13 (T. cruzi) EEEDDDMGFGLFD

H13 (Pl/P2 humanas) EESDDDMGFGLFD

La reactividad contra estos péptidos se determinó por ELISA para
13 sueros chagásicos, 3 sueros lúpicos anti P+ y 10 sueros norma
les. Comose observa en la fig. 28. todos los sueros chagásicos
reaccionaron fuertemente con R13 mientras que mostraron una baja
reactividad anti-H13. Comocontrol de la experiencia, los sueros
lúpicos reaccionaron con ambospéptidos con igual intensidad.

Los resultados presentados en 3.12 y 3.13 demuestran el papel
fundamental del residuo C-ll (E) en la reacción de los sueros
chagásicos crónicos con el péptido R13 y explicarían la baja au
torreactividad anti-P presentada por estos sueros.
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Kisama:
Reacción cruzada de los sueros chagásicos con los 13 aa C-termi
nales de las proteínas Pl/PZ humanas (H13). Las barras indican la
reactividad de los sueros chagásicos (1-8, P3, PS, ADy BB) y
lúpicos anti-P+ (LESl-3), con los péptidos sintéticos R13 (EEEDD
DMGFGLFD)y H13 (EESDDDMGFGLFD).Los sueros (dil. 12100) se ensa
yaron por ELISAy los valores obtenidos se expresaron como n ve
ces la D04so promedio medida para 10 controles sanos.



4 - DISCUSION
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Unade las características más llamativas de la cardiopatía cha
gásica crónica es la falta de correlación entre el númerode pa
rásitos detectados en los tejidos lesionados y la severidad de la
miocarditis (Rosenbaum, 1964; Morris y col.. 1990). Estas obser
vaciones, junto con la existencia de un largo período latente que
precede al daño tisular, llevaron a postular la hipótesis de un
mecanismo autoinmune comouna posible explicación de la patogéne
sis de la enfermedad. Debido a la falta de pruebas directas que
demuestren la capacidad de los sueros y/o células inmunes de pa
cientes chagásicos de reconocer antigenos propios, el concepto de
autoinmunidad en la enfermedad de Chagas continúa siendo un tema
de controversia.

Para contribuir al esclarecimiento de la postulada naturaleza au
toinmunede la cardiopatía chagásica crónica, en el presente tra
bajo se plantearon los siguientes objetivos generales: 1) inves
tigar la existencia de autoanticuerpos en sueros chagásicos cró
nicos. 2) caracterizar molecularmente alguno(s) de los antígenos
reconocidos por estos autoanticuerpos, y 3) estudiar la asocia
ción entre los niveles de estos autoanticuerpos y la severidad de
la cardiopatía.

Si bien el concepto de autoinmunidad en la enfermedad de Chagas
fue sugerido hace muchos años (Torres, 1941; Muniz v Azevedo.
1947), sólo a partir de 1974 comenzarona publicarse resultados
tendientes a demostrar su existencia. Estos trabajos reúnen bási
camente dos tipos de evidencias. Por una parte, aquellos que
prueban la existencia de epitopes compartidos por proteínas del
parásito y del huésped (Sadigursky y 001., 1982; Woody col.,
1982; Snary y 001., 1983; Van Vooris y Eisen, 1989), y por otra,
aquellos que muestran la reactividad de los sueros y células in
munesde pacientes con tejidos heterólogos (Cossio y col., 1974;
Szarfman y col., 1982; Acosta y col., 1983; Borda y col., 1984;
Avila y col., 1986). Sin embargo, trabajos posteriores probaron
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(por ej., en el caso de las reactividades anti-EVI y anti-lamini
na) que los sueros de pacientes eran incapaces de reaccionar con
las proteinas análogas humanas (Khoury y col., 1983; Gazzinelli y
col., 1988).

En este trabajo se confirmó la reactividad heteróloga de algunos
sueros chagásicos crónicos mediante la técnica de Western blot.
En particular, el suero WLreconoció varias bandas de miocardio
murino (fig. 2, A). Sólo algunas de ellas fueron eliminadas por
preincubación con un extracto total de T. cruzi (fig. 2, B). Esto
indicó que la reacción con algunos antígenos miocárdicos podria
deberse a la existencia de epitopes compartidos por proteínas del
parásito y de miocardio de ratón. Cabe mencionar que los sueros
humanosnormales reaccionaron con los diferentes extractos de ra
tón, demostrando una elevada reactividad heteróloga. Sin embargo,
los sueros positivos en las experiencias con sistemas heterólogos
(chagásicos y normales) no reaccionaron con proteinas de miocar
dio humano(tabla V, Ap. I). Esto descartó la posibilidad de que
las reactividades heterólogas observadas se debieran a la presen
cia de verdaderos autoanticuerpos.

Estos resultados, junto con los trabajos de Khoury y col. (1983)
y Gazzinelli y col. (1988) nos llevaron a abandonar el empleo de
modelosheterólogos para demostrar la existencia de autoanticuer
pos en la enfermedad de Chagas crónica.

Comouna aproximación al empleo de sistemas homólogos, se analizó
la reactividad de los sueros chagásicos crónicos contra diferen
tes autoantígenos definidos para enfermedades autoinmunes: pro
teínas del citoesqueleto, ADN,y proteínas nucleares (La, RNP, Ro
y Sm).

Los anticuerpos anti-proteinas del citoesqueleto (anti-PC) son
considerados "autoanticuerpos naturales“, ya que constituyen una
fracción importante de las Igs circulantes de sueros humanosnor
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males (Guilbert y col., 1982). La presencia de altos niveles de
anticuerpos anti-actina (act), anti-miosina.(mios) y anti-tubu
lina (tub) está asociada, sin embargo, a diferentes enfermedades
autoinmunes, tales como artritis reumatoidea, hepatitis crónica
activa, cirrosis biliar primaria, "injerto vs. huésped" (graft
vs. host) y enfermedad mixta del tejido conectivo (Smith y Stein
berg, 1983; Dighiero y col., 1987; Dighiero y col., 1990), y al
gunas parasitosis, como leishmaniasis visceral (Howardy Miles,
1986). Estas reactividades son detectadas en el diagnóstico por
ELISAcon proteinas purificadas de diversos origenes (murino, bo
vino) (Dighiero y col., 1990).

En el presente trabajo encontramos que un alto porcentaje de los
sueros chagásicos crónicos ensayados fue positivo para estas re
acciones (64%para anti-act, 33%para anti-mios, y 67%para anti
tub) (fis. 3). Los valores obtenidos fueron significativamente
menores que los presentados por los controles positivos y no mos
traron asociación con la severidad de la cardiopatía ni con los
títulos de anticuerpos anti-T. crusi (tablas II y IV, Ap. I). Co
moestas proteinas estructurales están muyconservadas en todas
las especies eucariontes, la reactividad anti-PC presentada por
los sueros chagásicos podria deberse a 1) la existencia de verda
deros autoanticuerpos capaces de reconocer epitopes presentes
tanto en las PC murinas como en las humanas, 2) una reacción cru
zada entre epitopes compartidos sólo por las PC murinas y de T.
cruzi (comoen el caso de la reactividad heteróloga observada pa
ra laminina murina (Gazzinelli y col., 1988)), y/o 3) la existen
cia de altos niveles de autoanticuerpos naturales en algunos sue
ros chagásicos. En base a nuestros resultados no podemosconcluir
cuál de estas hipótesis es la correcta; sin embargo, la falta de
correlación entre los niveles de estos anticuerpos y los títulos
anti-T. cruzi descartaria la segundade ellas.

Otro tipo de autoanticuerpos descritos en enfermedades autoinmu
nes son los anticuerpos anti-ADN nativo (ADNn)y anti-ADN desna
turalizado (ADNd). Los anticuerpos anti-ADNn son considerados
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marcadores específicos de lupus eritematoso sistémico (LES) (Tan
y col., 1988). Por el contrario, los anticuerpos anti-ADNd han
sido detectados en diversas enfermedades, tales comocirrosis bi
liar primaria, artritis reumatoidea,glomerulonefritis crónica,
hepatitis crónica activa, leishmaniasis visceral, lepra, malaria
y tripanosomiasis africana, así comoen algunos individuos sanos
(Koffler y col., 1969; Lindsley y col., 1974; Bonfa y col., 1987;
Argov y col., 1989). En nuestras experiencias, el 30%de los sue
ros chagásicos estudiados fue positivo para ambas reacciones
(fig. 3). Comoen el caso de los anticuerpos anti-PC, los niveles
medidosno se correlacionaron con los títulos anti-T. cruzi ni
con el cuadro clinico de los pacientes (tablas II y IV, Ap. I).
Debido a la alta especificidad de la reactividad anti-ADNn para
LES, llamó la atención encontrar sueros chagásicos positivos. Sin
embargo, la validez de este hallazgo debe ser confirmada, ya que
algunos ejemplos demostraron que la reacción anti-ADNn descrita
en otras enfermedades (distintas de LES), era debida a una conta
minación de la preparación de ADNncon ADNd(Tan y col., 1988).

La detección de anticuerpos anti-La, anti-RNP, anti-Ro y anti-Sm
también es utilizada en el diagnóstico y la clasificación de pa
cientes con enfermedades autoinmunes (Tan y col., 1988). Los mé
todos empleados comúnmente.son la contrainmunoelectroforesis
(CIE) y el Western blot (WB). Si bien en éstos se usan extractos
de tejidos heterólogos (timo de ternera, bazo de perro), la vali
dez de su empleo fue confirmada por experincias que demostraron
la reacción de los sueros positivos con los antígenos análogos

.humanos (Elkon y Culhane, 1984; Combey col., 1989).

Todos los sueros chagásicos ensayados por ambas técnicas en este
estudio fueron negativos para las reactividades mencionadas
(figs. 4, 5 y 6). Además, estos sueros tampoco reaccionaron con
las proteínas recombinantes Ro y La humanas (experiencias de WBy
ELISAno presentadas). Resultados similares se informaron para
lepra y malaria. Ninguno de los sueros analizados por WBy CIE
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presentó anticuerpos con estas especificidades (Bonfa y col.,
1987). Por el contrario, Argov y col. (1989) empleando proteínas
recombinantes, detectaron por ELISAaltos niveles de anticuerpos
anti-La, anti-RNP, anti-Ro y anti-8m en sueros de pacientes con
leishmaniasis visceral.

Para continuar la búsqueda de autoanticuerpos en los sueros cha
gásicos, fue imprescindible probar su capacidad de reaccionar con
proteinas humanas. Esta se analizó por inmunofluorescencia indi
recta (IF) sobre células HEp2y por Western blot (WB)con extrac
tos de células HeLa, músculo esquelético y miocardio humanos.

La IF es un método de detección de autoanticuerpos muy empleado
en el diagnóstico y aunque no brinda información sobre las espe
cificidades involucradas en la reacción, ciertos patrones de in
munofluorescencia suelen asociarse a determinadas enfermedades
autoinmunes (Whittingham y McNeilage, 1988). Por el contrario, el
WBes una técnica altamente sensible que permite la identifica
ción de los antígenos detectados. Cuandolos sueros chagásicos a
nalizados en este trabajo se ensayaron por IF, todos resultaron
negativos. aunque algunos mostraron patrones de tipo fibrilar muy
tenues probablemente debidos a la presencia de anticuerpos anti
proteinas del citoesqueleto (3.2.3.). Este patrón es frecuente
mente observado en diversas enfermedades e inclusive en algunos
individuos sanos (Bonfa, E., comunicación personal). Por el con
trario. para malaria y lepra se detectaron patrones de tinción
semejantes a los descritos para enfermedades autoinmunes (Bonfa y
col., 1987).

Por WB,algunos sueros chagásicos reaccionaron con tejidos homó
logos. Los perfiles de reacción variaron de paciente en paciente,
y ninguna de las bandas reveladas coincidió, en PM, con los auto
antígenos descritos en enfermedades autoinmunes (fígs. 4, 5 y 6).
Resultados similares se informaron para malaria y lepra (Bonfa y
col., 1987).
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La falta de correlación entre los titulos de anticuerpos anti-T.
cruzi de los sueros chagásicos y las reactividades detectadas me
diante las técnicas arriba mencionadas (tabla V, Ap. I), indica
que éstas no se originarían por reacción cruzada entre epitopes
compartidos por el parásito y el huésped. Además, tampoco se en
contró asociación entre los patrones de reacción y la severidad
de la cardiopatía (tabla V, Ap. I), cuestionando el papel de es
tos autoanticuerpos en la etiología de la enfermedad.

En conclusión, los resultados discutidos anteriormente demuestran
que existen autoanticuerpos en los sueros de algunos pacientes
chagásicos crónicos y que estas autorreactividades no están aso
ciadas a la patología. Sin embargo, no fue posible identificar
los autoantígenos involucrados en estas reacciones. La disponibi
lidad en el laboratorio del antígeno recombinante JL5 y su carac
terización, permitieron el análisis molecular de una posible res
puesta autoinmune en la infección chagásica.

JL5 es un antígeno recombinante de T. cruzi reconocido predomi
nantemente por sueros de pacientes con cardiopatía chagásica cró
nica (Levin y col., 1989). La secuencia de este polipéptido, jun
to con otras evidencias experimentales sugerían que era parte de
una proteína ribosomal P de T. cruzi (Levin y col..'1989). En
particular, el extremo C-terminal de JL5 reveló una alta homolo
gía (más del 90%) con la misma región de las proteínas ribosoma
les P humanas, definida comoepitope P en lupus eritematoso sis
témico (Elkon y 001., 1986). El objetivo específico de esta etapa
del trabajo fue demostrar la naturaleza autoinmunede los anti
cuerpos dirigidos contra las proteinas ribosomales P del parási
to. Para esto fue necesario confirmar primero la identidad ribo
somal P de JL5 y caracterizar el sistema ribosomal P de T. cruzi.
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En primer lugar, se demostró una elevada reactividad de los sue
ros de pacientes chagásicos con la mayoría de las proteinas ribo
somales de T. cruzi, indicando que a pesar de su localización ci
toplasmática, los ribosomas del parásito son muy antigénicos
(fig. 7, A). Los anticuerpos anti-JL5 de estos sueros reconocie
ron, en cambio, sólo 3 ó 4 polipéptidos de la fracción ribosomal
(fig. 7, B). Varias evidencias indicaron que estas proteínas co
rrespondían al sistema ribosomal P de T. cruzi: 1) fueron detec
tadas sólo en la fracción ribosomal del parásito (3.3), 2) sus PM
(38, 19 y 14-15 kDa) son similares a los informados para los di
ferentes sistemas P (Vidales y col., 1981; Towbiny col., 1982;
Elkon y col.. 1985; Francoeur y col.. 1985), 3) el suero policlo
nal anti-JL5 de conejo reconoció específicamente el doblete de
14-15 kDa, 4) los pI determinados para los polipéptidos de 19 y
14-15 kDa (5,3-5,7) están en el rango descrito para las proteínas
P análogas (Vidales y col., 1981; Elkon y col., 1985), y 5) fue
ron reconocidas por los sueros lúpicos anti-P+ (con exepción de
la proteína de 38 kDa).

Si bien estos resultados demostraron la existencia de un sistema
ribosomal P en T. cruzi semejante a los descritos en otras espe
cies, cabe destacar algunas diferencias. En primer lugar, los PM
determinados para las proteinas ribosomales P del parásito no son
idénticos a los informados para las humanas. Vidales y col.
(1981) observaron una relación directa entre el tamaño de las
proteínas P1 y P2 y la posición filogenética de las especies en
las que fueron estudiadas. Esta observación no es válida para T.
cruzi, ya que el polipéptido de 19 kDa es mayor y el doblete de
14-15 kDa es menor que las proteinas P1 y P2 humanas, respectiva
mente (fis. 7, C). En segundo lugar, cuando el sistema ribosomal
P es analizado por electroforesis tanto-uni como bidimensional,
la proteina P2 humana(y las análogas de otras especies) se reve
la como una única banda (Vidales y col., 1981; Elkon y col.,
1985). En T.cruzi. en cambio. además del polipéptido de 19 kDa,
existe un doblete de 14-15 kDa que por electroforesis bidimen
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sional se resuelve en dos manchas principales y 4 ó 5 menos in
tensas (fig. 8). Finalmente, los anticuerpos anti-JL5 de algunos
sueros chagásicos no reaccionaron con la proteína p38 del parási
to (fig. 7, B). Este polipéptido tampoco fue reconocido por los
sueros lúpicos anti-P+ (fig. 7, C), sugiriendo que debía presen
tar diferencias en su extremo C-terminal con las proteínas ribo
somales P0 de otras especies. La caracterización genética de otro
antígeno recombinante de T. cruzi, JL52, realizada recientemente
en nuestro laboratorio, parece corroborar esta hipótesis. Varias
evidencias demostraron que este antígeno era parte de la proteína
ribosomal P0 del parásito (datos no presentados). Su secuencia
mostró que existen diferencias importantes con las otras POcono
cidas. Efectivamente, JL52 no posee en el extremo C-terminal la
secuencia consenso que caracteriza a las proteinas ribosomales P
(Schijman, A., comunicación personal).

C-11 JL5 (T. cruzi): EDDDMGFGLFD
C-ll JL52 (T. cruzi): DDDDFGMGALF

C-11 P1/P2 (humanas): SDDDMGFGLFD

Conrespecto a la naturaleza autorreactiva de los anticuerpos di
rigidos contra las proteinas P del parásito, se demostró la capa
cidad de los anticuerpos anti-JL5 de sueros de pacientes chagási
cos de reaccionar con las proteínas ribosomales P humanas. Estos
anticuerpos reconocieron una banda de 17 kDa cuando se. enfrenta
ron a ribosomas de células HeLapor Western blot (fig. 11, calle
2). La inhibición de esta reacción con la proteina recombinante
A1 demostró que esta reactividad era debida a la existencia de e
pitope(s) compartidos por las proteínas P humanas y los 15 aa C
terminales de JL5 (fig. 11, calle 3). Cabe notar que en esta ex
periencia los anticuerpos anti-JL5 no reconocieron las restantes
proteinas P (fig. 11, calle 2). La dificultad para visualizar am
bas proteínas, P1 y P2, pudo deberse a características propias
del sistema, ya que el suero lúpico anti-P+ empleado comocontrol
sólo reveló la banda de 17 kDa (fig. 11, calle 1). Los anticuer
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pos anti-JL5 detectaron, sin embargo, las proteinas recombinantes
P1 y P2 humanas por Western blot, confirmando su capacidad de re
accionar en forma cruzada con estos polipéptidos (fig. 12, B). La
falta de reacción de estos anticuerpos con la proteina P0 humana
es más dificil de explicar, ya que la única diferencia que pre
senta este polipéptido con respecto a las proteinas P1 y P2 huma
nas, a nivel de la secuencia del epitope P, es un cambio de ami
noácidos conservativo (ExD) (Rich y Steitz, 1987).

C-ll P1/P2 (humanas): SDDDMGFGLFD

C-ll P0 (humana): SDDEMGFGLFD

A pesar de haberse demostrado la autorreactividad de los anti
cuerpos anti-JL5, ésta fue detectable sólo cuando estos anticuer
pos se concentraron por inmunoselección. Efectivamente, los sue
ros chagásicos crónicos, aún a bajas diluciones, fueron negativos
cuando se enfrentaron tanto a ribosomas de HeLa como a las pro
teinas recombinantes P1 y P2 humanas (3.5.1). Además, ninguno
mostró un patrón de inmunofluorescencia comparable al de un suero
lúpico.anti-P+ (3.2.3). Estos resultados indicaban que los anti
cuerpos capaces de reaccionar en forma cruzada con las proteinas
ribosomales P humanasestaban presentes en bajas concentraciones
en los sueros chagásicos crónicos. Esto no se correlacionaba con
las elevadas actividades anti-JL5 de estos sueros. Comoesta di
ferencia podía deberse a la existencia de epitopes adicionales en
la proteína recombinante, fue necesario caracterizar másdetalla
damente la respuesta humoral de los pacientes chagásicos contra
JL5 y en particular contra su extremo C-terminal. En el presente
trabajo se demostró que la reactividad anti-JL5 de los sueros a
nalizados está restringida a los 13 aa C-terminales de este poli
péptido (3.11). Esta secuencia, R13, habia sido definida como un
epitope lineal de JL5 en la infección chagásica (Mesri y col.,
1990). Esto fue corroborado en el presente trabajo para un mayor
número de sueros (n=50). El 60%de los sueros chagásicos analiza
dos fue positivo para la reacción contra el péptido R13, medida
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por ELISA,alcanzando en algunos casos altos niveles, comparables
a los presentados por los lúpicos anti-P+ (fig. 15). Estas eleva
das actividades anti-R13 no se correlacionaban con la capacidad
autorreactiva anti-P de los sueros chagásicos, que comose men
cionó anteriormente, era baja. Mientras los sueros lúpicos pre
sentaron actividades anti-P humanaselevadas. los sueros chagá
sicos con niveles de anticuerpos anti-R13 similares a los de di
chos sueros lúpicos, mostraron una débil autorreactividad (3.5).
Para resolver esta contradicción se realizaron experiencias ten
dientes a comparar los epitopes definidos en R13por los sueros
chagásicos y lúpicos anti-P+. Estas demostraron que los sueros
chagásicos reconocen tanto los 7 aa C-terminales de R13 como los
6 aa restantes de esta secuencia. Sin embargo, la reactividad má
xima sólo se obtiene con el péptido R13 completo. Por el contra
rio, la respuesta de los sueros lúpicos parece estar dirigida
contra el extremo más C-terminal y no contra los 6 aa N-termina
les de R13 (3.11.4).

R13 (T. cruzi): EEEDDDMGFGLFD

I6 (T. cruzi): EEEDDD
R7 (T. cruzi): MGFGLFD

Por otra parte, experiencias realizadas recientemente en nuestro
laboratorio con el péptido sintético R11 (EDDDMGFGLFD),indicaron
que el epitope reconocido por los sueros chagásicos estaba defi
nido por R13 y no por R11 (datos no presentados). Estos resulta
dos señalan otra caracteristica distintiva de la respuesta anti
R13 de los pacientes chagásicos, ya que para los sueros lúpicos
anti P+, el epitope está definido por los 11 aa C-terminales tan
to de R13 (datos no presentados) comode las proteinas ribosoma
les P humanas (Elkon y col., 1988).

La única diferencia entre R13 y la secuencia de los 13 aa C-ter
minales de las proteínas ribosomales P humanases una sustitución
(ExS) en posición C-ll:
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R13 (JL5, T. cruzi): EEEDDDMGFGLFD
H13 (Pl/P2, humanas): EESDDDMGFGLFD

Nuestras experiencias demostraron que el residuo glutámico (E) en
esa posición desempeñaun papel fundamental en la antigenicidad
de R13en la infección chagásica (3.12 y 3.13). Efectivamente,
mientras los sueros chagásioos reconocieron débilmente la pro
teína recombinante P2 humana, reaccionaron fuertemente tanto con
R13 comocon 022, péptido correspondiente al extremo C-terminal
de la proteína P2 de A. salina. que posee un residuo glutámico en
dicha posición (fig. 27). La importancia del cambio no conserva
tivo (ExS) en la autorreactividad anti-P de los sueros chagási
cos, también fue demostrada empleando el péptido sintético HI3,
correspondiente a los 13 aa C-terminales de las proteinas P1 y P2
humanas. Mientras los sueros chagásicos presentaron altos niveles
de anticuerpos anti-R13, reaccionaron débilmente con H13, confir
mandoque la baja autorreactividad anti-P de los sueros chagási
cos crónicos era debida exclusivamente al cambio de aminoácidos
mencionado.Probablemente esta característica presentada por el
extremo C-terminal de las proteínas P de T. cruzi explique las
bajas reactividades anti-R13 detectadas en otras parasitosis
(leishmaniasis, malaria y tripanosomiasis africana) (fig. 15).
Esta hipótesis es meramenteespeculativa puesto que no existe in
formación en la literatura sobre la secuencia de estas proteínas
en dichos parásitos.

En base a todos estos datos experimentales podemosconcluir que
el extremo C-terminal de las proteinas ribosomales P de T. cruzi
es altamente antigénico en la infección chagásica, y que una
fracción de los anticuerpos dirigidos contra esta región es capaz
de reaccionar en forma cruzada con las proteinas P humanas.
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Experimentos previos de nuestro laboratorio habían demostrado la
alta reactividad de los sueros de pacientes con cardiopatía cha
gásica severa con el antígeno recombinante JL5 (Levin y col.,
1989). El análisis estadístico de los resultados obtenidos en el
presente trabajo mostraron. en particular. una asociación entre
la existencia de altos niveles de anticuerpos anti-R13 y las for
mas más severas de la cardiopatía chagásica (severo compromiso
miocárdico y franco deterioro de la función ventricular). Aún
más, los niveles de estos anticuerpos fueron más elevados en los
casos de miocarditis activa demostrada por biopsia endomiocárdi
ca. Aunqueel valor de este hallazgo debe ser confirmado con un
mayornúmerode sueros, esta asociación sugiere que estos anti
cuerpos serían marcadores de daño miocárdico y podrian emplearse
en el pronóstico de las formas leves y moderadas de la cardiopa
tía, cuya caracterización clínica es más compleja (Schejtman y
col., 1990).

A pesar de haberse demostrado la correlación entre los niveles de
anticuerpos anti-R13 y la inflamación miocárdica activa, no tene
mosevidencias que sugieran el papel de estos anticuerpos en la
patogénesis de la enfermedad. Ruiz y col. (1985) demostraron que
la inmunización de ratones con la fracción ribosomal de T. cruzi
inducía una miocarditis severa en los animales. Más recientemente
se detectó un gran número de células B productoras de anticuerpos
anti-R13 en el corazón de ratones infectados crónicamente (Cabeza
Meckert y col., manuscrito en preparación). Aunqueestas eviden
cias indican una relación entre las proteínas ribosomales del pa
rásito, R13y la cardiopatía. ésta debe ser demostrada con prue
bas másdirectas (por ej., aparición de la cardiopatía por inocu
lación del péptido R13 y/o de los anticuerpos anti-R13 en modelos
experimentales como ratón, perro o mono).
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En conclusión, los resultados presentados en este trabajo consti
tuyen la primera evidencia directa del papel desempeñadopor me
canismos de mimetismo molecular ("molecular mimicry") en la gene
ración de autoanticuerpos en la enfermedad de Chagas crónica: 1)
los anticuerpos anti-JL5 de los sueros chagásicos son capaces de
reconocer a las proteínas ribosomales P del parásito y humanas,
2) los epitopes definidos en ambas han sido bien caracterizados y
comparten más del 90%de homología, 3) existe una correlación po
sitiva entre los niveles de anticuerpos anti-R13 y los títulos
anti-T. cruzi y los perfiles isotípicos son similares para ambas
respuestas, y 4) la respuesta anti-R13 es altamente específica
para la infección chagásica.

Desafortunadamente, muchos de los parámetros considerados se de
terminaron para la respuesta anti-R13 y no para los autoanticuer
pos per se (anti-HIS), los cuales representan tan sólo una frac
ción de los anticuerpos anti-R13. Por lo tanto, para confirmar
que la autorreactividad anti-P es originada por un mecanismo di
rigido por las proteínas P del parásito, así comopara determinar
su asociación con la patología ohagásica, es necesario profundi
zar, de aqui en más, el análisis de la respuesta autoinmune uti
lizando los diferentes péptidos sintéticos correspondientes a la
secuencia de las proteínas P humanas.



5 .. CONCLUSIONES
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1) Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten des
cartar el empleo de sistemas heterólogos para el estudio de la
autoinmunidad humoral en la enfermedad de Chagas crónica.

2) Las experiencias con tejidos homólogosdemuestran la existen
cia de autoanticuerpos en los sueros de algunos pacientes chagá
sicos, detectables por Westernblot. Estas autorreactividades no
se correlacionan con la severidad de la cardiopatía ni con la
respuesta anti-T. cruzi. Los antígenos reconocidos por estos au
toanticuerpos son diferentes, al menosen PM,a los definidos por
los sueros de pacientes con enfermedades autoinmunes.

3) Cuandolos sueros de pacientes chagásicos crónicos son ensaya
dos por los métodos corrientes de diagnóstico de enfermedades au
toinmunes. resultan negativos para las reactividades anti-La, an
ti-RNP, anti-Ro y anti-Sm, y no muestran patrones de inmunofluo
rescencia celular comparables a los presentados por los sueros
autoinmunescontroles. Por el contrario, se detectan en algunos
sueros chagásicos anticuerpos anti-ADN,anti-actina, anti-miosina
y anti-tubulina. La presencia de estos autoanticuerpos no se cor
relaciona con la patología ni con los títulos anti-T. cruzi.

4) Se demostró que el sistema de proteínas ribosomales P de T.
cruzi está compuesto por un doblete de 14-15 kDa (pI= 5,3 y 5,7,
respectivamente) y polipéptidos de 19 (pI= 5,7) y 38 kDa. Este
último presentaría diferencias con respecto a las P0 informadas
para otras especies, ya que no es reconocido por los sueros lúpi
cos anti-P+.

5) Los anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a partir de sueros
de pacientes son capaces de reaccionar en forma cruzada con las
proteínas ribosomales P humanas. Comoesta reacción fue positiva
sólo cuando los anticuerpos anti-JLS se concentraron por inmuno
selección, se deduce que los autoanticuerpos anti-P se encuentran
en baja concentración en los sueros chagásicos.
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7) La reactividad anti-JL5 de los sueros chagásicos crónicos está
definida por la secuencia de los 13 aa C-terminales de la proteí
na recombinante (R13). El perfil isotípico de la respuesta anti
R13 es predominantemente del tipo IgGl. Los anticuerpos anti-R13
son altamente específicos para la infección chagásica, ya que se
detectan con muybaja frecuencia en individuos con otras parasi
tosis. Los niveles de anticuerpos anti-R13 de los sueros chagási
cos se correlacionan moderadamentecon la respuesta contra el pa
rásito y son mayores en pacientes con cardiopatía chagásica seve
ra. La comparación de los valores obtenidos para pacientes some
tidos a biopsia endomiocárdica. muestra una asociación entre al
tos niveles de anticuerpos anti-R13 y presencia de miocarditis.

8) Las experiencias con péptidos sintéticos demuestran que los
sueros chagásicos reaccionan fuertemente con R13 y que el residuo
glutámico en posición C-ll desempeña un papel fundamental en la
antigenicidad de este péptido en la infección chagásica. Esta ob
servación explicaría la baja autorreactividad de los sueros cha
gásicos observada en experiencias de Western blot y ELISA con
proteínas ribosomales humanas, ya que en éstas existe un cambio
de aminoácidos no conservativo (ExS) en dicha posición.

9) Los resultados obtenidos sugieren que la autorreactividad an
ti-P de los sueros chagásicos forma parte de la respuesta humoral
hacia el parásito. Esta observación, junto con las diferencias
encontradas entre los epitopes definidos por sueros chagásicos y
lúpicos, demuestran que las respuestas anti-P en estas enferme
dades no son semejantes.
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7 - APENDICE I

TABLAS



TABLA I: LISTA DE LOS 29 PACIENTES CHAGASICOS CRONICOS AGRUPADOS

SEGUN LAS FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

NOMBRE SEXO EDAD PROCEDENCIA GRUPO BEM

P1 F 54 Sgo. del Estero I
P3 M 55 Sgo. del Estero I
P4 F 39 Salta II —
P5 M 21 Bolivia I —
P7 M 59 Sgo. del Estero I +
P8 M 41 Córdoba I +
P10 F 47 San Luis I +
P11 M 49 Chaco I 
P12 F 35 San Luis II 
P14 M 48 ? I
P15 F 50 Sgo. del Estero II
P19 M 38 Salta II 
CP F 50 Sgo. del Estero I +
PG M 28 Sgo. del Estero I +
P9 F 47 Chaco I NR
FE F 49 Paraguay I NR
MIV F 49 Córdoba II NR
GM M 42 San Luis III NR
CA M 70 San Luis III NR
PS M 27 Sgo. del Estero I NR
DP M 40 ? III NR
EG F 57 ? III NR
EC M 30 Bolivia II NR
MF F 56 ? III NR
AD F 53 Tucumán III NR
CM M 62 Entre Ríos III NR
FC M 41 Paraguay III NR
AC M 45 Sgo. del Estero I NR
CT F 45 Jujuy III NR

Lista de 29 pacientes empleadosen este trabajo, clasificados se
gún los criterios mencionados en 2.3.1. BEM:biopsia endomiocár
dica, BEM+: con miocarditis, BEM-: sin miocarditis, NR: no rea
lizada.



TABLA II: DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-ADN, ANTI-ACTINA, ANTI

MIOSINA Y ANTI TUBULINA EN SUEROS DE PACIENTES CHAGASI

COS
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Niveles de anticuerpos anti-ADN nativo (ADNn), anti-ADN desna
turalizado (ADNd), anti-actina (act.), anti-miosina (mios.) y
anti-tubulina (tub.) de 33 sueros chagásicos crónicos (dil.
1:200), medidos por ELISA y expresados como n veces la DO490pro
medio medida para 10 controles sanos (N). x: media, s: desviación
estándar, r: correlación de los niveles de cada autoanticuerpo
con los títulos anti-T. cruzi de cada suero.



TABLA III: DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-ADN, ANTI-ACTINA, ANTI

MIOSINA Y ANTI-TUBULINA EN 10 SUEROS DE PACIENTES CON

ENFERMEDADES AUTOINMUNES UTILIZADOS COMO CONTROL
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Niveles de anticuerpos anti-ADN nativo (ADNn),anti-ADN desnatu
ralizado (ADNd),anti-actina (act.), anti-miosina (mios.) y anti
tubulina (tub.) de 10 sueros autoinmunes (dil. 1:200) medidos por
ELISA y expresados como n veces la D0490 promedio medida para 10
controles sanos. *: control positivo empleadoen la determinación
de los niveles de anticuerpos anti-ADN nativo y simple cadena en
sueros chagásicos. **: control positivo empleado en la determina
ción de los niveles de anticuerpos anti-proteinas del citoesque
leto en sueros chagásicos.



TABLA IV: DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-ADN, ANTI-ACTINA, ANTI

MIOSINA Y ANTI-TUBULINA EN PACIENTES CHAGASICOS AGRUPA

DOS SEGUN LAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE LA ENFERME

DADmmm:
GRUPO I GRUPO II+III SIN MIOCAR. CON MIOCAR.
(n=12) (n=11) (n=6) (n=5)

pac. anti-ADN pac. anti-ADN pac. anti-ADN pac. anti-ADN
P1 3,5 P4 1,5 P1 3,5 P3 3,6
P3 3,6 P12 1,4 P4 1,5 P8 1,3
P5 2,5 P15 3,0 P5 2,5 P10 1,7
P8 1,3 MF 2,3 P11 2,2 P14 1,9
P9 5,3 AD 3,3 P12 1,4 PG 1,6
P10 1,7 FC 1,4 P15 3,0
P11 2,2 CA 1.8
P14 1,9 EG 1.7
PG 1,6 CM 3,7
FE 3,1 GM 2,1
PS 2,3 DP 1,9
AC 3,6

x=2,8 i 1,0 x=2,2 i 0,8 x=2,4 i 0,8 x=2,0 i 0,9mmm:
GRUPO I GRUPO II+III SIN MIOCAR. CON MIOCAR.

(n=12) (n=11) (n=6) (n=5)
pac. anti-ADN pac. anti-ADN pac. anti-ADN pac. anti-ADN
P1 3,0 P4 1,3 P1 3,0 P3 3,0
P3 3.0 P12 1,5 P4 1,3 P8 1,0
P5 2,2 P15 2,9 P5 2,2 P10 1,0
P8 1,0 MF 2,0 P11 1,6 P14 '1,6
P9 5,2 AD 3,2 P12 1,5 PG 1,6
P10 1,0 FC 1,2 P15 2,9
P11 1,6 CA 2,0
P14 1,6 EG 1,7
PG 1.6 CM 3,0
FE 3,1 GM 1,8
PS 2,0 DP 1,6
AC 3,2

x-2,4 i 1,2 x=2,0 i 0,7 x=2,1 i 0,7 x=1,6 i 0,8



Continuación tabla IV:

3) Anticuerpos anti-actina:

GRUPO I GRUPO II+III SIN MIDCAR. CON MIOCAR.
(n=12) (n=11) (n=6) (n=5)

pac. anti-act pac. anti-act pac. anti-act pac. anti-act

P1 5,4 P4 2,3 P1 5,4 P3 2,9
P3 2,9 P12 1,5 P4 2,3 P8 1,3
P5 2,2 P15 1,8 P5 2,2 P10 1,7
P8 1,3 MF 2,6 P11 2,9 P14 1,8
P9 4,3 AD 4,3 P12 1,5 PG 3,4
P10 1,7 FC 2,5 P15 1,8
P11 2,9 CA 3,1
P14 1,8 EG 3,4
PG 3,4 CM 6,0
FE 3,5 GM 5,1
PS 4,0 DP 2,8
AC 6,3

x=3,3 i 1,5 x=3,2 i 1,4 x=2,7 i 1,4 x=2,2 i 0,9

4) Anticuergos anti-miosina:

GRUPO I GRUPO II+III SIN MIÜCAR. CON MIOCAR.
(n=12) (n=11) (n=ó) (n=5)

pac. anti-mio pac. anti-mio pac. anti-mio pac. anti-mio

P1 3,8 P4 2,3 P1 3,8 P3 3,4
P3 3,4 P12 1,2 P4 2,3 P8 1,4
P5 1,9 P15 3,5 P5 1,9 P10 3.2
P8 1,4 MF 3,1 P11 2,7 P14 1,6
P9 2,9 AD 4,7 P12 1,2 PG 2,5
P10 3,2 FC 1,3 P15 3,5
P11 2,7 CA 2,3
P14 1,6 EG 2,8
PG 2,5 CM 3,5
FE 2,8 GM 2,2
PS 2,0 DP 1,6
AC 2,7

x=2,6 i 1,0 x=2,6 i 1,0 x=2,4 t 0,9X ll N I} + O \l



Continuación tabla IV:

5) Anticuerpos anti-tubulina:

GRUPO I GRUPO II+III SIN MIÜCAR. CON MIOCAR.
(n=12) (n=11) (n=6) (n=5)

pac. anti-tub pac. anti-tub pac. anti-tub pac. anti-tub

P1 5,8 P4 3,5 P1 5,8 P3 4,9
P3 4,9 P12 1,5 P4 3,5 P8 6,2
P5 4,9 P15 4,6 P5 4,9 P10 1,9
P8 6,2 MF 3,5 P11 2,4 P14 2,2
P9 3,2 AD 7,6 P12 1,5 PG 4,9
P10 1,9 FC 3,2 P15 4,6
P11 2,4 CA 2,1
P14 2,2 EG 2,9
PG 4,9 CM 7,2
FE 4,2 GM 8,4
PS 2,4 DP 1,5
AC 5,5

x=4,0 i 1,5 x=4,2 i 2,5 x=3,8 t 1,6 x=4,0 i 1,9

Niveles de anticuerpos anti-ADN nativo (ADNn),anti-ADN desnatu
ralizado (ADNd),anti-actina (act.), anti-miosina (mios.) y anti
tubulina (tub.) medidos por ELISAen 23 sueros de pacientes cha
gásicos (dil. 1:200) clasificados comose indico en 2.3.1. Los
valores se expresaron como n veces la D0490 promedio medida para
4 controles sanos. Miocar.: miocarditis, pac.: paciente, x: media
i de5viación estándar.



TABLA V: REACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE PACIENTES CHAGASICOS CRONI

COS CON DIFERENTES TEJIDOS DE MAMIFERO

SUERO M(h) H(h) C(h) B(p) T(t) GRUPO anti-T. cuzi

P1 + + — NR I 700

P3 + + NR + — I 6.200

P4 + + - + + II 1.600
P5 - + + NR - I 8.700

P8 + + + + + I 2.700

P9 + + — + - I 1.500

P10 - — + I 2.900

P11 - + - I 1.100
P12 - + - - NR II 1.100
P14 NR - + - NR I 4 200

P15 + - + + NR II 600

MQ + + + + + c 7 200

EG + + + - - III 2.300
WL - NR - - c 6.300

EC + + NR II 2.600

POS. 9/14 10/14 6/14 8/13 3/10

Reactividad de los sueros chagásicos crónicos con extractos de
diferentes tejidos de mamífero, determinada por Western blot.
M(h): músculo esquelético humano; H(h): extracto nuclear de cé
lulas HeLa; C(h): corazón humano; B(p): bazo de perro y T(t): ti
mode ternera. +2 sueros que reaccionaron con los extractos; -:
sueros que no reaccionaron con los extractos; NR: experiencia no
realizada; POS:positivos. Los grupos corresponden a los estable
cidos en 2.3.1 para la clasificación de los pacientes de acuerdo
con las formas clínicas de la enfermedad. c: pacientes con com
promiso cardíaco no incluídos en la clasificación anterior. Los
títulos anti-T. cruzi se determinaron comose indicó en 2.19.2.



TABLA VI: DETECCION DE AUTOANTICUERPOS POR CONTRAINMUNOELECTROFO

RESIS E INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN 8 SUEROS LUPI

COS UTILIZADOS COMO CONTROL

SUERO CIF- IF INDIRECTA
anti-La anti-Ro anti-8m anti-RNP sobre HEp2

15 + — — — 

83 - + - — nuclear
110 - + - - homog./perif.
237 — + - + mot.
319 — + - - mot.
A - + — - mot.
B - + - - mot.
E + + + - mot.

Detección de autoanticuerpos por contrainmunoelectroforesis (CIE)
e inmunofluoreecencia indirecta (IF) sobre células Hep2 en 8 sue
ros lúpicos empleados comocontrol. Los sueros se emplearon dil.
1:10 (CIF) y 1:40 (IF). Homog.: homogéneo, perif.: periférico,
mot.: moteado, +: positivo, -: negativo.



TABLAVII: REACTIVIDADESANTI-T. cruel, ANTI-R13 Y ANTI-R18 PRE
SENTADAS POR DIFERENTES SUEROS HUMANOS:

1) Bananas mmm mn T. cruzi (n=5_Q):
SUERO ANTI-T. cruz! ANTI-R13 ANTI-R18

P1 700 1,9 2,0
P3 6.200 11,8 14,8
P4 1.600 3,2 2,9
P5 8.700 4,1 3,7
P7 5.000 6,4 7,4
P8 2,700 5.3 6.2
P9 1.500 3,0 3.6
P10 2.900 13.3 14,9
P11 1.100 0,6 0,9
P12 1.100 4,6 4.6
P14 4.200 6,0 5,7
P15 600 2,7 1,8
P19 500 3,4 2,6
AC 7.000 13,1 16,0
ALC 2.600 7,6 10,7
MQ 7.200 12,0 9,2
MS 13.000 18,2 18,7
PS 2.000 6,8 7,8
EG 2.300 2,0 2,2
GM 5.300 3.0 3,3
CA 6.000 3,2 3,1
FE 2.500 7,0 5,0
FC 8.500 2.0 2,8
DN 1.500 1,8 1,3
TCh 8.500 12,4 10,2
DP 2.200 5,4 6,3
JM 6.000 4,6 3,0
JS 300 1,5 1,0
JG 6.000 6,4 5.6
CM 600 0,9 0,5
JA 700 2,4 2,1
WL 6.300 14,7 17,7
AS 5.300 9,7 9,4
AD 4.000 6,4 6,3
MF 800 3,7 2,4
CD - 1,4 1,5
Mo 1.900 1,5 1,4
SL 3.500 2,0 1,8
CR - 0,8 0,7
EC 2.600 1,2 1,0
MIV 900 1,9 1,6
CT 1.100 1.7 0,9
PG 2.900 3,4 3,2
BB 1.000 10,3 6,2
ME 600 1,6 1,9
CP 900 0,8 0,9



Lo 1.600

Fc 1.600

x: 3.500
= 3.000

r = 0.62 r = 0,96

2) mmm 11121925(n=fi_Q):

2.a) Amniinga (n=ll):
SUERO ANTI-T. cruzi ANTI-R13 ANTI-R18
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2.b) Emma (mia):
SUERO ANTI-T. cruzi ANTI-R13 ANTI-R18

3953
5406
5524
6109
6151
6596
6819
7059
7416
7517
7674
8029
8067
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8209 
8301 
8360 7
8518 —
8656 —
8799 
8820 
8837 
9047 —
9073 —
9076 500
9112 
9678 —
9718 
10228 —
10230 
10988 800
11072 
11105 
11532 900

1,4 1,0
3,9 3,4
1,6 2,0
1,4 1,1
1,1 0,7
1,7 2,0
0,8 0,5
1,3 0,8
0,9 0,9
0,9 0,6
1,7 1,9
0,7 0,5
1,3 1,5
1,1 0.7
1,8 2,3
1,8 1,6
3,1 3,0
1,2 1,3
1.0 0,8
4,3 3,6

1,9 1,9
2,6 2,5l___.—l

r = 0,97

3) Mean gandismaiiaMañana (11:1):

SUERO ANTI-T. cruzi ANTI-R13

P13 0,4
P16 0,9
P17 0.7
P18 0,8
MAC 3,0
MA 1.5
B 1,1

x: 1,2
5- 0,94)Minimgqnmmmúá):
SUERO ANTI-T. cruai ANTI-R13

PDV 800 ,4
GJ - 1,4
G 400 2,7
BP - 1,0
B - 0,6
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5)MMM L_lzmg_e.L(n=2.Q):
SUERO ANTI-R13ANTI-T. cruzi

6398037200350051442901003214131161111112



6)Eacisn1esinfscladosmn21mdium.falfl2azum(n=2mr
SUERO ANTI-T. crusi ANTI-R13
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Niveles de anticuerpos anti-T. crusi, anti-R13 y anti-18 en dife
rentes sueros humanos, medidos por ELISAy expresados como título
(anti-T. cruzi) o comon veces la D04so promedio obtenida para 35
controles sanos (anti-R13 y anti-R18). Las reactividades contra
los péptidos sintéticos corresponden a sueros dil. 1:400. Los ni
veles de anticuerpos anti-R18 sólo se determinaron para los sue
ros chagásicos y lúpicos. x: media, s: desviación estándar, r:
coeficiente de correlación.



TABLA VIII: NIVELES DE ANTICUERPOS ANTI-R13 EN PACIENTES CON DI

FERENTES FORMAS DE CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

GRUPOI (n=14) GRUPOII (n=6) GRUPOIII (n=9)

pac. anti-R13 pac. anti-R13 pac. anti-R13

P1 1,9 P4 3,2 MF 3,7
P3 11,8 P12 4.6 AD 6.4
P5 4,1 P15 2.7 FC 2,0
P7 6,4 P19 3.4 CA 3,2
P8 5,3 EC 1,2 CT 1,7
P9 3,0 MIV 1,9 EG 2,0
P10 13,3 CM 0,9
P11 0,6 x=2,8 i 1,2 GM 3,0
P14 6,0 DP 5,4
PG 3.4
FE 7,0 x:3,1 i 1,8
PS 6,8
AC 13.1
CP 0,8 ' '

n=14, x=6,0 i 4,2 n=15, x=3,0 i 1,5

Niveles de anticuerpos anti-R13 medidos por ELISApara 29 sueros
de pacientes chagásicos (dil. 1:400) clasificados comose indicó
en 2.3.1. Los valores se expresaron como n veces la DO490 prome
dio medida para 35 controles sanos.’ pac.: paciente, x: media i
desviación estándar.



TABLA IX: NIVELES DE ANTICUERPOS ANTI-R13 EN PACIENTES SOMETIDOS

A BIOPSIA ENDOMIOCARDICA

con miocarditis (n=7) sin miocarditis (n=7)

pac. anti-R13 pac. anti-R13

P3 11.8 P1 1,9
P7 6,4 P4 3,2
P8 5,3 P5 4,1
P10 13,3 P11 0,6
P14 6,0 P12 4,6
PG 3,4 P15 2,7
CP 0,8 P19 3,4

x- 6,7 i 4,4 x: 2,9 i 1,6

Niveles de anticuerpos anti-R13 medidos por ELISApara 14 sueros
de pacientes chagásicos (dil. 1:400) sometidos a biopsia endomio
cárdica. Los valores se expresaron comon veces la D04so promedio
medida para 35 controles sanos. pac.: paciente, x: media i des
viación estándar.



TABLA X: DISTRIBUCION DE SUBCLASES DE IgG PARA LAS RESPUESTAS AN

TI-T. cruzi TOTAL Y ANTI-R13 EN PACIENTES CHAGASICOS

CRONICOS Y LUPICOS

1)mmm (+)=
SUERO ANTI-R13 ANTI-T. cruzi

IgGl IgG2 IgG3 IgG4 IgGl IgG2 IgG3 IgG4

P3 97 0 2 1 62 7 24 7
P4 100 0 0 0 87 0 13 0
P5 61 0 39 0 73 5 22 0
P7 91 4 5 0 64 0 36 0
P8 96 1 3 0 65 0 35 0
P9 95 5 D 0 68 5 16 11
P10 100 0 0 0 74 0 18 8
P12 95 5 0 0 70 7 23 0
P14 96 2 0 2 72 7 12 9
P15 99 0 1 0 85 9 4 2
AC 100 0 0 0 61 12 27 O
MQ 85 0 15 0 75 3 20 2
MS 100 0 0 0 72 0 26 2
PS 94 3 3 0 59 9 28 4
GM 69 0 31 0 54 11 29 6
CA 93 0 7 0 69 6 23 2
FE 96 4 0 O 67 11 22 0
TCh 91 4 5 0 75 3 19 3
JM 100 0 0 0 60 6 34 0
JG 100 0 0 0 73 6 20 1
WL 95 5 0 0 84 11 5 0
AS 92 1 7 0 57 5 38 0
AD 98 0 2 0 67 11 17 5
BB 95 0 5 0 67 0 33 OÜMWM

A
||

V n.

SUERO ANTI-R13 ANTI-T. cruzi

IgGl IgGZ IgG3 IgG4 IgGl IgG2 IgGS IgG4

EG NR NR NR NR 75 4 21 0
DN NR NR NR NR 62 3 34 1
Mo NR NR NR NR 58 9 31 2



muuuy
3) anexos lápices anti;Rlfl (+)=

SUERO ANTI-R13 ANTI-T. cruel

IgGl IgGZ IgG3 IgG4 IgGl IgG2 IgG3 IgG4

319 19 68 11 2 NR NR NR NR
818 56 44 0 0 NR NR NR NR
10988 16 51 17 16 NR NR NR NR
11532 50 45 0 5 NR NR NR NR

Distribución de subolases de IgG (IgGl, IgGZ. IgG3 e IgG4) para
las respuestas anti-T.cruzi y anti-R13, medidas por ELISApara 24
sueros chagásicos anti-R13(+), 3 sueros chagásicos anti-R13(-) y
4 sueros lúpicos anti-R13(+) (todos dil. 1:100). Los valores se
expresaron comoporcentajes de la respuesta total hacia cada an
tígeno. NR: no realizado.



TABLA XI: REACTIVIDADES ANTI-JL5 Y ANTI-A1 MEDIDAS POR ELISA PARA

8 SUEROS CHAGASICOS CRONICOS

SUERO anti-JL5 anti-A1

P10 23,7 18,3
P20 10,9 10.0
DP 14,3 10.2
FC 6,9 5,8
FE 12.2 14.0
MQ 15,7 16,7
MS 19,2 16,7
WL 30,7 30,7l_______.___l

r= 0,96

Niveles de anticuerpos anti-JL5 y anti-A1 medidos por ELISAen 8
sueros chagásicos crónicos (dil. 1:1000). Los valores se expresa
ron como n veces la D0490 promedio medida para 5 controles sanos.r: coeficiente de correlación.



TABLA XII: INHIBICION DE LA REACTIVIDAD ANTI-R13 POR R13, IG Y R7

SUERO Inhibición máxima (2)

R13 16 R7

P3 97 13 26
P8 99 37 38
P9 100 31 30
P10 99 30 28
AD 95 21 34
FE 94 12 29
Lo 100 67 12
Mo 100 42 37
MQ 100 33 53
O 100 30 45
TC 99 31 58
Uc 99 43 27
Ve 95 69 17

LES 99 20 60

Inhibición de la reactividad anti-R13 de 13 sueros Chagásicos
crónicos y uno lúpico (LES) por los péptidos R13, 16 y R7. Los
valores se expresaron comoporcentajes máximosde inhibición.



TABLA XIII: COMPARACIONENTRE LAS REACTIVIDADES ANTI-R13 Y ANTI

(16+R7)

SUERO ¿npj-(lfi+fll) x 100
anti-R13

P1 80
P3 51
P8 60
P10 54
AC 46
AD 46
AS 59
BB 47
FE 21
Lo 58
Mo 78
MQ 75
O 76
TC 79
Uc 67
Ve 72
WL 59

LES 100

Reactividades anti-16 y anti-R7 medidas en conjunto y expresadas
comoporcentajes de la reactividad anti-R13, para 18 sueros cha
gásicos crónicos y uno lúpico (LES) (todos dil. 1:400).



8 - APENDICE II

SECUENCIA DEL CLON JL5



I

SECUENCIA DEL CLON JL5:

Autorradiografía del gel de secuenciación del subclon MleplQ
JL5. La secuencia fue realizada por la autora de la presente te
sis y su análisis fue incluído en el articulo publicado por Levin
y col. (1989). Se empleó el método de Sanger (Sanger y col‘,
1977), utilizando dATP (a-32P) y el kit Sequenasa (USB, Cleve
land, Ohio, USA). Orden de siembra: ACTG.Las cuatro calles de la
izquierda corresponden al 10 depósito y las cuatro calles de la
derecha, a1 2° depósito, donde puede observarse el tracto de
poli-A.
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