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Introduccion 2

1.1 Enfermedad de Chagas

1.1.1 Descripcion de la enfermedad y descubrimiento del agente

causal.

En 1909, realizando estudios en la zona de Minas Gerais (Brasil), Carlos
Chagas descubre, en el intestino del insecto hematéfogo Pasirongylus megistus
un parasito flagelado. Este 0ltimo era el causante de una enfermedad, en esa
época no descripta, que se caracterizaba fundamentalmente por anemia y dano
cardiaco. Llamo6 a este parasito 7/rypanosoma cruzi en honor a su maestro
Oswaldo Cruz. El mismo autor también demostrd 1a existencia de este protozoo
en la sangre de un nifo y un gato, descubriendo de esta manera, primero el
agente etiologico y luego la enfermedad causada por él (Chagas, 1911). Poco
después de su descubrimiento se conocié la amplia distribuciéon de 7. cruzi en
América Central y del Sur (Chagas, 1909). En estudios posteriores, el mismo
Carlos Chagas describio detalladamente las manifestaciones clinicas de la
enfermedad a la cual denomind "tripanosomiasis americana” y que hoy se
conoce como Enfermedad de Chagas (Chagas, 1909a; Chagas, 1916; Chagas,
1916a). En 1926, Salvador Mazza y otros médicos argentinos (Mazza, 1926;
Nifio, 1926) contribuyeron al conocimiento y a la divulgacion de la existencia
de la enfermedad de Chagas, lo cual estimuld la investigacion de la misma en

otros paises latinoamericanos.

1.1.2 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es una de las parasitosis mas importantes de

Ameérica Latina. Abarca desde México hasta la provincia de Rio Negro en
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nuestro pats, encontrandose la mayor prevalencia en Brasil, Venezuela y
Argentina. Se calcula que en las areas donde la endemicidad es muy alta, hay
aproximadamente 90 millones de personas en peligro de ser infectadas por
I aruzi En la provincia de Santiago del Estero, en Argentina, y en algunas
zonas de Bolivia, la prevalencia excede el 70% de la poblacion. Recientemente,
debido a estudios serologicos realizados en el area de Washington DC, en EEUU,
se han encontrado inmigrantes centroamericanos infectados con 7 cuz, a
pesar de no ser ésta una zona endémica (Kirchhoff y col., 1987). Actualmente
se calcula una incidencia de 200.000 casos nuevos por ano.

La transmision de 7. auzi por sus vectores naturales es aun el
mecanismo mas importante de infeccion humana en las zonas endémicas. Los
vectores de la enfermedad pertenecen a la familia Aeduvidae y, en Argentina,
la especie mas significativa es 7r7atoma infestans (Abalos, 1972). El insecto
vector es de habitos domiciliarios y peridomiciliarios, habitando
fundamentalmente en los pajonales y en los techos de paja de las viviendas
precarias. La causa de la alta incidencia y prevalencia de 1a enfermedad en el
hombre estd basada, principalmente, en las condiciones de extrema pobreza y
miseria en las que vive un alto porcentaje de la poblacion de Latinoamérica. El
hombre puede infectarse con 7. cruz; mediante diversos mecanismos; el mas
importante es a través de las deyecciones del insecto vector. Al picar éste en
zonas descubijertas de la piel del hombre, elimina sus heces con los
tripomastigotes metaciclicos, los cuales penetran por el sitio de la picadura o
por las mucosas. 7. ruz/ también puede transmitirse transplacentariamente,
lo cual determina infecciones congénitas, y por transfusiones de sangre, esto
ultimo debido a que la supervivencia del parasito puede llegar hasta los

20 dias posteriores a la extraccion (Pinto Diaz, 1984). También se han descripto



Introduccion 4

casos de infeccion por transplante de organos (Pinto Diaz, 1984) y de
infecciones accidentales en laboratorios (Hofflin y col, 1987). Existe un alto
riesgo de transmision por transfusion en areas donde los dadores de sangre
tienen altas probabilidades de estar infectados. Todo ésto hace que sea
importante poseer un método de diagnodstico confiable. Actualmente no se
dispone de vacunas efectivas ni de drogas adecuadas para la prevencion o el
tratamiento de la enfermedad de Chagas. Para controlar esta enfermedad, es
necesaria la prevencion de la infeccion a través del desarrollo de campanas
que incluyen el mejoramiento y la desinsectacion de las viviendas, educacion

de los habitantes de zonas endémicas y un diagnostico temprano.

1.1.3. Etapas aguda y cronica de la enfermedad

La manifestacion de la enfermedad puede producirse a través de una
gran variedad de formas clinicas y patologias, cada una de ellas con
caracteristicas muy particulares. Cuando el parasito infecta al huésped, se
produce un periodo de latencia que dura aproximadamente 7 a 10 dias. Luego,
aparecen los primeros sintomas de la infeccion, tales como fiebre, irritabilidad,
cefalgias y mialgias. Estos sintomas aparecen en la etapa aguda de la
enfermedad, la cual se caracteriza por una gran proliferacion intracelular del
parasito y una parasilemia muy elevada. Debido a esto ultimo, los parasitos
pueden ser detectados facilmente en tejidos y en circulacion. Generalmente, las
manifestaciones clinicas mas severas ocurren principalmente en nifios de hasta
2 anos de edad. La mortalidad en la enfermedad de Chagas durante la etapa
aguda, siempre se encuentra relacionada con grupos de corta edad. En los casos
fatales, generalmente se observan severos dafos cardiacos Yy/o0

meningoencefalitis chagasica, principalmente en el primer mes de Ia
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enfermedad (Pinto Diaz, 1984). La infeccion también puede producirse sin que
se detecten manifestaciones clinicas durante el periodo agudo. Se estima que
solamente se manifiestan sintomas clinicos en un 5% de los individuos
afectados. En el 95% restante de los casos, no se puede detectar la enfermedad
durante su etapa aguda, y éstos desarrollan, directamente, una forma cronica
de la misma.

La evolucion de la etapa aguda dura entre 40-60 dias, volviendo luego los
sintomas a la normalidad. La parasitemia disminuye hasta niveles
practicamente indetectables, entrando en el periodo cronico. Durante esta
etapa, la infeccion puede permanecer durante anos o décadas sin manifestarse
clinicamente. Algunos pacientes pueden desarrollar una forma cronica
progresiva, caracterizada por la aparicion de miocarditis y/o hipertrofia y
dilatacion del tubo digestivo en la porcion proximal o distal, lo cual resulta en
megaesofago y/o megacolon respectivamente (Galvao-Castro y col., 1984). En
nuestro pais la patologia cronica mas frecuente es la miocarditis chagasica,
siendo los pacientes cronicos sintomaticos aproximadamente un 25% de los
individuos afectados. En Brasil, de tanta trascendencia como el dafio cardiaco
es el compromiso de los organos digestivos, especialmente en los estados de
Goias, Sao Paulo y Minas Gerais, lugares en los que es mas frecuente la
observacion de megaesofago que de megacolon. En Chile son frecuentes las
formas cronicas, la cardiopatia y las megaformaciones digestivas; en cambio,
las formas agudas son excepcionales, salvo las congénitas. En Bolivia, las
formas cardiacas y las megaformaciones digestivas serian las mas frecuentes.
En Colombia se han descripto casos humanos de cardiopatia y de transmision
congénita. En Ecuador se han comunicado casos agudos, principalmente en la

region costera, y también se han descripto casos de miocarditis cronica. En
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Panama y Venezuela, si bien existe compromiso cardiaco, no se han encontrado
megaformaciones digestivas (Atias, 1991). Los factores que determinan las
diferentes manifestaciones clinicas y su relacion con diferentes areas
geograficas, no estan bien definidos. Se supone que se debe a la existencia de
distintas cepas del pardsito en diferentes regiones, interactuando con
poblaciones de huéspedes que difieren en muchos aspectos (nutricionales,
geneéticos, etc.). La interaccion huésped-parasito depende de las diferencias en
uno u otro componente, vy de la asociacion que se da entre una determinada

poblacion de parasitos y una poblacion particular de huéspedes.

1.1.4 Enfermedad de Chagas congénita

La enfermedad de Chagas congénita se produce por el pasaje de 7. aruz/ a
través de la placenta y posterior infeccion del feto. La madre puede
encontrarse en cualquier etapa de la enfermedad. 7. «ruz alcanza la
circulacion fetal por via hematogena, atravesando las vellosidades placentarias.
Se ha estimado que en regiones endémicas la incidencia de esta infeccion es
alrededor del 5% del total de madres chagasicas.

El diagnostico de los casos sintomaticos es esencialmente clinico. La
confirmacion de éste, se basa en la demostracion de los tripomastigotes en la
sangre circulante del recién nacido; para lo cual se observa directamente al
microscopio una muestra de sangre fresca. Sin embargo, si el resultado de este
examen es negativo, no se puede descartar el diagnostico, porque puede
coincidir con una baja parasitemia y, en estos casos, el xenodiagndéstico es de
gran utilidad. Por otro lado, el hallazgo de IgM especifica certifica el

diagnostico clinico, pero su ausencia no lo descarta (Atias, 1991a).
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En la busqueda de las infecciones congénitas asintomaticas, el estudio se
inicia con la deteccion serologica de la infeccion materna en muestras de
sangre de embarazadas y sangre de cordon. Todo resultado positivo indica
riesgo de transmision congénita y, en estos casos, debe estudiarse al nino
desde su nacimiento. Dicho estudio implica un examen clinico completo,
busqueda del pardsito en muestras de sangre, aplicacion de xenodiagnostico y
estudios serologicos (IgG e IgM especificas) seriados. Aquellos nifnos con
demostracion de parasitos o deteccion de IgM especifica, en fecha del
nacimiento, seran sometidos a estudios clinicos especializados, tratamientos y
controles clinico-serologicos durante varios anos. Los recién nacidos con
serologia positiva al nacer, sin demostracion de presencia del parasito;
seguiran en observacion con controles serologicos y clinicos durante los
primeros meses de vida. Si la serologia se vuelve negativa durante dicho
periodo, se descarta la infeccion congénita (Atias, 1991a). En el caso de que
aguella continue siendo positiva, se confirma ésta y se comienza con el
tratamiento adecuado, el cual es similar al que se lleva a cabo durante la etapa
aguda de la enfermedad. Al ser este tratamiento efectivo, solamente durante la
etapa inicial de la enfermedad, el retardo en el diagnostico de casos de
infeccion congénita, puede llevar a que el tratamiento resulte ineficaz. Seria,
por lo tanto, necesario poder disponer de técnicas que permitan confirmar, en

el menor tiempo posible, este tipo de infecciones.
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1.2 Biologia de 7Trypanosoma crvzs

1.2.1 Generalidades

Tanto en Africa como en América Latina, los tripanosomas y las
leishmanias son los agentes causales de serias enfermedades, tanto en el
hombre como en los animales silvestres y domeésticos. Pertenecen al orden
Kinetoplastida (Honigberg, 1963). Las especies de este orden se caracterizan
por poseer una region especializada, el kinetoplasto, dentro de su Unica
mitocondria. Dentro de esta region se localiza el ADN mitocondrial (ADNy,) de
estos organismos. Los miembros de este orden son protozoos flagelados, en su
mayoria parasitos. Algunos géneros son patogenos de plantas (LPayromonas ).
Otros, como Alastocrithidia, Crithidia, Leptomonas y Herpetomonas, son
parasitos de insectos, monogenéticos, presentan un ciclo de vida simple y se
alojan solo en un huésped invertebrado. Sin embargo, hay especies de vida
libre tales como las pertenecientes a la familia AFodonidae Los géneros
Irypanosoma y Leishmania son flagelados digenéticos y presentan un ciclo de
vida complejo en el cual se alternan un huésped invertebrado y uno
vertebrado. En este Gltimo, dependiendo de la especie considerada, se alojan
en el torrente sanguineo o intracelularmente, en musculo cardiaco, células del
sistema nervioso autonomo, sistema digestivo o sistema inmune. Debido a la
importancia sanitaria que presentan, la mayoria de las investigaciones
realizadas se centraron en los ultimos géneros mencionados. Los habitantes de
las areas tropicales y sub-tropicales de todo el mundo, son afectados por estas
enfermedades. La tripanosomiasis africana o “enfermedad del suefno”, es

producida por distintas sub-especies de /rypanosoma bruces En el hombre



Introduccion 9

I brucer rhodesiense produce una enfermedad aguda y 7. brucel gambiense
una enfermedad cronica. Por otro lado, 7. brucer bruce/ produce una
enfermedad equivalente (nagana) en animales domésticos y silvestres. Todas
las enfermedades mencionadas anteriormente afectan a millones de personas,
especialmente en los paises en vias de desarrollo. La importancia médica y
sanitaria de estos parasitos ha impulsado a varios grupos de investigacion a
invertir grandes esfuerzos para lograr un conocimiento mas amplio en el drea
de la biologia molecular y la bioquimica cldsica de estos organismos.

Varias caracteristicas peculiares de los tripanosomas se han descubierto
durante las ultimas décadas. Se han encontrado estructuras nuevas como la
presencia de una organela denominada glicosoma que posee enzimas
glicoliticas, normalmente encontradas en el citoplasma de otras células
(Opperdoes y col, 1977), y la presencia de ADN kinetoplastico (ADNg)
formando una gran malla de moléculas de ADN concatenadas (Borst y col.,
1979). También se han descripto mecanismos nunca vistos anteriormente tales
como un sistema de transcripcion discontinua (De Lang y col, 1984), el
mecanismo de variacién antigénica en tripanosomas africanos (Cross, 1978;

Vickerman, 1978) y la edicion de ARN mensajero (Benne y col, 1986).

1.2.2 Ubicacion sistematica

Segln una revision realizada por el Comité de Sistematica y Evolucion de
la Sociedad de Protozoologia (Levine y col, 1980), los tripanosomas son
protozoos cuya ubicacion taxonémica es la siguiente:

Phylum Sarcomastigophora: un tipo de nucleo; flagelo, pseudopodios o

ambos.
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Subphylum Mastigophora: uno o mas flagelos; reproduccion por fision

binaria; en algunos grupos reproduccion sexual.
Clase Zoomastigophora: cloroplastos ausentes; uno o mas flagelos.

Orden Kinetoplastida: uno a cuatro flagelos que emergen de una

depresion; una Unica mitocondria que se extiende por toda la célula semejando
un tubo o una red de tubos; usualmente poseen una organela autorreplicante,
el kinetoplasto; aparato de Golgi en la region de la depresion flagelar; hay
especies parasitas y otras de vida libre.

Suborden Trypanosomatina: un solo flagelo libre o con membrana

ondulante; kinetoplasto pequefio y compacto; parasitos.

Familia Trypanosomatidae: incluye varios géneros monogenéticos:

Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas y Herpetomonas todos parasitos de
invertebrados. Otros géneros son digenéticos, como Lershmania y
Jrypanosoma que alternan un huésped vertebrado y otro invertebrado. Los
miembros del género 7rypanosoma han sido dividos en dos grandes grupos
segun el sitio de produccion de tripomastigotes metaciclicos en el insecto
vector y el método de infeccion en el huésped vertebrado (Hoare, 1964).

Seccion Salivaria: incluye tripanosomas cuyo ciclo de desarrollo en el

vector invertebrado se completa en las glandulas salivales del insecto. Se
transmite por inoculacion mediante la picadura del insecto. Ej: 7rypanosoma
brucel Trypanosoma congolense

Seccion Estercoraria: comprende tripanosomas que completan su

desarrollo en la region posterior del tubo digestivo del vector. Se transmiten
por contaminaciéon a través de las heces del insecto (excepto 7. rangel/) Ej:
Irypanosoma crvzi Irypanosoma /lewis{ La Onica especie de este grupo

patogena para el hombre es 7rypanosoma cruzi
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1.2.3 Heterogeneidad de las poblaciones de 7rypanosoma cruzi

Existen numerosas evidencias que indican que esta especie no €s un
grupo homogéneo de parasitos, sino que estaria compuesta por un conjunto de
poblaciones heterogéneas de organismos con diferentes caracteristicas
biologicas, bioquimicas e inmunologicas.

Al poco tiempo de su descubrimiento, se conocié la amplia distribucion
geografica de 7. cruz; (Chagas, 1909). Se tenia conocimiento sobre la
reproduccidon intracelular del parasito, en varios tejidos diferentes de
mamiferos, asi como el desarrollo completo del ciclo biologico en distintos
huéspedes vertebrados y vectores (Miles, 1979). Luego de muchos estudios y
muchos trabajos publicados sobre la enfermedad de Chagas, se han obtenido y
acumulado gran cantidad de datos sobre las caracteristicas biolégicas y
epidemiologicas de 7. cruz A través de esta informacion se detecto la
existencia de distintas variedades de 7. ¢ruz/ en la naturaleza. Comparando
formas sanguineas de distintas cepas se detectaron diferencias en la
morfologia (Brener, 1965; Brener, 1973), las cuales podrian llegar a denotar
diferencias fisiologicas (Brener,1973). También se detectaron diferencias en la
infectividad a distintos tipos de células (Doyle y col, 1984), en las curvas de
parasitemia (Brener y col, 1974; Avila y col, 1981), en la patogenicidad en
ratones (Postan y col, 1983), en las caracteristicas de union a anticuerpos
monoclonales (Kirchhoff y col, 1984), en la cinética de crecimiento (Dvorak y
col, 1980) y en la sensibilidad a diferentes drogas (Brener y col, 1976;
Freeman y col, 1975; Avila y col, 1981). En cuanto a las caracteristicas
pioquimicas, se encontraron diferencias en la composicion antigénica

(Nussensweig y col., 1963; Ketteridge, 1975; Gonzalez y col., 1984; Kirchhoff y
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col., 1984), en el metabolismo oxidativo y el contenido de diferentes enzimas
(Engel y col, 1990), en los patrones de isoenzimas (Miles y col., 1977;
Tibayrenc y col.,1988), en los patrones de fragmentos de restriccion del ADN
kinetoplastico (Morel y col, 1980), en el contenido de ADN por organismo
(Dvorak y col, 1982; Kooy y col, 1989) y en el cariotipo y localizacion
cromosomica de distintos genes (Gibson y col., 1986; Engman vy col., 1987;
Henriksson y col., 1990).

Como consecuencia de estos estudios, distintas variedades de 7. cruz/ han
sido descriptas, lo cual no debe resultar sorprendente tratindose de un
parasito con una extensa distribucion geografica y una gran diversidad de
habitats, huéspedes y vectores. Por ello, el estudio de las variaciones
intraespecificas, tiene importancia para el desarrollo de métodos de
diagnostico y de tratamientos quimioterapéuticos e inmunolégicos contra la
enfermedad. Probablemente no todas las variedades del parasito sean

susceptibles a una determinada droga o anticuerpo (Brener,1985).

1.2.4 Ciclo de vida de 7rypanosoma cruvzi

I cruzi es un parasito digenético. Durante su ciclo de vida se aloja en dos
huéspedes diferentes: un insecto hematofago (intermediario) y un vertebrado
(definitivo). El primero esta representado por numerosas especies
pertenecientes, en su mayoria, a los géneros Jriatoma, Fastrongylus y
Rhodnius (Chagas, 1909a). Existen especies domiciliarias (7. /nfestans,
R prolixus, P megistus ), peridomiciliarias (7. sordida, I. brasiliensis ) y
selvaticas ( 2 genrculatus, I. rubrovarsa ). El vector se infecta por ingestion de
tripomastigotes presentes en la sangre periférica de un vertebrado infectado.

Las formas sanguineas llamadas tripomastigotes (Figura 1), son ingeridas por
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Figura 1.

Formas celulares de 7rypanosoma cruzi 1. Amastigote. 2. Epimastigote. 3.
Tripomastigote. Bolsillo flagelar (BF), Flagelo (F), Kinetoplasto (K), Membrana
ondulante (MO) y Nucleo (N).
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el insecto, pasan a lo largo del tubo digestivo de éste, donde sufren una serie
de transformaciones morfologicas irreversibles y se diferencian a
epimastigotes (Figura 1). En el intestino, estos Oitimos se encuentran en activa
division y mantienen un estado permanente de infeccidon en el insecto. Los
epimastigotes se diferencian a tripomastigotes metaciclicos en la ampolla rectal
del vector. Estos Ultimos, muy similares a los tripomastigotes sanguineos, son
los que poseen la capacidad infectiva para el huésped mamifero. El vector
infectado se alimenta sobre un huésped vertebrado, elimina sus heces durante
o después de la ingesta de sangre y, a través de las heces, se transmiten los
tripomastigotes metaciclicos (Brener,1973).

En 1968 se comunico la existencia de una forma redondeada provista de
un flagelo a la que se llamo esferomastigote (Brack, 1968). Segun este autor, la
diferenciacion de tripomastigotes sanguineos en esferomastigotes ocurriria en
el estomago del vector. Los tripomastigotes metaciclicos eliminados con las
heces del insecto penetran en el huésped vertebrado a través de
microescoriaciones de la piel o0 de mucosas como la conjuntiva, Invaden luego
las células por un proceso de endocitosis, iniciando asi la etapa intracelular de
su ciclo biolégico. 7. cruzi puede penetrar un amplio rango de células del
huésped, siendo las mas comunmente infectadas las fibras musculares y las
células de la glia (Brener, 1973).

Luego de la penetracion celular, los tripomastigotes se diferencian a
formas redondeadas, carentes de flagelo, llamadas amastigotes, que se
multiplican por fision binaria cada 12 horas aproximadamente (Figural).
Luego de un dado numero de divisiones, se produce la diferenciacion hacia la
forma tripomastigote. Estos son liberados a la circulacion por ruptura de la

célula y de esta manera pueden invadir nuevas células reiniciando el ciclo
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amastigote-tripomastigote, perpetuandose la infeccion en el huésped
vertebrado (Brener, 1973). Se han detectado infecciones en varios mamiferos
de diferentes ordenes, tanto en seres humanos como en monos, ratones, ratas,
conejos, hamsters y perros. Por otro lado, tanto anfibios como aves son

refractarios a las infecciones con este parasito.

1.3 Respuesta inmune en 1a enfermedad de Chagas

Los parasitos inducen en el huésped mamifero una compleja respuesta
inmune. Infecciones experimentales con Le/ishmansiz (Campos-Neto y col,
1982), Plasmodium (Falanga y col., 1987) vy 7rypanosoma cruzi (D'Imperio
Lima y col, 1985), llevaron a la conclusion de que los protozoos parasitos
originaban una activacion policlonal de células B de tipo antigeno-inespecifico
(Minoprio y col., 1988). En la enfermedad de Chagas, sélo 1 de 51 hibridomas
de células B, obtenidas de ratones con infeccion aguda, secretaba anticuerpos
que reacccionaban con el parasito (Minoprio y col, 1988). Esta activacion
policlonal de células B ocurriria en etapas tardias de la infeccion (D'Imperio
Lima y col, 1986). Por otro lado, hay varias evidencias que muestran la
existencia de anticuerpos especificos contra el parasito, tanto en infecciones
naturales como experimentales (Araujo y col, 1984; Israelsky y col, 1988;

Tarleton y col, 1983).

1.3.1 Citotoxicidad mediada por células

En ausencia de complemento, los tripomastigotes pueden ser lisados /z
vitro por eosindfilos y neutrofilos, pero requieren la presencia de anticuerpos

especificos constituyendo lo que se ha dado en llamar citotoxicidad mediada
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por células dependiente de anticuerpos (CCDA) (Okabe y col., 1980; Kipnis y
col., 1981).

Existen controversias sobre el papel del interferon y de las células
"natural killer” (NK). Algunas evidencias indican que los niveles de interferon
sérico y la actividad de células NK, regulada por los niveles de interferon, se
incrementan muy rapidamente luego de la infeccion con 7. ¢ruz/ (Hatcher y
col., 1982). Tanto epimastigotes como tripomastigotes pueden ser destruidos
por células NK, generadas en el raton durante la infeccion experimental
(Hatcher y col., 1982). Sin embargo, otros autores encontraron que el bloqueo
de la actividad NK con anticuerpos anti-interferon no produjo diferencias en la
resistencia a la infeccion (Storino y col.,, 1985)

La importancia de las células T en la resistencia a la infeccion ha sido
puesta de manifiesto por numerosos autores. Un incremento de la
susceptibilidad a la infeccion ha sido demostrada en animales congénitamente
atimicos (Segura y col, 1981) o deficientes en células T por tratamiento con
anticuerpos anti-linfocitos T o por timectomia (Schmunis y col, 1971;
Kierszenbaum y col, 1979). Otros autores lograron transferir pasivamente
inmunidad por inoculacion de células de bazo o células T inmunes (Trischman
y col,, 1978; Scott y col,, 1981; Wrightsman y col., 1982).

1.3.2 Produccion de anticuerpos

El ingreso de 7 cruz/ en el hombre desencadena la produccion de
anticuerpos de la clase IgM e IgG (Vattuone y col., 1973; Hanson, 1977). El
papel de los anticuerpos en la resistencia a la infeccion ha sido puesto de
manifiesto por varios autores (Scott, 1981; Kierszenbaum,1980) quienes, en

ensayos de transferencia pasiva de sueros conteniendo anticuerpos especificos,
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lograron cierta proteccion al desafio con formas infectantes del parasito. Se
obtuvieron otras evidencias sobre el papel desempefiado por los anticuerpos,
en la inmunidad contra 7. ¢ruzi cuando ratones seleccionados por tener baja
capacidad formadora de anticuerpos, mostraron ser mas susceptibles a la
infeccion que los ratones que poseen esta capacidad altamente desarrollada
(Kierszenbaum y col., 1976). Resultados similares se obtuvieron en ratas cuyas
células B habian sido extraidas mediante un tratamiento previo con suero anti
cadena p ( Rodriguez y col.,1981; Krettli y col., 1982).

Se han detectado anticuerpos con capacidad para lisar /72 viZro formas
sanguineas de 7. cruz/ (Budzko y col, 1973; Powell y col., 1980). Algunos
investigadores han reportado la existencia, en la enfermedad de Chagas, de dos
tipos de anticuerpos con diferentes actividades (Krettli y col., 1982). Segun
estos autores, el suero de ratones inmunizados con distintos antigenos de
I’ crvzi (formas de cultivo sometidas a ruptura a través de varios ciclos de
congelamiento y descongelamiento, formas fijadas con glutaraldehido, etc.)
presentan solamente anticuerpos detectables por técnicas serologicas
convencionales, como por ejemplo, inmunofluorescencia. Estos anticuerpos
detectan epimastigotes o tripomastigotes fijados, no detectan formas
sanguineas vivas y son muy poco protectores contra infecciones de 7. cruz
Por el contrario, ratones en la etapa cronica de la infeccion, presentan, ademas,
anticuerpos contra formas sanguineas vivas del parasito que pueden ser
detectadas por ensayos de lisis mediada por complemento y de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, ademas de las técnicas convencionales
(Krettli y col, 1982; Krettli, 1984). Estos anticuerpos no se detectan en sueros
de ratones inmunizados con parasitos muertos o fracciones antigénicas, por lo

que se asume que estarian dirigidas contra componentes de la superficie del
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parasito o contra antigenos liberados por el tripanosoma (Krettli, 1984). La
razon por la que sélo los anticuerpos liticos son capaces de detectar
tripomastigotes vivos no esta clara aun, pero podria estar relacionada con sus
diferentes afinidades por las células blanco. En relacion con la actividad litica,
se ha encontrado que los fragmentos F(ab); de la IgG, son tan efectivos como la
molécula intacta para transformar a los tripomastigotes de sangre en
activadores de la via alternativa del sistema complemento (Kipnis y col., 1985).
Este fendémeno sugiere que la IgG especifica se une a componentes de
membrana del pardsito que normalmente inhiben la activacion del
complemento; induciendo de esta forma, la lisis por la via alternativa. El
estudio de fracciones del suero por cromatografia de afinidad, mostré que la
actividad litica estaba correlacionada con picos de 1gGy, mientras que los tests
de inmunofiuorescencia con parasitos fijados fueron positivos con todas las
fracciones (Sanchez y col, 1982). Los anticuerpos capaces de transferir
pasivamente resistencia a ratones y de lisar formas sanguineas de 7. cruz
fueron identificados como inmunoglobulinas I1gGya e IgGb (Takehara y col.,
1981).

Los mecanismos por los cuales los anticuerpos confieren proteccion no
estan claros, pero podrian incluir, ademas del efecto litico mediado por
complemento y la neutralizacion de la infectividad de tripomastigotes, el
aumento de la fagocitosis por macrofagos y la participacion en la CCDA.

Por otro lado, ha quedado demostrada la importancia diagnostica de la
presencia de anticuerpos especificos, y se han desarrollado numerosas técnicas
de laboratorio para poder detectarlos. Entre ellas estarian: fijacion de
complemento (FC), inmunofluorescencia indirecta (IFI), hemoaglutinacion

pasiva (HA) y reacciones enzimaticas (Camargo y col., 1979).
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1.4 Respuesta humoral fetal e infecciones congénitas

La inmunidad pasiva es la adquisicion de anticuerpos especificos ©
linfocitos sensibilizados, provenientes de otros individuos, sin que exista
exposicion previa al antigeno. Este tipo de inmunidad es, usualmente,
transiente pero puede otorgar una proteccion importante, sobre todo durante
el primer afio de vida (Madani y col., 1989). Durante el desarrollo, a partir de
la décima semana de gestacion, aparecen células B maduras que presentan en
su superficie inmunoglobulinas de tipo IgM, IgG, IgA e IgD. A partir de la
decimoquinta semana de gestacion, existe una variedad completa de células B
maduras, incluyendo la presencia de multiples clases de la inmunoglobulina
IgG con la misma especificidad (Miller y col.,, 1983). Las células B maduras, en
colaboracion con las células T, pueden diferenciarse a células de memoria,
células circulantes sensibles al antigeno, etc. La inmunoglobulina IgM es la que
primero comienza a sintetizarse, a partir de la decimoprimera semana de
gestacion y permanece con niveles bajos durante todo el periodo fetal. Los
fetos normales poseen la sintesis de IgM lo suficientemente bien establecida
como para que, practicamente todos los fetos, tengan niveles detectables de
IgM en su suero a partir de [a trigésima semana de gestacion (Stiehn, 1975).
Previamente, se habian obtenido evidencias de que células fetales serian
capaces de sintetizar /» vziro 1gM e IgG a partir de la mitad de! periodo de
gestacion (Lawton y col, 1972). La sintesis de IgA comienza a partir de la
trigésima semana y se produce en forma tan limitada que la IgA sérica no es
detectada hasta varios dias después del nacimiento. La IgA secretoria,

compuesta por dos moléculas de IgA sérica y un componente secretor, no se
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detecta en el feto. Sin embargo, el componente secretor libre podria ser
sintetizado por el feto, ya que se ha detectado su presencia en la orina de ninos
prematuros (Remington y col., 1968).

Las inmunoglobulinas de tipo IgM, IgE e IgA no atraviesan la placenta
(Whitelaw y col., 1988; Madani y col, 1989), por lo tanto su presencia en la
sangre de cordon umbilical es consecuencia de su produccion por parte del
feto. La deteccion de estas clases de anticuerpos sugiere la presencia de una
infeccion activa y ha sido de gran utilidad para el diagnostico de infecciones
congénitas. Como ejemplos estan: la deteccion de IgE para el diagnostico de
filariasis (Weil y col., 1983), deteccion de IgM en el diagnostico de sifilis
(Alford, 1971; Dobson y col, 1988) y deteccion de IgM e IgA para el
diagnostico de toxoplasmosis (Cederqvist y col., 1977; Remington y col., 1985;
Decoster y col, 1988). La situacion con los anticuerpos de tipo IgG es diferente.
Esta inmunoglobulina es transferida a través de la placenta a partir de la
octava semana de gestacion. Los mecanismos principales, a través de los cuales
se lleva a cabo la transferencia de 1gG de la madre al feto, son dos (Gitlin y col.,
1964; Gitlin, 1971). E! primero es una transferencia pasiva, en la cual, la IgG
fetal es proporcional al nivel materno de IgG; este mecanismo sufre una
maduracion con el incremento de la edad gestacional para permitic que
cantidades mayores de IgG atraviesen la placenta durante la gestacion. El
segundo es un mecanismo enzimatico activo, que transfiere activamente IgG de
la madre al feto; presumiblememte a través de receptores Fc (Kohler y col.,
1966). Este mecanismo, inhibido por altos niveles maternos de IgG y activado
por bajos niveles maternos de IgG, sirve para llevar los niveles de [gG fetales a
niveles normales. Los nifios que nacen de madres con niveles altos o bajos de

IgG, tienden a tener niveles de IgG casi normales (Stiehn, 1975). Las subclases
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de IgG en el cordon umbilical son similares a aquellas presentes en la madre:
70% IgGl, 20% IgG2, 3% IgG3, 3% IgG4 (Miller y col., 1983). Luego del
nacimiento, los niveles de IgG decrecen, con una vida media de 25 dias. De
acuerdo a esto, el fenotipo I1gG Gm del recien nacido es siempre similar al de su
madre (Madani y col, 1989; Mellbye y col., 1973). Sin embargo, estudios
previos mostraron que células provenientes de bazos fetales, cultivadas /z
vitrq eran capaces de sintetizar IgG a partir de la mitad de la etapa gestacional
(van Furth y col, 1965; Lawton y col, 1972). Mas ain, en suero de cordon
umbilical se encontraron cantidades muy pequeias de IgG que portaban
marcadores alotipicos de 1gG (Gm) que no estaban presentes en el suero
materno correspondiente (Mellbye y col,, 1973; Martensson y col,, 1965). Esta
pequena fraccion de moléculas de IgG podria representar el Gm del nifo y
probablemente seria sintetizada por el feto /7 vtero (Adinolfi y col, 1971;
Stiehn, 1975). La contribucién de la fraccién producida por el feto a los niveles
sericos de IgG seria muy pequeifia, por lo tanto la mayoria de la IgG detectada
en el cordon umbilical seria de origen materno (Whitelaw y col, 1988; Madani
y col., 1989; Cederqvist, 1983; Black y col., 1988). Debido a todo lo mencionado
anteriormente, no seria facil 1a deteccion de IgG fetal especifica en sangre de
cordon umbilical de recién nacidos, que estén congenitamente infectados. Se ha
tratado de detectar en sangre de cordon umbilical, IgG especifica contra
patogenos, que no estén presentes en los sueros maternos. Esto se ha realizado
en infecciones congénitas de toxoplasmosis, utilizando inmunocelectroforesis
(Griscell y col., 1973) y experimentos de "Western Blot" con proteinas totales
del parasito (Remington y col, 1985). También se llevo a cabo en casos
congeénitos de sifilis, realizando experimentos de "Western Blot" (Dobson y col,,

1988). Sin embargo, usando estos métodos es muy dificil confirmar la
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presencia de reacciones antigeno-anticuerpo especificas en recién nacidos
infectados (Remington y col.,, 1985).

Por todo lo mencionado anterior mente, podria resultar de gran utilidad el
uso de antigenos recombinantes de 7. cruz/ para analizar las inmunoglobulinas
especificas, presentes en los sueros correspondientes a ninos nacidos de

madres con enfermedad de Chagas.

1.5 Autoinmunidad

La respuesta inmune desencadenada por 7. ¢ruzi que incluye una gran
variedad de componentes humorales y celulares, deberia ser suficiente para
detener y eliminar al parasito y restituir el estado de salud del huésped. Sin
embargo, luego de un periodo de latencia, la enfermedad se convierte en
cronica afectando fundamentalmente al corazéon y al tracto intestinal. Un
mecanismo obvio de dafo tisular seria el de ruptura celular por parte de los
amastigotes y como en la infeccion chagasica aguda se han demostrado nidos
de amastigotes en el corazon, se estableciéo una relacion entre la presencia de
pardsitos y las lesiones inflamatorias locales (Andrade y col., 1979; Andrade,
1983). Sin embargo, en la miocarditis chagasica cronica no se ha logrado
demostrar la presencia de parasitos (Andrade y col,, 1979; Andrade, 1983), asi
como tampoco se han encontrado en el tracto gastrointestinal de pacientes con
formas digestivas de la enfermedad. Frente a estos hechos, se ha intentado
establecer la causa por la cual un individuo infectado, si supera la etapa aguda,
se convierte en chagdsico cronico y porqué aparecen lesiones tisulares,

practicamente en ausencia de parasitos, ya que éstos son detectables en
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algunos casos y s0lo si se emplean técnicas de cultivo (xenodiagnostico o

hemocultivo).

1.5.1 Autoinmunidad mediada por anticuerpos

Existen numerosos reportes de presencia de autoanticuerpos en pacientes
chagasicos y animales infectados experimentalmente. Se reportd que
autoanticuerpos contra tejido endotelial-vascular-intersticial (autoanticuerpos-
EVI), reconocian tanto tejido cardiaco humano, murino, bovino, como
epimastigotes de 7. cruzi (Schmunis, 1987). Por otro lado, se encontraron
anticuerpos cross-reactivos, similares en el 90% de los pacientes con patologia
chagasica cronica (Petry y col, 1989). El posible rol de estos anticuerpos fue
objeto de numerosos debates (Kierszenbaum y col,, 1985; Khouri y col,, 1983).
Sin embargo, los autoanticuerpos-EVI también se detectaron en otras
enfermedades infecciosas (malaria, leishmaniasis, tripanosomiasis africana,
etc.), por lo tanto no serian especificos para la enfermedad de Chagas y
tampoco serian la causa primaria de la patologia (Petry y col.,, 1989).

También se han reportado anticuerpos que dan reaccion cruzada con
nervios periféricos, células de Schwan y 7. ¢ruz' (Khouri y col., 1979). Este tipo
de anticuerpos se ha encontrado en pacientes con enfermedades musculares
degenerativas, lo cual sugiere que su presencia seria el resultado de la
destruccion tisular (Acosta y col, 1985). Se ha descripto un anticuerpo
monoclonal, CES, que reconoce no solo neuronas de mamiferos y musculo
cardiaco, sino también a 7 cwz (Wood y col, 1982). En infecciones
experimentales de ratones con 7. cruz/ se han detectado autoanticuerpos que
detectan tanto al parasito como al tejido cardiaco murino (McCormick y col,

1989). También se han obtenido evidencias de que los niveles de
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autoanticuerpos en ratones, infectados experimentalmente con 7. ¢ruzf son
mas elevados que los observados en ratones no infectados (Ternynck y col.,
1990).

1.5.2 Autoinmunidad mediada por células

La naturaleza de los eventos que conectan la respuesta inmune del
huésped contra 7. cruz/ y el subsiguiente dano inflamatorio al tejido cardiaco,
es desconocida. Una hipétesis propone que linfocitos autoinmunes, que
reaccionen con tejido cardiaco, podrian surgir durante el curso de una
respuesta inmune hacia antigenos que den reaccion cruzada con 7. ¢ruzf como
ocurre en enfermedades autoinmunes organo-especificas (Hudson, 1985; Wood
y col, 1982). Se ha reportado que células cardiacas podrian ser danadas
/n vivo por la generacion de células T autorreactivas, debido a la modificacion
de las células huésped por parte del parasito (Ribeiro Dos Santos y col., 1980).
Respecto a ésto, no ha sido posible detectar una respuesta proliferativa de
células T especificas contra antigenos cardiacos (Todd y col, 1983), o la
proliferacion de una posible célula T, que autorreaccionen contra el tejido
cardiaco (Gattass y col, 1988). Sin embargo, cuando se comparé la
transformacion blastica de linfocitos de pacientes con o sin miocarditis
chagasica, empleando antigenos de corazéon de rata, no fue posible encontrar
diferencias significativas (Mosca y col., 1981; Mosca y col, 1983).

Tampoco se han encontrado evidencias de que células T o macrofagos, se
unieran especificamente al tejido cardiaco infectado con 7. cruz/ para iniciar

un proceso autorreactivo (Mortatti y col., 1990)
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1.6 Antigenos de 7. cruvzs

1.6.1 Composicion antigénica de 7. cryz/

Durante el ciclo de vida de 7. cruz cada estadio tiene diferente medio
ambiente, morfologia y estilo de vida; es probable que estas diferencias se
reflejen en variaciones funcionales y antigénicas en su superficie. En todos los
estadios del parasito ha sido probada la presencia de carbohidratos en la
superficie de 7. cruzi (Alves y col, 1974; Pereira y col., 1980). Se han
descripto y caracterizado numerosos receptores para lectinas (proteinas de
origen vegetal que presentan afinidad por azicares) (Pereira y col, 1980;
Katzin y col, 1983). La mayoria de las proteinas de superficie detectadas en
I cruzi serian presumiblemente glicoproteinas, debido a su probada afinidad
por diferentes lectinas (Andrews y col, 1984). A través de varios trabajos se
ha demostrado que son varias las glicoproteinas importantes en la membrana
de 7. cruzf (Snary y col, 1979; Snary, 1980; Andrews y col,, 1984; Gonzalez y
col., 1984; Kirchhoff, 1987) y que la organizacion antigénica difiere
considerablemente en las distintas formas del parasito (Araujo y col, 1981;
Lanar y col,, 1983; Dragon y col., 1985), encontrandose algunos componentes
comunes y otros especificos de estadio (Nogueira y col, 1981; Contreras y col.,
1985; Kirchhoff y col., 1987).

Se han descripto glicoproteinas asociadas a la penetracion celular
(Zingales y col.,, 1985), a la evasion de la respuesta inmune (Rimoldi y col,
1988), y otras con funcion de receptor de moléculas del huésped (Ouaissi y col.,,

1986a). También han sido descriptas moléculas que, reconocidas por el sistema



Introduccion 26

inmune, permiten la destruccion del parasito (Zweerink y col., 1984; Yoshida,
1986; Norris y col., 1989).

1.6.1.1 Antigenos involucrados en proteccion

Se han realizado una gran cantidad de estudios para tratar de identificar
antigenos asociados a la proteccion contra la infeccion con 7 cruzf
correlacionando la resistencia al parasito con 1a presencia de anticuerpos que
reconozcan anticuerpos especificos. En animales experimentales se pueden
inducir distintos grados de proteccion parcial contra la infeccion con 7. cruzi
Son varios los protocolos de inmunizacion utilizados; entre ellos se puede
mencionar el uso de parasitos vivos atenuados (Basombrio y col, 1982),
parasitos inactivados (Mc Hardy y col, 1978), fracciones subcelulares del
parasito (Ruiz y col,, 1990) y fracciones de glicoproteinas (Scott y col., 1979).

En sueros de pacientes con la enfermedad de Chagas en la etapa cronica,
se ha observado que, aunque éstos reconocian muchos antigenos de 7. aruz
habia una correlacion entre anticuerpos contra una proteina de 160 kDa y la
capacidad del suero para producir lisis de los parasitos mediada por el sistema
complemento. Estudios realizados sugeririan que esa proteina seria un "blanco”
para los anticuerpos liticos y por lo tanto, desempenaria un papel importante
en la proteccion del huésped (Martins y col, 1985). Recientemente se ha
purificado esa proteina de 160 kDa y se ha observado que anticuerpos contra
esta proteina, se unen a parasitos vivos y que sélo se expresa en el estadio
infectivo del parasito, no encontrandose ni en epimastigotes ni en

tripomastigotes (Norris y col.,, 1989).
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1.6.1.2 Antigenos involucrados en diferenciacion

A lo largo de su vida, 7rypanosoma cruzi sufre un gran nimero de
diferenciaciones. Como se describi¢ anteriormente, en el intestino del vector
proliferan los epimastigotes; mientras que en el recto éstos se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos. De distintas regiones del tracto intestinal se han
podido aislar varias lectinas capaces de unir al parasito (Pereira y col., 1980).
Se ha propuesto que la morfogénesis de 7. cruz/ en el intestino del in_secto,
estaria regulada por la interaccion de estas lectinas y las glicoproteinas de
superficie del parasito.

Se reporto la inhibicion de la diferenciacion /z vrziro de epimastigotes en
tripomastigotes metaciclicos usando un anticuerpo monoclonal contra la
porcion de carbohidratos de una glicoproteina de superficie de 72 kDa (gp72)
(Sher y col, 1982)También se estudio la transformacion in viro de
epimastigotes en tripomastigotes metaciclicos, en condiciones quimicamente
definidas. Se reporté que, bajo estas condiciones, los epimastigotes en
diferenciacion se adhieren a la superficie del envase de cultivo antes de la
transformacion a tripomastigotes metaciclicos (Bonaldo y col, 1988).
Aparentemente, la adhesion de los epimastigotes seria un requisito necesario
pero no suficiente para la diferenciacion a la forma infectante (Bonaldo y col.,
1988).
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1.6.1.3 Antigenos involucrados en la evasion de la respuesta

inmune

A lo largo del proceso evolutivo, los parasitos protozoarios han
desarrollado una gran variedad de mecanismos para poder evadir la respuesta
inmunologica del huésped. En aquellos no sensibilizados, los mecanismos de
inmunidad natural que operan son, el efecto citolitico de la via alternativa del
sistema complemento y el reconocimiento, anticuerpo-dependiente, por parte
de las células fagociticas. Es interesante notar que los estadios que estian
presentes en el huésped vertebrado, generalmente son resistentes a la
destruccion directa por suero y también evaden la ingestion y destruccion por
medio de las células fagociticas. Sin embargo, las formas no infectantes
presentes en el insecto vector, generalmente son susceptibles a la lisis directa
por suero y a la fagocitosis y destruccion por monocitos y macrofagos. Se ha
probado que sueros de individuos no infectados provocan la lisis de
epimastigotes de 7. cruzi a través de la via alternativa del sistema
complemento, mientras que los tripomastigotes son resistentes a la lisis en
ausencia de anticuerpos especificos (Nogueira y col., 1975). Probablemente, se
producirian modificaciones en la superficie del parasito durante el proceso de
diferenciacion de epimastigotes a tripomastigotes que lo harian resistente a la
lisis por suero de personas no infectadas.

Se han realizado estudios donde se muestra que tratando tripomastigotes
con tripsina y otras proteasas, €stos se convierten en activadores de la via
alternativa del sistema complemento y, por lo tanto, sensibles a la lisis en
ausencia de anticuerpos especificos (Kipnis y col., 1981). En este caso también

se observa un aumento de la fagocitosis por parte de macrofagos, lo cual
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sugeriria que habria componentes responsables del efecto antifagocitico
(Kipnis y col,, 1981; Nogueira y col., 1981).

Se ha demostrado que la lisis de tripomastigotes por medio del sistema
complemento, ocurre también a través de la via alternativa (Budzko y col.,
1975). También se observé que los fragmentos F(ab), de la IgG, son capaces de
desencadenar la lisis por la via alternativa, lo que descartaria la participacion
de dominios Fc en 1a activacion del proceso (Kipnis y col., 1985). Se reporté que
la glicoproteina de 72 kDa mayoritaria en las formas del insecto, gp72, seria el
sitio aceptor para el componente C3 del sistema complemento en epimastigotes
(Joiner y col., 1985).

También se reporté la purificacion de un componente de 58/68 kDa,
liberado especificamente por tripomastigotes, que aparentemente contribuye a
la evasion de la lisis por 1a via alternativa del sistema complemento (Fischer y
col., 1988).

1.6.1.4 Antigenos involucrados en la interaccion y penetracion

de la celula huesped

La infeccion con 7rypanosoma cruzi es iniciada por los tripomastigotes
metaciclicos que provienen del insecto vector. Esta forma del parasito es capaz
de invadir células del huésped y resistir el ataque de los lisosomas. No estan
claros aun los factores involucrados en la interaccion célula-huésped- 7. cruz/
que llevan a la infeccion. Se supone que proteinas y glicoconjugados presentes
en la superficie de los tripomastigotes tendrian un rol importante en el proceso
de reconocimiento e invasion de las células del huésped por parte del parasito.

Se ha sugerido que una glicoproteina de 84 kDa podria servir como un

ligando que mediaria el reconocimiento célula-huésped-parasito /7 viiro
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(Zingales y col., 1985a; Alves y col, 1986). Se ha observado que tripomastigotes
obtenidos de células en cultivo contiene una proteina de 83 kDa que se uniria a
la superficie de fibroblastos /7 vzzro(Boschetti y col, 1987). Otra molécula que
podria estar asociada a la capacidad infectiva de 7. aruz/ es un polipéptido de
90 kDa especifico del estado metaciclico identificado por el anticuerpo
monoclonal 1G7 (Texeira y col,, 1986). Este anticuerpo es capaz de reducir la
infectividad en ratones (Araguth y col, 1988) y de inhibir la adhesion y
penetracion de tripomastigotes metaciclicos en células Vero (Yoshida y col.,
1990). Se ha reportado una glicoproteina de superficie de la forma metaciclica
de aproximadamente 35-50 kDa, identificada por el anticuerpo monoclonal
10D8, el cual neutraliza parcialmente la infectividad del parasito en células
Vero (Yoshida y col., 1989).

También fue sugerida la participacion de neuraminidasas del parasito en
la adhesion y penetracion en células del huésped. Esta actividad resulté ser
7-15 veces mayor en tripomastigotes que en los demas estadios (Pereira,
1983). Se ha propuesto que esta enzima estaria involucrada en un control
negativo sobre el crecimiento del parasito, a través de la remociéon de acido
sialico de las moléculas de los pardsitos o de las células huéspedes, las cuales
serian necesarias para la internalizacion (Prioli y col, 1991). Recientemente se
ha descripto una actividad trans-sialidasa sobre la superficie del parasito
(Schenkman y col, 1991). Esta enzima transfiere dacido sidlico de
macromoléculas del huésped a un epitope de tripomastigotes denominado
Ssp-3 (Andrews y col, 1987). Se ha observado que los anticuerpos que
reconocen a los residuos de acido sialico del Ssp-3, inhiben la union de
tripomastigotes a células huéspedes (Schenkman y col., 1991). Por otro lado,

trabajos previos han demostrado que 7. rvz/ no puede sintetizar acido sialico
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y que, por lo tanto, lo toma del medio (Previato y col, 1985; Zingales y col.,
1987). Todos estos resultados, sugeririan que el acido sidlico es relevante para
la internalizacion del parasito.

Se estudio la interaccion de la fibronectina plasmatica con 7. cruz/
(OQuaissi y col., 1984; OQuaissi y col,, 1985). La fibronectina es una glicoproteina
multifuncional de alto peso molecular presente en sangre, tejido conectivoy en
la superficie celular. Esta compuesta por dominios altamente estructurados que
contienen sitios de unién para las macromoléculas que interaccionan con ella.
Estos autores demostraron que la fibronectina se une especificamente a
tripomastigotes y que estaria involucrada en la adhesion del parasito a la
superficie de la célula huésped. En otra serie de trabajos, los mismos autores
localizaron una proteina de superficie especifica de tripomastigotes de 85 kDa
con caracteristicas de receptor de fibronectina (Ouaissi y col., 1986a). Ademas,
la proteina purificada inhibi¢ la infeccion de fibroblastos con tripomastigotes lo
que sugiere que ésta se uniria a la fibronectina de la superficie celular
impidiendo la adhesion del parasito. El sitio de union pareceria coincidir con el
dominio definido por la secuencia Arg-Gly-Asp-Ser, caracterizado previamente
como la region de la fibronectina que interacciona con células de mamifero
(Ouaissi y col., 1986h). Los autores concluyen que los dimeros de fibronectina
actuarian como puente entre las superficies de las ceélulas del huésped y del
parasito, a través de la secuencia hidrofilica de cuatro aminoacidos (Ouaissi,
1988). Recientemente se ha demostrado que una neuraminidasa de 7. auz
tendria secuencias similares a las de los modulos de tipo 111 de la fibronectina

(Pereira y col., 1991)
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1.6.2 Clonado de genes que codifican antigenos de 7. cruzs

Durante los Gltimos anos, se han clonado varios genes que codifican para
antigenos de 7 cruzi Esto se ha llevado a cabo a través de hisquedas
inmunolégicas en genotecas de expresion de DNA, utilizando sueros obtenidos
de animales o personas infectadas (Dragon y col., 1987; Ibanez y col,, 1987;
Frasch y col,, 1991). El uso de técnicas de ADN recombinante permite disponer
de antigenos de 7. cruz/ en forma individual y, ademas, tener la posibilidad de
obtenerlos en grandes cantidades. De esta manera, se podrian realizar estudios
para comprender mejor las alteraciones que se producen en la respuesta
inmune del huésped, incluyendo posibles procesos de autoinmunidad, los
cuales podrian estar involucrados en la patogénesis de la etapa cronica de la
enfermedad (Petry y col, 1989). También se podria tratar de mejorar los
métodos serologicos usados para el diagnostico de la enfermedad de Chagas vy,
eventualmente, buscar antijenos que puedan ser utilizados para la
inmunoprofilaxis.

Solo algunos de los antigenos recombinantes analizados hasta el momento
han sido completamente secuenciados (Dragon y col., 1987; Requena y col,
1988; Engman y col., 1991; Schijman y col., 1990; Aslund y col., 1991; Pereira y
col,, 1991; Cooper y col,, 1991; Takle y col,, 1991). Analizando las secuencias se
observo que la mayoria de ellos posee una estructura comun, en la cual parte
de su secuencia esta formada por unidades repetidas de aminoacidos, las
cuales serian inmunodominantes en infecciones naturales. Este tipo de
estructura también ha sido observada en proteinas antigénicas en
Trypanosoma brucei (Schneider y co., 1988; Roditi y col,, 1987). Comparando

los mismos genes entre diferentes cepas de 7. cruzi se ha visto que las
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unidades repetidas son casi idénticas, aun cuando fueran identificadas a partir
de diferentes aislamientos de parasitos (Ibanez y col, 1988, Lafaille y col,
1989; Levin y col., 1989; Hoft y col., 1989). No se han observado homologias
entre las unidades repetidas de 7. cruzs y las de otros parasitos. Sin embargo,
la region repetida de 38 aminoacidos del antigeno 36 (Ibafez y col., 1988)/]L9
(Levin y col, 1989), es idéntica en tamafno y similar en secuencia a una
proteina asociada a microtubulos, descripta en J/rypanosoma brucer
(Schneider y col., 1988). La presencia de unidades repetidas pareceria ser un
fenomeno general entre los parasitos protozoos, los cuales tienen que estar
evadiendo continuamente la respuesta inmune del huésped. La presencia de
epitopes de unidades repetidas de aminoacidos podria tener posibles
implicaciones en la evasion de la respuesta inmune (Kemp y col,, 1987).

Algunos de los antigenos de 7. aruz/ identificados son internos (Lafaille y
col., 1989, Schijman y col., 1990; Bontempi y col., 1989). En el caso de la cistein
proteinasa de 7 cruzi ( Cazzulo y col, 1990) ademas de localizarse en
lisosomas (Bontempi y col., 1989), se han encontrado evidencias que sugieren
que podria localizarse también en la superficie celular (Souto-Padréon y col.,
1990). Otros antigenos han sido localizados en el flagelo (Lafaille y col., 1989;
Levin y col., 1989) Estos Ultimos podrian ser utilizados para estudios de
serologia y de inmunoproteccion, ya que se ha observado proteccion en
ratones, inyectados con dosis fatales de parasitos, cuando se utiliza la fraccion
flagelar (Ruiz y col, 1985)

Con respecto a la funcion que cumplen estos antigenos de 7. aruz sélo se
conoce para muy pocos de ellos Se sabe que las proteinas de "heat-shock™ son
antigénicas en las infecciones naturales (Dragon y col., 1987, Requena y col.,

1988, Engman y col,, 1989). La proteina P, la cual se sugiere que podria estar
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involucrada en el proceso de autoinmunidad, es un componente ribosomal
(Levin y col,, 1989). Se ha reportado (Murta y col., 1990) que una glicoproteina
antigénica denominada gp57/5! (Scharfstein y col, 1985), es una cistein
proteinasa de 7. cruz denominada ‘“cruzipaina® (Cazzulo y col, 1990).
Recientemente se ha clonado el gen y obtenido la secuencia completa de una
neuraminidasa de 7, ¢ruz/ (Pereira y col, 1991). También se ha descripto una
segunda familia de genes que expresan antigenos de 85 kDa y que posee
regiones conservadas correspondientes a neuraminidasas bacterianas (Kahn y
col,, 1991; Takle y col., 1991).

1.7 Diagnéstico

El diagnostico de la enfermedad de Chagas esta basado tanto en los signos
clinicos como en los sintomas de afeccion cardiaca, megaesofago, megacolon y
en la demostracion de la presencia de parasitos en sangre. La baja proporcion
de casos con manifestaciones clinicas en etapas tempranas y la naturaleza
imprevisible de la patologia en infecciones cronicas, determinan la importancia
del desarrollo de métodos de diagnéstico que permitan una detecciéon precisa
de la infecciéon y que, ademas, sirvan para pronosticar sus consecuencias. Para
la deteccion de infecciones de 7. cruzi en humanos, han sido desarrollados
varios meétodos de laboratorio (Storino, 1985). En la fase aguda de la
enfermedad, el método de eleccion es la busqueda del parasito en sangre
periférica. Para ésto, existen meétodos tanto directos como indirectos. Entre los
métodos directos, el mas utilizado es el examen de una pelicula gruesa de
sangre entre portaobjetos y cubreobjetos. El grado de sensibilidad de este

método es variable y depende, fundamentalmente, del nivel de parasitemia
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del paciente y del cuidado y dedicacion durante la observacion. En cuanto a los
métodos indirectos, el mas empleado es el xenodiagnostico, el cual consiste en
alimentar vinchucas no infectadas sobre pacientes que se sospechen infectados
y. luego de un cierto tiempo, analizar las heces de los insectos para detectar la
presencia de 7. cruzi La efectividad ha demostrado ser casi el 100% en casos
agudos y sé6lo un 50% en casos cronicos. Este método tiene desventajas de
orden practico, pues se requiere de una costosa infraestructura para la crianza
de los insectos no infectados y de muchas horas-hombre para el estudio de los
preparados (Storino, 1985).

Otro método utilizado es el inmunodiagnostico, el cual se basa en la
deteccion de anticuerpos especificos anti 7. aruz/ generados en el curso de la
infeccion y se utiliza, especialmente, durante la etapa cronica de la infeccion.
Las técnicas mas usadas son la reaccion de fijacion de complemento, las
reacciones de hemoaglutinacion, reacciones- de inmunofluorescencia y las
reacciones inmunoenzimaticas o ELISA. Estas dos ultimas han probado ser las
mas sensibles de las técnicas mencionadas (entre el 70%y el 95% de los casos
cronicos). Para que el diagnostico con estos métodos tenga valor, deben
utilizarse por lo menos dos de las reacciones seroldgicas mencionadas (Storino,
1985).

En los métodos de inmunodiagnostico, se utilizan poblaciones de antigenos
heterogéneas y no estandarizadas, como extractos acuosos, suspensiones de
parasitos, etc. (Krettli, 1982). Esto ocasiona la aparicion de falsos positivos y
reacciones cruzadas con otras enfermedades parasitarias como leishmaniasis y
toxoplasmosis (Kirchhoff y col., 1987). En la actualidad, varios laboratorios
estan dedicados a la busqueda de antigenos especificos de 7. cruz/ que sean

reconocidos unicamente por sueros de pacientes chagasicos (Schechter y
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col.,1983; Araujo, 1985; Scharfstein y col,, 1985; Ibanez y col, 1987; Lemsre y
col., 1986; Levin y col., 1989). El uso de anticuerpos monoclonales ha mostrado
ser una buena herramienta en la busqueda de un método de diagnostico
efectivo (Lemsre y col., 1986; Tachibana y col, 1988). Los ensayos capaces de
detectar la presencia de componentes del parasito en la sangre, utilizando
anticuerpos monoclonales, proveen una evidencia de infeccion en el momento
del estudio. En cambio, los métodos para detectar anticuerpos anti 7. guz
mencionados previamente, pueden no discernir entre una infecciéon en curso y
un caso de remision por quimioterapia (Araujo y col., 1984a)

Actualmente se esti estudiando la posibilidad de utilizar sondas de ADN
total de parasito en el diagnostico de la enfermedad de Chagas {Ashall y col.,
1988). También se estin considerando las sondas de ADN kinetoplastico
(ADNKk), ya,ciue I, auzi posee gran cantidad de minicirculos (Morel y col.,
1984; Sanchez y col,, 1984). En éstos se han encontrado secuencias repetidas
que estan conservadas en cepas que presentan una gran diversidad biologica.
La abundancia de estas secuencias las hace susceptibles de ser utilizadas en
estudios de diagnostico (Degrave y col, 1988). Otro método que en la
aciualidad se esta evaluando es el de PCR (polymerase chain reaction), en el
cual se amplifican selectivamente fragmentos de las regiones conservadas de

los minicirculos del ADNk de 7. cruz/ (Sturm vy col., 1989).

1.8 Quimioterapia

Actualmente no existe ninguna droga enteramente adecuada para la
prevencién y el tratamiento de la enfermedad de Chagas. El tratamiento

especifico en humanos ha resultado ser de gran utilidad en los casos agudos
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que ocurren en zonas endémicas, en los casos agudos inducidos por transfusion
sanguinea, en los casos congénitos y en las infecciones accidentales en los
laboratorios. Las Unicas drogas utilizadas en la actualidad, son dos compuestos
nitroheterociclicos conocidos como "nifurtimox” (derivado de un nitrofurano) y
“benznidazol” (derivado de un nitroimidazol). Ambas drogas no son efectivas
en los casos cronicos, requieren un largo periodo de administracion y tienen
severos efectos colaterales tales como, reacciones de hipersensibilidad, neuritis
periférica, pérdida de peso y trastornos gastrointestinales. El tratamiento se
recomienda en los casos agudos en los cuales ha sido posible eliminar la
parasitemia totalmente. La eficacia de ambas drogas es baja y sélo un pequefo
porcentaje de los pacientes tratados son curados (Brener, 1984)

La medicacion ideal para el tratamiento de la enfermedad de Chagas debe
curar tanto los casos agudos como los cronicos, debe ser efectiva por via oral y
en una unica y pequefna dosis, debe carecer de efectos colaterales y
teratogénicos, no debe requerir hospitalizacion y no debe generar resistencia

en el parasito (WHO, 1981).

1.9 Vacunacion

La prevencion de la enfermedad de Chagas se basa, fundamentalmente,
en el control del vector mediante el uso de insecticidas (Oliveira-Fitho, 1988),
en la deteccion de muestras infectadas en los bancos de sangre en areas
endémicas, la eliminacion de los parasitos por adicion de cristal violeta a esa
sangre (Docampo y col., 1988), y en el mejoramiento de las viviendas para la

erradicacion del vector de ellas.
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Numerosos estudios realizados por diferentes laboratorios durante varios
anos indican que, en modelos experimentales, es posible obtener un control
inmunolégico de la parasitemia y de la muerte causada por 7. cruzi Para este
proposito se han utilizado diferentes preparaciones de antigenos, tales como
pardsitos atenuados (Basombrio y col., 1987), pardsitos muertos (Okanla y col.,
1982) v fracciones del parasito, como por ejemplo la porcion flagelar (Ruiz y
col., 1985). En todos estos casos la proteccion obtenida ha sido variable; sin
embargo, podria ser mejorada utilizando mejores antigenos, adyuvantes y/o
protocolos para inmunizar animales. La posibilidad de una respuesta
autoinmune no so6lo impide la utilizacion de mezclas complejas de antigenos
como componentes de una posible vacuna (Frasch y col, 1990), sino que
también indica la necesidad de usar preparaciones antigénicas mas definidas,
en lo posible antigenos puros, ya sea solos o mezclas de ellos (Frasch y col.,
1991). El principal problema respecto a ésto es la obtencion de cantidades
adecuadas de antigenos purificadas, ya que la mayoria de estos antigenos se
encuentran en el parasito en muy pequenas cantidades. Este problema puede
ser superado, obteniendo antigenos por medio de la tecnologia del DNA
recombinante.

Para una vacuna efectiva, s6lo deberian considerarse aquellos antigenos
que generen una proteccion en el tiempo y que no produzcan ningun tipo de

agresion autoinmune (Brener, 1986).
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Los objetivos de este estudio fueron los siguientes:

- Obtener anticuerpos policlonales contra antigenos recombinantes de 7.
cruzi 'y analizar la especificidad de reaccidon del suero policlonal obtenido
contra uno de ellos. Para lograr ésto, en una primera etapa, se procedio a

inducir las proteinas de fusion correspondientes.

-Determinar la relevancia de estos clones, desde el punto de vista
antigénico. Para realizar ésto, se estudiaron sueros de pacientes
correspondientes a las etapas aguda y cronica de la enfermedad de Chagas y se
compararon los resultados obtenidos, con la finalidad de poder determinar
algin/os antigeno/s caracteristico/s de cada etapa. También se realizo una

comparacion considerando el lugar de origen y el sexo de los pacientes.

- Estudiar la respuesta, contra estos antigenos, de sueros correspondientes
a recién nacidos con infecciéon congénita; infantes sanos nacidos de madres
chagasicas, y las madres de los nifos de ambos grupos. Comparar los

resultados obtenidos para tratar de establecer diferencias entre los dos grupos.

- Analizar sueros correspondientes a seguimientos, obtenidos a diferentes
tiempos post-infeccion, de pacientes con enfermedad de Chagas. Dos grupos
fueron analizados, uno sensible y otro resistente al tratamiento
‘quimioterapéutico. La finalidad fue determinar diferencias entre ambos

grupos, en cuanto a la respuesta humoral.
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- Estudiar la respuesta de sueros correspondientes a diferentes patologias
de la enfermedad con la finalidad de poder determinar, algun/os antigeno/s

recombinante/s caracteristico/s de una patologia dada.

- Analizar sueros correspondientes a pacientes con leishmaniasis y
personas no infectadas, para poder estimar el uso potencial de estos antigenos

con fines diagnosticos.

- Analizar sueros de ratones infectados con 7. cruz/ a fin de determinar
la respuesta humoral de éstos, contra las proteinas recombinantes. Establecer
una comparacion entre la respuesta humoral en infecciones humanas y aquella

observada en el modelo experimental murino.
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2.1.1 Origen y calidad de los reactivos utilizados

El grado de pureza de los reactivos utilizados fue analitico, salvo en los

casos en que fuera necesario un grado de pureza mayor, lo que se indica a

continuacion.

Acrilamida

Agarosa

Ampicilina trihidrato
Bactotriptona
Extracto de levadura
Agar

N'N'-metilenbisacrilamida

IPTG

Sephadex

Sodio Dodecil Sulfato
Trizma Base (Tris)
Imidazol

4 Cloro | Naftol

2.1.2 Anticuerpos y proteina A

Proteina A

IgG hecha en conejo anti IgG humana

BRL (purificada especialmente
para electroforesis)

Sigma o BRL

Sigma

Difco

Difco

Difco

BRL (purificada especialmente
para electroforesis)

Sigma o BRL

Pharmacia

BDH (especialmente puro)

Sigma

Aldrich

Aldrich

Sigma

Sigma



Materiales y Métodos 44

IgG hecha en conejo anti IgM humana Sigma
Peroxidasa-I1gG hecha en cabra
anti I1gG humana DAKO

2.1.3 Medios de cultivo

Los medios de cultivo para las bacterias se prepararon de la siguiente
manera (Maniatis y col,, 1982):

-LB (Luria broth): 10 gr. de Bacto triptona, 5 gr. de extracto de levadura y
10 gr. de cloruro de sodio en 1 It. de agua destilada; se ajusto el pH a 7.5 con
hidroxido de sodio.

-LB agar: Al medio descripto anteriormente se le agregd 15 gr. de agar
por cada litro de cultivo.

-LB top agorosa: Al medio descripto anteriormente se le agregoé 7 gr. de

agarosa por cada litro de cultivo.

2.1.4 Antibioticos

Para la seleccion de bacterias se utilizd ampicilina trihidrato (Maniatis y
col., 1982). Se preparo una solucion madre de ampicilina de 100 mg/ml en
agua destilada, luego se esterilizd por filtracibn a través de membranas
Millipore de 0.44 um de poro y se conservo a -202C. Esta solucion se agrego a
los medios de cultivo, previamente esterilizados por autoclave. Para evitar que
el antibiotico se dafie por calor excesivo, luego de esterilizar los medios de
cultivo, se enfriaron hasta llegar a una temperatura aproximada de 509C, antes
de agregar el antibiotico. La concentracion final de ampicilina utilizada en los

medios de cultivo fue de 100 pg/ml.
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2.1.5 Cepas de bacterias utilizadas:

Las cepas fueron de la familia £scherrchia coli K-12:

Y-1089 (Young y col., 1983): araD139 AlacU169 proA* Alon
rpsL hflA 150 [chr::Tn 10 (tetr)
pMC9

Y-1090 (Young y cot., 1983): supF hsdR Alon AlacU169 rpsL

trpC22:Tn 10 (tetf) pMC9

2.1.6 Cepas y aislamientos de parasitos

Las cepas y aislamientos de parasitos utilizados en este trabajo fueron los
siguientes:

RA: aislada en la provincia de La Pampa, Argentina, en 1978, de un
paciente con infeccion aguda (Gonzalez Cappa, 1981).

Tulahuén (Tul): aislada de un triatomineo de Chile (Pizzi, 1956).

TCC: variante atenuada derivada de la cepa Tulahuén (Basombrio, 1982).

CAl: aislada en diciembre de 1974 de un paciente con miocarditis
chagasica crénica de la provincia de San Luis, Republica Argentina. Esta cepa
no produce infecciones letales en ratéon; produce la maxima parasitemia entre
los 25-30 dias post-infeccion, siendo detectable la presencia de parasitos aun
12-18 meses post-infeccion (Gonzalez Cappa, 1980).

G8: aislamiento a partir de un perro en Santiago del Estero, Repiblica
Argentina,

G9: aislamiento a partir de un paciente.
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Gl: aislamiento a partir de un paciente.

G2 aislamiento a partir de un paciente.

2.1.7 Cepas de ratones

Las cepas de ratones usadas fueron:
Swiss: cepa exocriada

Rockland: cepa exocriada

Balb/¢]: cepa endocriada

CS7BL/6]: cepa endocriada

2.1.8 Sueros utilizados

2.1.8.1 Sueros de origen animal

Los sueros de ratones infectados con la cepa Tul se obtuvieron luego de
aplicar dos dosis intraperitoneales de 103 a 104 tripomastigotes de sangre. En
el caso de los ratones infectados con CAl y RA, la dosis fue de
10® tripomastigotes. Los sueros anti TCC fueron obtenidos de animales
infectados con 10® epimastigotes de cultivo de los cuales el 8% eran
tripomastigotes. La infeccion con los aislamientos de 7. cruzi; Gl, G2, G8 y G9
se realizo inoculando heces de vinchucas provenientes de xenodiagnosticos
positivos para cada uno de los aislamientos. Todos los sueros utilizados

consistieron en un “pool” de suero de varios ratones.



Materiales y Métodos 47

2.1.8.2 Sueros de origen humano

Los sueros de casos correspondientes a las etapas aguda y cronica fueron
obtenidos de pacientes diagnosticados en Brasil. Los sueros correspondientes a
los recién nacidos y sus respectivas madres fueron obtenidos de pacientes
diagnosticados en Chile. En este caso se tomaron cuarenta y cuatro muestras de
suero. Veinte muestras fueron tomadas del cordéon umbilical en el momento
del nacimiento, ocho correspondientes a casos de infecciones congénitas y doce
sin infeccion. Las otras dos muestras de casos con infeccion congénita fueron
obtenidas de los nifos dos dias (caso 21) y dos meses (caso 22) luego del
nacimiento. Los sueros de las veintidos madres correspondientes, todas con
enfermedad de Chagas en la etapa cronica, fueron tomados al mismo tiempo
que los sueros de los ninos. Se utilizaron dos métodos serologicos para
examinar las diluciones seriadas de las muestras de suero. Para la técnica
ELISA (Voller, 1975) se usaron como antigenos extractos solubles obtenidos a
partir de epimastigotes de cultivo de 7 cruz/ y como anticuerpo secundario
IgG hecha en conejo, acoplada a peroxidasa, contra IgG o IgM humana. La
técnica de inmunofluorescencia indirecta se aplico segun lo descripto
anteriormente (Camargo, 1966), usando como antigeno epimastigotes de
cultivo fijados y 1gG acoplada a isotiocianato de fluoresceina contra IgG o IgM
humana. En el momento del nacimiento, a los recién nacidos se les aplicaron
dos xenodiagnosticos y éstos luego fueron examinados a los 30, 60 y 90 dias
(Schenone y col., 1974). Los 3zenodiagnosticos consisten en permitir que varios
insectos 7riatoma infestans de laboratorio succionen sangre de los pacientes y
luego examinar el contenido del triturado intestinal algunas semanas después

(Thiermann y col., 1985). Todos los infantes con infeccion congénita fueron



Materiales y Métodos 48

positivos para el xenodiagnostico a los dias indicados, mientras que los recién
nacidos no infectados fueron negativos (Tablas 8 y 9). También se realizd una
investigacion clinica en el momento del nacimiento. Ocho casos con infeccion
congénita presentaron manifestaciones clinicas, cinco presentaron
hepatoesplenomegalia (casos 14, 17, 19, 20 y 22), tres tuvieron signos de
encefalitis (casos 14, 19 y 21) y dos presentaron anemia (casos 16 y 22). Los
nifos no infectados estaban sanos al momento de nacer.

Los sueros correspondientes a casos con tratamiento quimioterapéutico, y
su seguimiento a lo largo del tiempo, fueron obtenidos de pacientes
diagnosticados en Brasil. En este caso, a dieciséis pacientes se les diagnostico la
enfermedad enseguida de la aparicion de sintomas agudos. El diagnostico se
realizd a través de la deteccion de parasitos en gotas de sangre fresca y por
medio de los tests serolégicos convencionales mencionados anteriormente.
Luego del diagnoéstico de la enfermedad, todos los pacientes fueron tratados
durante 60 dias con benznidazol. La dosis utilizada fue de 5-10 mg/kg/dia. Se
tomaron muestras de suero de todos los pacientes, antes y después del
tratamiento, con el fin de obtener un seguimiento de cada caso a lo largo del
tiempo. De los dieciséis pacientes, ocho continuaron presentando resultados
positivos por serologia convencional y tuvieron al menos un xenodiagndstico
positivo; por lo tanto fueron considerados resistentes al tratamiento. El
resultado obtenido de los sueros del seguimiento de un paciente (caso 69) es
considerado dudoso, ya que los sueros de su seguimiento fueron negativos o
debilmente positivos. Los otros siete pacientes presentaron resultados
negativos, luego del tratamiento, tanto para los metodos serologicos
convencionales como para el xenodiagnostico; por lo tanto, se los considero

sensibles al tratamiento.
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Los sueros de diferentes patologias fueron obtenidos de pacientes
diagnosticados tanto en Brasil como en Chile

Los sueros provenientes de Brasil fueron suministrados por los Drs.
Alejandro Luquetti y Anis Rassi. Los originarios de Chile, fueron enviados por

la Dra. Myriam Lorca.

2.1.9 Antigenos recombinantes usados

Los antigenos recombinantes de 7. ¢ruz/ usados son el resultado de una
busqueda inmunoldgica, hecha con un suero de un paciente chagasico, en una
genoteca de expresion construida, con DNA genomico de 7. cruzi en lambda
gtl1 (Ibafez y col, 1987). Los productos de los genes clonados se obtienen en

forma de proteinas de fusion con p-galactosidasa.

2.2 Induccion y purificacion de proteinas de fusion

2.2.1 Preparacion de bacterias para infectar

Se sembré un indculo de bacterias £scherichia colf Y-1090 en medio LB
con 100 pg/ml de ampicilinay 0.2% de maltosa. Esto se cultivo toda la noche a
379C con agitacion. Al dia siguiente, el cultivo se centrifugé a 2000 g durante
20 minutos Yy posteriormente las bacterias se resuspendieron en
0.4 volumenes de SO4Mg 10 mM.

2.2.2 Obtencion de fagos con alto titulo de infecciéon

Se infectaron células £ colf Y-1090 con fagos recombinantes para obtener
lisis confluente en placas de Petri. Se dejaron incubando durante 20 minutos y

luego se procedi0 a sembrar las bacterias infectadas en top agarosa y
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posteriormente en la placa de Petri con LB agar y 100 pg/ml de ampicilina.
Una vez solidificado el top agarosa, ésta se puso a incubar a 422C durante toda
la noche. Al dia siguiente, se colocéo SM (0.6% NaCl, 0.2% MgS0O4, S0 mM Tris-HCl
pH 7.6, 0.01% gelatina) sobre la placa de Petri con lisis confluente y se dejo
incubando durante 4-5 horas a temperatura ambiente con agitacion. Luego se
coloco la suspension de fagos obtenida, en un tubo, y se le agregé una gota de

cloroformo.

2.2.3 Induccion de proteinas de fusion

Se cultivaron bacterias £ co/f Y-1089 en medio LB con 100 pg/ml. de
ampicilina, 10 mM SO,Mg y 0.2% de maltosa, durante toda la noche a 372C con
agitacion. De ese cultivo se tomaron bacterias, las cuales se infectaron con fagos
recombinantes con alto titulo (109 ufp/ml). Se dejaron incubando 20 minutos a
379C y luego se agregaron a 300 ml de LB con 100 pg/ml de ampicilina y
10 mM SO4Mg. Esto se incubo primero 3 horas a 359C con agitacion y luego
20 minutos a 452C para producir la lisis de las bacterias. A continuacion se
saco una alicuota del medio de cultivo y se puso en otro recipiente. Al resto del
cultivo se le agrego IPTG hasta llegar a una concentracion final de S mM y se lo
incubé a 372C durante 3 horas, para producir la induccion de las proteinas de
fusion. A la alicuota separada previamente se l1a sometié al mismo tratamiento
pero sin agregarle IPTG. Finalizadas las tres horas de incubacion se
centrifugaron ambos cultivos a 2000 g durante 10-15 minutos. El precipitado
fue resuspendido en el siguiente buffer: 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 100 mM NaCl,
10 mM MgCl,, 10mM B-mercaptoetanol, 0.2 mM PMSF. Luego de resuspender
los precipitados se hicieron dos ciclos de congelamiento y descongelamiento a -

709C o nitrogeno liquido para romper las bacterias. Posteriormente se trato la
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muestra con DNAasa. Luego se tom¢ el equivalente a 1 ml del medio de cultivo
original y se realizé una electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5 % en
condiciones desnaturalizantes (Laemli, 1970). En caso de haber induccion de la
proteina de fusion, se observo una banda en la calle correspondiente al cultivo

con IPTG y no se observé en la calle correspondiente al cultivo sin IPTG.

2.2.4 Purificacion de proteinas de fusion

Para purificar las proteinas recombinantes ya inducidas, se efectuaron
electroforesis preparativas en geles de poliacrilamida en condiciones
disociantes (Laemli, 1970). Una vez finalizada fa corrida electroforética se corto
la zona del gel donde se encontraba la proteina que se queria purificar. Para
extraer las proteinas del gel se uso el método de la electroelucion. Para ésto se

uso el Autrap® Luego de ser extraida, se procedio a su cuantificacion.

2.2.5 Cuantificacion de las proteinas de fusion

Luego de la purificacion de las proteinas de fusion, éstas se cuantificaron
mediante el micrométodo de Bradford (Bradford, 1976). Se utiliz0 gamma
globulina bovina como estandar (Bio-Rad Protein Assay). Debido a que las
muestras estaban disueltas en el buffer Laemli, fue necesario quitar el SDS

para eliminar la interferencia que éste produce en este método. A 50 wul de
muestra se le agregaron 450 pl de KCI 100 mM,; ésta se dejo precipitar a
temperatura ambiente y luego se centrifugd S5 minutos a 10000 g. Las

determinaciones se realizaron usando el sohrenadante.
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2.3 Obtencion de sueros policlonales contra proteinas de fusion

El esquema de inmunizacion utilizado para inyectar a los conejos consistio
en, dar una primera dosis de 100 pg de proteina recombinante purificada,
emulsionada con adyuvante completo de Freund; a los 15 dias, dar una
segunda dosis con la misma cantidad de proteinas pero esta vez emulsionada
con adyuvante incompleto de Freund. A los quince dias de aplicada la segunda
dosis, se sacé un poco de sangre .de la oreja para determinar la presencia de

anticuerpos dirigidos contra la proteina recombinante inoculada.

2.4 Anailisis de sueros de infeccion usando antigenos recombinantes

2.4.1 Preparacion de lisado de bacterias £ co/i Y-1090

Se sembro un inoculo de la cepa Y-1090 de £ co/ en medio LB con
100 pg/ml de amplicilina. Se cultivé toda fa noche a 372C con agitacion. Al dia
siguiente, el cultivo se centrifugdé 10 minutos a 4000 g y el precipitado se
resuspendio en 1 ml de agua destilada por cada 100 ml de medio de cultivo.
Luego de la resuspension, se calento durante 10 minutos a 1009C y luego se

guardo a -202C,

2.4.2 Adsorcion de los sueros

Los sueros fueron diluidos con TBS + 3% leche descremada en polvo
+ 2% glicina. Luego fueron preadsorbidos con el lisado preparado a partir de la
cepa huésped (£ co/f Y-1090) para los fagos. Para preadsorber los sueros, se

uso | ml de lisado de bacterias por cada 100 ml de suero diluido y se dejo
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durante 3 horas con agitacion suave a 49C. Luego se centrifugd a 2000 g

durante 10 minutos y el sobrenadante se guardo a -202C.

2.4.3 Obtencion de proteinas recombinantes sobre filtros de

nitrocelulosa

Con las bacterias £ colf preparadas, se sembré un césped sobre placas de
Petri. Sobre éste, se coloco una pequena gota, con alto titulo (109 ufp/ml), de
cada uno de los fagos recombinantes en suspension. Como control se uso
lambda gt11 sin inserto. Esto se incubé a 429C hasta obtener placas de lisis.
Una vez obtenidas éstas, se coloco sobre ellas un filtro de nitrocelulosa,
previamente embebido en IPTG 10 mM, y se incuboé a 379C durante 2-3 horas,
para lograr la induccion de los antigenos recombinantes. Luego del periodo de
induccion, se retiraron los filtros de nitrocelulosa de las placas de Petri, para

luego ser incubados con los sueros.

2.4.4 Marcaciones de proteina A y anticuerpos

2.4.4.1 Marcacion de proteina A con !25]

En un tubo de iodogén se colocaron 50 ug de proteina A, 40 pl de buffer
fosfato SO0 mM pH 7.4 y 1 mCi de !25]. Se dej¢ incubando a temperatura
ambiente durante 10 minutos con agitacion ocasional. Luego se paso la mezcla
de reaccion a un tubo que contenia una solucion 10% de B-mercaptoetanol. Al
tubo de jodogén se le agregd un poco de INa IM para lavarlo y luego, ésto se
agrego al tubo que contenia la proteina A iodinada. Todo ésto se pasé a traveés

de una columna de Sephadex G-50, para separar el 123] libre de la proteina A
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iodinada. La columna se eluyo con PBS y se recogieron fracciones de 0.5 ml, a
las cuales se les determind la cantidad de material radiactivo presente. Las
muestras contenidas en el primer pico de elucion se juntaron y fueron

utilizadas posteriormente para detectar anticuerpos.

2.4.4.2 Marcacion de anticuerpos con 125]

Los anticuerpos que se iodinaron fueron IgG, hecha en conejo, anti 1gG
humana e IgG, hecha en conejo, anti IgM humana. La metodologia empleada
para iodinar estos anticuerpos fue 1a misma que la usada para la proteina A.
La unica variacion efectuada fue que por cada 50 pug de anticuerpo se usaron

0.5 mCi de !23].

2.4.5 Deteccion de anticuerpos en sueros de infeccion

2.4.5.1 Usando !25]-proteina A o !25]-anticuerpos

Los filtros se lavaron cinco minutos en TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7.6,
NaCl 150 mM). Luego se incubaron en una solucion de bloqueo (TBS + 3% leche
descremada +2% glicina) durante 30 minutos. A continuacion se procedié a
incubar los liltros con los sueros, previamente adsorbidos con lisado de £ col/
y diluidos en solucién de bloqueo, durante 60 minutos; lavar cuatro veces con
TBS (15 minutos cada una); incubar con la !25]-proteina A o !2?3[-anticuerpo
diluida en solucion de bloqueo (10® cpm/ml) durante una hora. Luego se
hicieron tres lavados con TBS (10 minutos cada uno), I lavado con
TBS-NP-40 0.1% (10 minutos) y 2 lavados con TBS (10 minutos cada lavado).

Finalmente los filtros se dejaron secar a temperatura ambiente.
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2.4.5.2 Usando anticuerpos acoplados a peroxidasa

La metodologia usada fue la misma que la mencionada anteriormente. Las
diferencias son las siguientes: en lugar de incubar con anticuerpos iodinados, la
incubacion se realiz6 con los anticuerpos acoplados a peroxidasa diluidos en la
solucion de bloqueo. Para revelar la presencia de peroxidasa, se prepard una
solucion 15% metanol, 0.05% 4 cloro 1 naftol, 10 mM imidazol. Por cada 20 ml
de esta solucion se agregaron 30 ul de agua oxigenada. Los filtros se ponian en
contacto con esta solucion y se dejaba revelar color. Se consideraron positivas

aquellas senales mas intensas que el control sin inserto.

2.4.6 Autorradiografias

Los filtros de nitrocelulosa incubados con 125-proteina A o
125]-anticuerpos se cubrieron con Saran Wrap®, se introdujeron en un cassette
y se expusieron en contacto con peliculas KODAK X-OMAT®. Las exposiciones
fueron realizadas a temperatura ambiente o a -702C en presencia de pantallas

intensificadoras ( Dupont-Croner®), para aumentar la sensibilidad del proceso.

2.5 Analisis estadistico

Se utilizo el test de Chi cuadrado para el analisis de los datos obtenidos a
partir de los sueros de las etapas cronica y aguda (Bancroft, 1960). Este test
también se us6 para comparar los resultados obtenidos con sueros
pertenecientes a diferentes patologias, diferente ubicacidon geografica y

diferentes sexos.
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3 Obtencion de anticuerpos policlonales contra antigenos

recombinantes de 7. cruz/

3.1 Antecedentes y objetivos

Se llevo a cabo una busqueda inmunologica en una genoteca de DNA
genomico de 7. cruz/, construida en el vector Agtll, usando un suero de un
paciente chagasico en la etapa créonica de la enfermedad (Ibanez y col,, 1987).
A partir de ésta se clonaron varios genes que codificaban para antigenos de
I. cruzi Estos genes fueron secuenciados y, analizando su secuencia, se observo
que la mayoria de ellos contenta una estructura formada por unidades
repetidas de aminoacidos (Ibafiez y col,, 1988). A uno de ellos se lo denomino
SAPA (Shed Acute Phase Antigen) (ver mas adelante).

El primer objetivo de este trabajo fue obtener anticuerpos policlonales
contra estos antigenos recombinantes para luego realizar distintos estudios. En
primer lugar determinar su localizacion celular por medio de técnicas tales
como inmunofluorescencia indirecta (IFI) e inmunomicroscopia electronica. Por
otra parte, también se utilizaron para realizar estudios de proteccion en
diferentes cepas de ratones. Para esto se procedio, en primer lugar, a la

obtencién de proteinas de fusion.

3.2 Obtencion de proteinas de fusion.

Los antigenos recombinantes se obtuvieron fusionados a B-galactosidasa,
por lo tanto, para obtenerlos, hubo que inducir su sintesis con [IPTG. Para
determinar si la induccion se habia llevado a cabo, se corrieron electroforesis

en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. En éstos se
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Figura 2

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de
los extractos de £lcol/, previamente infectados con los fagos lambda gt11
recombinantes, inducidos (i) y sin inducir (si) con IPTG.
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sembro una alicuota de cultivo sin inducir y otra de cultivo inducido. En fa
Figura 2 se observan las bandas de induccion correspondientes a las diferentes
proteinas utilizadas (#1, #2, SAPA, #10, #13, # 26, #30 y #36). Luego de
inducidas, las proteinas fueron purificadas por medio de una electroelucion y
finalmente cuantificadas a través del método de Bradford. Una vez obtenidas,
las proteinas fueron utilizadﬁs para realizar varios estudios. Una porcion se
utiliz0 para inmunizar conejos y, de esta manera, obtener anticuerpos
policlonales contra ellas. Otra porcion se usd para realizar estudios de
proteccion en ratones Swiss (realizado en colaboracion con el Dr. Basombrio) y
en ratones Balb/c (en colaboracion con la Dra. Segura y el Dr .Ruiz ). Ambos

estudios se estan llevando a cabo actuaimente.

3.3 Produccion de anticuerpos policlonales en conejo

3.3.1 Analisis de especificidad

Los antigenos recombinantes #1, #2, SAPA, #13, #30 y #36 fueron
utilizados para producir anticuerpos en conejo. Estos ultimos fueron producidos
segun lo descripto en Materiales y Métodos. En resumen, a cada conejo se le
inocularon dos dosis de la proteina recombinante. La primera se emulsion6 con
adyuvante completo de Freund y la segunda con adyuvante incompleto de
Freund. Posteriormente se obtuvo suero de cada conejo y se analizo la
presencia de anticuerpos especificos contra la proteina recombinante utilizada.
Todos los anticuerpos policlonales producidos, salvo uno, reconocieron
especificamente al antigeno recombinante que habia sido utilizado para la

inmunizacion (Ibadez, 1989). El Unico que mostro, ademas, reaccion contra otro
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clon fue SAPA. La reaccion cruzada que se observo fue contra el clon #36
(Figura 3B). Analizando la secuencia de ambos clones se encontré que los dos
compartian una secuencia de-tres aminoacidos (PVD). Estos se encuentran
contenidos en las unidades repetidas del clon #36 (Figura 4B); sin embargo, en
el clon SAPA estos aminoacidos estan distribuidos entre los extremos de cada
unidad repetida, de tal manera que soélo se obtiene esa secuencia al unirse dos
unidades repetidas en forma cabeza-cola (Figura 4A). Por analisis de
secuencias se observdo que todos los clones obtenidos presentaban
polimorfismos en las estructuras repetidas (Ibafez y col, 1988; Affranchino y
col., 1989). En particular, el clon SAPA presentaba cuatro estructuras repetidas
que diferian ligeramente en sus respectivas secuencias (Figura 4A). Para
determinar si la secuencia de aminoacidos PVD podia ser la causa de esta
reaccion cruzada observada con el antigeno #36, se fabrico un péptido sintético
con una de las secuencias de aminoacidos correspondiente a SAPA, que no
contuviera el grupo de aminoacidos compartidos con el clon #36 (Figura 4C). Lo
que se observo es que los anticuerpos hechos en conejo, obtenidos a partir de
la inmunizacion del animal con el péptido sintético, reconocia tanto a éste,
como al antigeno recombinante SAPA (Figura 3A); sin embargo, no reconocian
al clon #36 (Figura 3A). Por otro lado, también puede observarse que el
anticuerpo producido mediante inmunizaciones con el antigeno recombinante

SAPA, también reconoce al péptido sintético con la secuencia de SAPA
(Figura 3B).
3.3.2 Utilizacion de los anticuerpos policlonales

Una vez confirmada la especificidad de reaccion, estos sueros fueron

utilizados para realizar varios estudios. En primer lugar se determiné la
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Figura 3

Reactividad contra diferentes péptidos sintéticos y proteinas de fusion de: (A)
suero hecho en conejo anti-proteina de fusion SAPA y (B) suero hecho en
conejo anti-péptido sintético SAPA. El recuadro indica la disposicion de las
proteinas de fusion. A indica lambda gt11 religado sin inserto.
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Figura 4

Secuencia de aminoacidos de: (A) estructuras repetidas del antigeno SAPA,

(B) estructuras repetidas del antigeno #36 y (C) péptido sintético SAPA
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localizacion celular de estos antigenos; para ésto se utilizaron dos técnicas:
inmunofluorescencia e inmunomicroscopia electronica. Se observo que los
antigenos #¥1 y #30 estaban localizados en el bolsillo flagelar, el antigeno #2 no
mostraba una ubicacion preferencial, el antigeno #13 se localizaba en la
superficie del parasito, el antigeno SAPA mostraba una distribucion similar a
la del antigeno ¥13; y el antigeno #36 se encontraba en el citoplasma,
superficie celular y cuerpo basal (Souto-Padron y col., 1989).

También se utilizaron estos anticuerpos para estudiar la expresion de
estos antigenos en parasitos sanguineos obtenidos de sangre de raton. Se
observo que cada parasito expresaba en su superficie, simultaneamente, los
antigenos #1, SAPA y #30 (Leguizamoén y col., 1991).

Otro estudio realizado es el de proteccion de ratones a través de
transferencia pasiva de anticuerpos. Para ésto, se purificaron las fracciones de
gammaglobulinas, a partir de los sueros policlonales de conejo fabricados
contra cada uno de los antigenos, y se concentraron para su posterior
inoculacion. Este estudio se esta llevando a cabo actualmente en colaboracion

con el Dr. Basombrio en la provincia de Salta.

4 Respuesta humoral en pacientes con enfermedad de Chagas

4.1 Antecedentes y objetivos

Uno de los métodos utilizados para el diagnostico de la enfermedad de
Chagas, se basa en la deteccion de anticuerpos anti 7. cruz/, generados durante
la infeccion; el cual es usado, especialmente, durante la etapa cronica de la
infeccion. Las técnicas mas comunmente usadas son la reaccion de fijacion de

complemento, las reacciones de hemoaglutinacion, reacciones de
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inmunofluorescencia y las reacciones inmunoenzimaticas o ELISA. Estas dos
ultimas han probado ser las mas sensibles entre las antes mencionadas
(Storino, 1985). En los métodos de inmunodiagnoéstico, se utilizan mezclas de
antigenos heterogéneas y no estandarizadas, tales como extractos acuosos,
suspensiones de parasitos, etc. (Krettli, 1982). Muchas veces, ésto ocasiona la
aparicion de falsos positivos y/o reacciones cruzadas con otras enfermedades
parasitarias, siendo la mas comun, la leishmaniasis (Kirchhoff y col., 1987).

Los antigenos recombinantes usados durante este estudio, fueron
obtenidos a partir de la bUsqueda inmunolégica de una genoteca de expresion
de 7. cuzi usando el suero de un paciente chagasico en su etapa cronica
(Ibafiez y col., 1987). Teniendo en cuenta ésto, el objetivo durante esta etapa
del trabajo fue determinar la relevancia de estas proteinas recombinantes, en
infecciones humanas, desde el punto de vista antigénico y tratar de determinar
su eventual uso en el diagnostico de la enfermedad. Para ésto, se analizaron
sueros humanos correspondientes a las etapas aguda y cronica de la
enfermedad, sueros de casos con infeccion congénita, sueros de pacientes
sometidos a tratamiento quimioterapéutico y sueros de pacientes con
diferentes patologias. También se analizaron sueros correspondientes a
pacientes con leishmaniasis, y provenientes de personas no infectadas. Para
llevar a cabo este estudio, en primer lugar se optimizaron las condiciones del
sistema de deteccion de anticuerpos en los sueros a ser analizados. Los
experimentos previos se habian realizado utilizando en la soluciéon bloqueante
albumina de suero bovino (BSA); sin embargo, en algunos casos, los resultados
no eran muy claros. Cuando en lugar de BSA se utilizo leche descremada en

polvo no solo aumentd la claridad de éstos, sino que también aumenté
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Filtro con proteinas obtenidas de fagos
recombinantes.

'

Lavar en:Tris-HC1 50 mM pH 7.6
NaCl 150 mM (TBS)

'

Incubar con TBS +2 % glicina + 3% leche en polvo
descremada (25') (Reaccién de bloqueo)

Incubar en el suero dilu{do 1 /1 00 en 1a solucién
de bloqueo (90')

'

Lavar con TBS 1 5' {4 veces)

:

Incubar con 1#[-anticuerpos o peroxidasa-
anticuerpos dilufdos en sotucién de bloqueo (60')

Lavar con TBS 10' (5 veces)

Figura 5

Metodologia usada para incubar los diferentes sueros con los
antigenos recombinantes de 7. cruz/
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la sensibilidad del sistema. Debido a estos resultados la metodologia seguida

incluyé leche descremada en polvo en la solucion bloqueante (Figura 5).

4.2 Etapas aguda y cronica de la enfermedad

Se analizaron cuarenta y ocho (48) sueros correspondientes a la etapa
aguda, originarios de Brasil, y ciento ocho (108) correspondientes a la fase
cronica de la enfermedad. Estos Gltimos fueron obtenidos tanto en Brasil como
en Chile.

Los sueros fueron diluidos, y posteriormente incubados con los filtros de
nitrocelulosa, que contenian los antigenos recombinantes, tal como se describe
en la Figura 5. En resumen, todos los filtros fueron incubados en una solucion
de bloqueo, luego se pusieron en contacto con cada suero y, posteriormente, se
incubaron con '#I-proteina A.

Al analizar los resultados obtenidos con los sueros de la etapa aguda de la
enfermedad, se observo que el 100% de éstos reconociéo a uno o mas de los
antigenos recombinantes utilizados (Tablas 1 y 6). El 96% de los sueros
reaccioné con el antigeno SAPA, el 45% con el #13 y el 33% con el #36
(Tabla 6). Los antigenos #1, #2 y #30 fueron reconocidos por el 14%, 2% y 8%
de los sueros, respectivamente; mientras que para los antigenos # 10, #26
y #54 no se detectaron anticuerpos (Tablas 1 y 6). En la Figura 6 se puede
observar un ejemplo de la respuesta caracteristica de un suero
correspondiente a la etapa aguda.

Cuando se analizaron los datos obtenidos a partir del analisis de sueros de
la etapa cronica de la enfermedad, se observo que el 96% de éstos reconocieron
a uno o mas de las proteinas recombinantes empleadas (Tablas 2-6). Al

estudiar la reactividad de estos sueros con cada uno de los antigenos
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Tabla 1 : Sveros humanos correspondientes a la etapa aguda de la
enfermedad de Chagas

SUERO ORIGEN ANTIGENOS RECOMBINANTES

1 2 SAPA 10 13 26 30 36 54
Gobf-44 Brasil + + + +

Gobf-45 " + +
Gobf-46 +
Gobf-47
Gobf-48
Gobf-49
Gobf-50
Gobf-51
Gobf-52
Gobf-53
Gobf-54
Gobf-56
Gobf-57
Gobf-58
Gobf-59
Gobf-60
Gobf-61
Gobf-62
Gobf-63
Gobf-64
Gobf-65
Gobf-66
Gobf-67
Gobf-68
Gobf-69
Gobf-70
Gobf-71
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Tabla 1 (continuacion): Sueros humanos correspondientes a la etapa aguda de
la enfermedad de Chagas

SUERQ ORIGEN ANTIGENOS RECOMBINANTES
1 2 SAPA 10 13 26 30 36 54
Gobf-72 Brasil +
Gobf-79 " +
Gobf-80 +
Gobf-81 +
Gobf-82 +
Gobf-83 +
Gobf-85 +
Gobf-86 +
Gobf-89 +
Gobf-99 +
Gobf-111 +
Gobf-223 +
Gobf-224 +
Gobf-225 +
Gobf-226 +
Gobf-227 +
Gobf-228 +
Gobf-229 +
Gobf-230 +
Gobf-231 +
Gobf-233 +

Reactividad de sueros humanos correspondientes a la etapa aguda de la
enfermedad de Chagas El signo (+) corresponde a la sefial mas intensa que la
observada con lambda gt11 sin inserto.
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Tabla 2: Sueros de la enfermedad de Chagas correspondientes a pacientes con
cardiopatias

SUERO SEX0  ORIGEN ANTIGENOS RECOMBINANTES

2 SAPA 10 13 26 30 36 54

+ | —
+

Gowh-40 M
Gobf-454 M
Gobf-456 F
Gobf-457 F
Gobf-295 F
Gobf-464 M
Gobf-469 F
89/1075 F
90/997 M
90/1252 F
M
M
M
M
M
M
M
F

Brasil +

+ + +

Chile +

90/716
90/857
89/882
90/787
89/524
897295
89/1167
89/302

Reactividad de sueros humanos correspondientes a pacientes con cardiopatias
El signo (+) corresponde a la sefial mas intensa que la observada con lambda
gtl1 sin inserto.
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Tabla 3: Sueros de la enfermedad de Chagas correspondientes a pacientes con
alteraciones digestivas (megaesofago y/o megacolon).

SUERO SEX0  ORIGEN ANTIGENOS RECOMBINANTES

SAPA 10 13 26 30 36 54

Gowh-03
Gowh-13
Gowh-14
Gowh-22
Gowh-26
Gowh-27
Gowh-28
Gowh-42
Gowh-49
Gobf-216
Gobf-440
Gobf-441
Gobf-442
Gobf-445
Gobf-446
Gobf-447
Gobf-448
Gobf-455
Gobf-472
Gobf-214
Gobf-439
897773
89/1168
89/1453
90/1341
89/1080
89/1251
89/1242

Brasil

+ + + + o+ o+ =
+ + + N
+ + + +

+ 4+ + + + o+ o+ o+

Chile

MM EZETIEE LS E NI

Reactividad de sueros humanos correspondientes a pacientes con alteraciones
digestivas. El signo (+) corresponde a la sefial mas intensa que la observada con
lambda gt11 sin inserto.
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Tabla 4: Sueros de la enfermedad de Chagas correspondientes a pacientes con
patologias multiples.

SUERO SEX0O  ORIGEN ANTIGENOS RECOMBINANTES

SAPA 10 13 26 30 36 54
Gowh-02 + +
Gowh-05
Gowh-06
Gowh-08
Gowh-09
Gowh-10
Gowh-15
Gowh-16
Gowh-17
Gowh-20
Gowh-23
Gowh-24
Gowh-25
Gowh-30
Gowh-32
Gowh-45
Gowh-47
Gowh-48
Gobf-220
Gobf-444
Gobf-449
Gobf-450
Gohf-451
Gobf-452
Gohf-453
Gobf-221
Gobf-212
Gobf-218
Gobf-219
Gobf-217
Gobf-215
Gobf-222
Gobf-438
90/837
90/525
9%)/991

+

* o F |-

2
+
+ + +
+
+
+
+
+

PO P S S

Chile

Eqdakc S-S Ak Ay luk 4 ok 4 S-Sk Ak S da kS-Sl - S a4

Reactividad de sueros humanos correspondientes a pacientes con multiples
patologias. El signo (+) corresponde a la sefial mas intensa que la observada con
lambda gt11 sin inserto.
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recombinantes, se observo que los ¥1, #¥2 y #30 fueron los mds reconocidos,
siendo los porcentajes de deteccion 85%, 85% y 78%, respectivamente. Los
antigenos ¥13 y #36 también fueron detectados por un alto porcentaje de
sueros, siendo éste un 64% y un 69% de reconocimiento, respectivamente
(Tabla 6). El resto de los antigenos (SAPA, #10, #26 y #54) fueron detectados
en mucha menor proporcion (Tabla 6). Un ejemplo de la respuesta mas
comunmente observada en sueros de la etapa cronica, se puede observar en la
Figura 6. En resumen, estos Gltimos reconocieron en mayor proporcion a los
antigenos #1, #2 y #30, mientras que los de la etapa aguda reaccionaron casi
exclusivamente con el antigeno SAPA, y en mucha menor proporcion con los
demas (Tablas 1-5 y Figura 6).

En el caso de los sueros correspondientes a la etapa cronica, se comparo la
reactividad de éstos, hacia los antigenos recombinantes, considerando el lugar
de origen. El 100% de los sueros de Brasil y el 89% de los sueros de Chile fue
reconocido por uno 0 mas de los antigenos recombinantes utilizados. Los
antigenos #1, #2, #13, #26, #30 y #54 fueron reconocidos en proporciones muy
similares por los sueros provenientes tanto de Chile como de Brasil (Tabla 6).
La respuesta contra el antigeno #10 no fue analizada en detalle debido al bajo
niomero de casos observados. Sin embargo, los antigenos SAPA y #36 si
presentaron diferencias. SAPA fue reconocido por el 58% de los sueros de Chile
y por el 24% de los sueros de Brasil, mientras que el antigeno #36 fue
reconocido por el 95% de los sueros de Chile y por el 54% de los sueros de
Brasil (Tabla 6). En ambos casos, las diferencias observadas resultaron ser
estadisticamnete significativas (p menor que 0,005 para el antigeno SAPA v

p entre 0,008 y 0,005 para el antigeno #36).
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Tabla S : Sueros de la enfermedad de Chagas correspondientes a pacientes sin
sintomatologia detectable.

SUERO

SEX0

ORIGEN

ANTIGENOS RECOMBINANTES

2 SAPA

10

13 26 30 36 54

Gobf-459
Gowh-41
Gobf-476
Gobf-473
Gobf-297
Gobf-461
Gobf-467
Gobf-465
Gobf-466
89/921
89/1565
90/1344
90/1339
89/1078
89/1587
89/1260
90/712
90/795
90/1264
90/1291
89/1088
90/711
90/1093
89/1250
90/998
89/1408

2o 2 W

Reactividad de
sintomatologia detectable. El signo (+) corresponde a la sefial mis intensa que
la observada con lambda gtl1 sin inserto.

Brasil

Chile

sueros

+ + |

humanos

+

+

correspondientes

+

a

+

+

pacientes

sin



Tabla 6: Resumen de los resultados obtenidos con los sueros de las etapas aguda y crénica.
de 1a enfermedad de Chagas

FASEDELA ORIGEN NQDE
ENFERMEDAD SUEROS

SUEROS

REACTIVOS
(NeY %)

SUEROS REACTIVOS CON CADA UNO DE LOS ANTIGENOS RECOMBINANTES
(NeY %)

#1 #2 SAPA #10 ¥13 #26 *®30 *#36 ¥#54

Aguda Brasil 48
Crénica Brasil y 108
Chile

Cronica Brasil 70

Cronica Chile 38

48
(100%)

104
(96%)

70
(100%)

34
(89%)

7 1 46 0 22 0 4 16 0
(14%) (2%) (96%) (45%) (8%) (33%)

92 92 39 8 69 41 85 75 18
(85%) (85%) (36%) (7%) (64%) (38%) (78%) (69%) (17%)

61 58 17 1 45 23 SS 38 12
(87%) (83%) (24%) (<1%) (64%) (33%) (78%) (54%) (17%)

31 34 22 7 24 18 30 36 6
(81%) (89%) (58%) (18%) (63%) (47%) (79%) (95%) (16%)

‘u sopriinsey
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Etapa Etapa
aguda - cronica

9 \ 4 L 3
» a :_T

9
1 2 SAPA
10 13 26
30 36 54
A 19 49
Figura 6

Reactividad, con las proteinas de fusion, de sueros correspondientes a las
etapas aguda y cronica de la enfermedad de Chagas. A indica lambda gtll
religado sin inserto. La flecha sefiala a SAPA.
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Tabla 7: Sueros correspondientes a la etapa cronica de la enfermedad de Chagas
agrupados segun el sexo de los pacientes

SEX0 N?DE REACTIVIDAD
SUEROS CON 1 6 MAS

Ags

(N°Y %)

REACTIVIDAD DE LOS SUEROS CON ANTIGENOS RECOMBINANTES
INDIVIDUALES (N2 Y %)

*1 #2 SAPA *10 *13 *26 *30 *36 *54

M 59 57
(97%)

F 49 47
(%6%)

51 51 24 1 10 26 48 42 11
(86%) (86%) (41%) (7%) (68%) (44%) (81%) (71%) (18%)

41 41 15 4 29 16 37 33 7
(84%) (34%) (31%) (8%) (59%) (33%) (75%) (67%) (14%)

M: Masculino
F: Femenino
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También se compararon los resultados obtenidos para los sueros de la etapa
cronica, considerando el sexo de los pacientes. En este caso no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los antigenos reconocidos por
los sueros correspondientes a pacientes del sexo masculino y femenino
(Tabla 7). En ambos casos, 1a proporcion de sueros que reaccionaron con cada
antigeno, fue similar a la observada al considerar la totalidad de los sueros
cronicos (Tablas 6 y 7). Este analisis no se pudo realizar con los sueros de la
etapa aguda ya que no se disponia de los datos referidos al sexo de los

pacientes.

5 Analisis de sueros de pacientes con infeccion congénita

Se analizaron sueros provenientes de diez recién nacidos congenitamente
infectados, doce recién nacidos no infectados y sus madres correspondientes
(Tablas 8 y 9). Los sueros de los infantes se tomaron a partir del cordon
umbilical en el momento del nacimiento, excepto los casos 21 y 22, en los
cuales los sueros se obtuvieron 2 dias y 2 meses después del nacimiento
respectivamente. En analisis previos, se habia observado que todos los infantes
congenitamente infectados presentaron niveles detectables de IgG contra
I cruzr; en seis de los diez casos se detectaron anticuerpos de tipo IgM contra
el parasito y en todos se obtuvo un xenodiagnéstico con resultado positivo
(Tabla 8). En cambio, todos los recién nacidos no infectados poseian
anticuerpos de tipo IgG contra 7. cruzi no presentaron anticuerpos de tipo IgM
contra éste, y el xenodiagnostico que se les aplico resulté negativo (Tabla 9).
También se ohservd que todas las madres de los nifios congenitamente

infectados presentaron niveles de IgM detectables por ELISA, mientras que
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Tabla 8: Descripcion de los recién nacidos congenitamente infectados y sus
madres

NUMERO TITULO1gG TITULO IgM
CASO SUERO ORIGEN ELISA IFI ELISA IFI XENODIAG SINTOMAS

13 8771710 CU 160 160 80 +(60d)
87/1711 M 1280 160 160

14  87/1333 CU 640 1280 160 - +(30d)
87/1329 M 1280 320 2000 10

15 86/196 CU 1280 160 40 - +(30d)
86/195 M 1280 1280 320 10

16 88/2052 CU 640 320 2000 +(30d)
8872235 M 16000 160 640

17 887280 CU 80 320 - +(90d)
887279 M 160 640 80

18 88/169 CU 20 20 640 +(60d)
87/1718 M 1280 640 1280

19 88/188 CU 160 160 - +(30d)
887147 M 32000 160 2000

20 8872215 CU 1280 20 - +(90d)
8871622 M 1280 160 80

21 83/1015 RN 4000 80 - - +(30d)
83/1016 M 4000 320 640 20

22 2E/43 RN 640 10 640 - +(30d)

2E/44 M 2000 1280 320 40

RN: Recién nacido

M: Madre

CU: Cordon umbilical

IFI: Inmunofluorescencia indirecta

Los numeros entre paréntesis indican el tiempo (dias) requeridos para obtener
un diagnoéstico positivo
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Tabla 9: Descripcion de los recién nacidos sanos y de sus madres con
enfermedad de Chagas

NUMERO TITULO IgG TITULO IgM
CASO SUERO ORIGEN ELISA 1IFl ELISA IFI XENODIAG SINTOMAS

1 87/1887 CU ND 80
87/1889 M ND 160

2 87/1413 CU ND 80
87/1414 M ND 160

3 87/1928 CU ND 80
87/1890 M ND 160

4 88/1986 CU ND 640
88/1987 M ND 160

5 8872001 CU ND 160
88/1997 M ND 320

6 87/1332 CU ND 160
87/1327 M ND 80

7 87/1417 CU ND 89
87/1420 M ND 160

8 87/1701 CU ND 80
87/1526 M ND 320

9 88/2000 CU ND 160
8872005 M ND 320

10 88/1883 CU ND 320
88/1881 M ND 320

11 88/1840 CU ND 320
88/1844 M ND 640

12 88/1410 CU ND 160
87/1325 M ND 320

ND: No determinado

CU: Cordon umbilical

M: Madre
IFI:Inmunofluorescencia indirecta
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ninguna de las madres de los recién nacidos no infectados presentd este tipo
de anticuerpos (Tablas 8 y 9).

Los antigenos recombinantes, obtenidos previamente en el laboratorio
(Ibanez y col., 1987), se utilizaron para analizar la presencia de anticuerpos de
tipo IgG e IgM especificos contra 7. cruz/ en los sueros de los infantes
congenitamente infectados y sus respectivas madres. El procesamiento de los
filtros se realizo tal como se describe en Materiales y Métodos; en este caso en
lugar de usar proteina A se usaron anticuerpos anti IgM humana y anti IgG
humana. En el caso de las madres, se observaron anticuerpos de tipo IgM solo
en dos de ellas, mientras que todas presentaron anticuerpos especificos de tipo
IgG (Figura 7 y Tablas 10 y 11), siendo detectados en este Ultimo caso, los
antigenos #1, #2, #13 #30 y #36 (Tablas 10 y 11). Esta es una respuesta
caracteristica de la etapa cronica de la enfermedad como ya se observo
anteriormente (ver seccion 4.2 de esta tesis). Cuando se analizaron los sueros
de los diez recién nacidos con infeccién congénita, se pudo observar que ocho
de ellos presentaron IgM especificas contra varias de las proteinas
recombinantes de 7. arvz/ (Tablas 10 y |1 y Figura 7), lo cual confirmaria la
infeccion activa detectada en el momento del nacimiento. Los anticuerpos mas
frecuentemente detectados estaban dirigidos contra SAPA (siete casos) y el
antigeno #13 (cinco casos). En estos sueros también se detectaron anticuerpos
de tipo IgG contra varios antigenos recombinantes (Tablas 10 y 11). Aunque
en algunos casos, los anticuerpos de tipo 1gG detectados estaban dirigidos hacia
los mismos antigenos que los detectados por sus respectivas madres; en los
sueros correspondientes a nueve de los diez recién nacidos congenitamente
infectados se observaron, ademads, IgG especificas que no fueron detectadas en

sus respectivas madres (Figura 7 y Tablas 10 y 12). En este caso la IgG
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Tabla 10: 1gG e IgM presentes en sueros de recién nacidos congenitamente
infectados y sus madres.

CASO IgS MUESTRA ANTIGENOS RECOMBINANTES
1 2 SAPA 10 13 26 30 36 54 19

13 IgM cu +
1gM M
1aG ol
186 M
14 IeM cuU
IgM M
146G cu
1¢G M
15 IsM ol
IgM M
126G Ccu
1gG M
16 IgM v
IgM M
1gG cu
1gG M
17 IgM cu
1gM M
1aG Cu
186G M
18 IaM cu
IgM M
186 cu
186 M
19 IgM cu
IaM M
1gG cu
186 M
20 1gM CcU
1gM M
12G cu
18G M
21 1gM RN
1gM M
1gG RN
1gG M
22 IgM RN
IgM M
IgG RN

186G M
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Tabla 11: IgM y IgG especificas detectadas en sueros de recién nacidos

congeénitos, sanos y sus correspondientes madres.

SUEROS Igs  SUEROS SUEROS REACTIVOS
USADOS POSITIVOS CON CADA ANTIGENO (N%)
(N9) (N®)

1 2 SAPA 10 13 26 30 36 54 19

Recién nacidos
congénitos 10 IgM 8 2 1 7 6 5 0 o0 o6 o0 1

Madres 10 IgM 2 0 1 1 6o 0 0 0 0 o0 O
Recién nacidos
congénitos 10 IgG 10 8 5 7 2 5 2 6 6 0 5
Madres 10 1gG 10 9 7 0 1 3 2 66 3 1 3
Recién nacidos
sanos 12 IgM 0 o 0 0 6 0 0 o6 0 0 O
Madres 12 IgM 4 0 1 0 6o 3 0 0 0 0 O

Recién nacidos
$anos 12 IgG 12 10 11 1 2 101t 7 7 0 6

Madres 12 1gG 12 10 11 1 2 11 4 7 8 2 7
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Tabla 12: 1gG especificas detectadas en sueros de recien nacidos congénitos y

sanos y no detectadas en los sueros de sus respectivas madres.

SUEROS  SUEROS SUEROS REACTIVOS

» »
USADOS  posiTIvOS CON CADA ANTIGENO
(N®) (Ne) (N2)

1 2 SAPA 10 13 26 30 36 54 19

Recién nacidos
congénitos 10 9 1 2 7 1 2 1 2 4 0 3

Recién nacidos
sanos 12 o o0 0 o0 o0 0 o0 0 o o0 o

* :18G specificas detectadas en los sueros de los recién nacidos y no en los sueros
de sus respectivas madres.
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RECIEN NACIDOS

CONGENITAMENT MADRES
INFECTADOS = INFECTADAS
CASO +# IgM |gG it laM
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Figura 7

Anticuerpos especificos, de tipo 1gG e IgM, presentes en Sueros de recién
nacidos con infeccién congénita y sus respectivas madres. A indica lambda gt11
religado sin inserto. La flecha sefiala a SAPA.
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especifica, detectada con mayor frecuencia, estaba dirigida contra SAPA y se
observo en siete de los casos analizados. También se detectaron, solamente en
los recién nacidos congenitamente infectados, IgG especificas dirigidas contra
los antigenos #36 (cuatro casos), #19 (tres casos), #2, #13 y #30 (2 casos cada
uno) y contra los antigenos #1, #10 y #26 (un caso cada uno) (Tabla 12).

Se ha observado que los niveles de IgG4 contra los antigenos de Varicella-
Zoister eran 1.64 veces mas elevados en sangre de cordon umbilical que en la
sangre materna (Asano y col, 1988). Debido a ésto, la deteccion de IgG
especificas, solo en los sueros de los recién nacidos congenitamente infectados,
podria atribuirse a una concentracion mas elevada de anticuerpos especificos
en sangre de cordéon umbilical que en la sangre de [a madre correspondiente.
Para estudiar esta posibilidad, se analiz6 la reactividad de distintas diluciones
del suero de dos de los recién nacidos congenitamente infectados. No se trato
de concentrar los sueros de las respectivas madres debido a que en
experimentos previos se habia podido determinar que la dilucion 1:100 era la
que permitia obtener los resultados mas claros. En la Figura 8, se puede
observar que los sueros de los infantes congenitamente infectados, diluidos
1:100, 1:300, 1:600 y 1:1200, reconocen claramente al antigeno SAPA. En el
caso numero |3, también se observa sefal contra el antigeno ¥19 hasta una
dilucion de 1:600 (Figura 8). Por otro lado, se puede ver que diluciones 1:100
de los sueros de sus respectivas madres no reconocian a esos antigenos.

También se analizé la presencia de anticuerpos especificos contra estos
antigenos recombinantes en sueros de nifnos no infectados nacidos de madres
con enfermedad de Chagas. Se pudo observar que ninguno de los sueros
analizados, pertenecientes a los doce nifos, presenté anticuerpos de tipo IgM

contra los antigenos utilizados (Tablas 11 y 13). Este resultado era esperado y
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MADRES RECIEN NACIDOS
. INFECTADAS CONGENITAMENTE INFECTADOS
. = 8 .
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Figura 8

Anticuerpos especificos de tipo 1gG presentes en sueros de recién nacidos con
infeccion congénita (varias diluciones) y sus respectivas madres (dilucion

1:100). A indica lambda gt11 religado sin inserto. La flecha sefiala a SAPA.
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RECIEN NACIDOS MADRES
NO INFECTADOS INFECTADAS
CASO # IgM IgG IgM IgG
. 3 | 2 4 4
, .0 - °0
1 o | o "
| . . 3 9 . 28
s o . ®
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Figura 9

Anticuerpos especificos, de tipo 1gG e IgM, presentes en sueros de recién
nacidos no infectados y sus respectivas madres con enfermedad de Chagas. A
indica lambda gt11 religado sin inserto. La flecha sefiala a SAPA.
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Tabla 13: 1gG e I1gM presentes en sueros de recién nacidos no infectados y sus

madres.
CASO IgS MUESTRA ANTIGENOS RECOMBINANTES
1 2 SAPA 10 13 26 30 36 54 19
1 IgM cu
IgM M
1gG Ccu
1gG M
2 1gM cu
IgM M
1gG Ccu
1gG M
3 IgM Cu
1gM M
1g6G cu
1g6 M
4 IgM CU
IgM M
IgG v
1gG M
b] IgM Ccu
IeM M
IgG Cu
IgG M
6 IgM CcU
IgM M
186 cu
186 M
7 IgM Ccu
IgM M
IgG Cu
1gG M
8 IgM cu
IgM M
1gG cu
IgG M
9 IgM cu
IgM M
1gG cu

IgG M
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Tabla 13 (continuacion): IgG e IgM presentes en sueros de recién nacidos no
infectados y sus madres

CASO Igs  MUESTRA ANTIGENOS RECOMBINANTES

1 2 SAPA 10 13 2 30 36 54 19

10 IgM cu
IgM M
186 CU
1gG M
i1 IgM (ol
IgM M
1gG cu
IgG M
12 IeM Ccu
IgM M
1gG cu
IgG M
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confirmo la ausencia de infeccion, lo cual habia sido diagnosticado previamente
por serologia convencional (IFI, ELISA) y por xenodiagnéstico (Tabla 9). Todos
los recién nacidos no infectados presentaron anticuerpos especificos de tipo
IgG similares a dquellos presentes en el suero de sus respectivas madres
(Figura 9 y Tablas 11y 13). A diferencia de lo observado en los recién nacidos
congenitamente infectados, todos los anticuerpos detectados en los recién
nacidos no infectados, también fueron detectados en los sueros de sus madres
correspondientes (Figura 9 y Tablas 12 y 13). En algunos casos se detectaron
anticuerpos de tipo IgG, contra los antigenos recombinantes, en el suero de la
madre pero no en el suero del recién nacido correspondiente (Tabla 13). Este
resultado fue observado tanto en las madres que tuvieron nifnos con infeccion
congénita, como en aquellas que tuvieron hijos no infectados (Tablas 10 y 13).
Esto podria deberse a una transferencia diferencial de anticuerpos de tipo IgG
a través de la placenta, o variaciones en cuanto al momento en que se produjo

la infeccion.

6 Anailisis de sueros provenientes de pacientes sometidos a

tratamiento quimioterapeéutico

Se realizo el analisis de sueros obtenidos de pacientes con enfermedad de
Chagas, cuya deteccion fuera llevado a cabo durante la etapa aguda de la
misma. Estos pacientes fueron sometidos a un tratamiento quimioterapeutico,
con benznidazol, inmediatamente después de diagnosticada la enfermedad vy,
posteriormente, se realizaron extracciones de sangre en forma periddica para
determinar la efectividad del tratamiento previamente realizado. Los sueros

obtenidos fueron sometidos a tests serolégicos convencionales (IFI, ELISA)
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para determinar la presencia de anticuerpos contra 7. cruz también se
realizaron xenodiagnosticos en forma periodica, a cada uno de los pacientes,
para determinar la presencia de anticuerpos circulantes. A partir de estos
analisis se determiné la existencia de dos grupos de pacientes, un grupo
sensible y otro resistente al tratamiento con benznidazol. Todas estas
muestras, previamente analizadas, fueron enviadas a nuestro laboratorio en
forma codificada para que se estudiara la presencia de anticuerpos especificos
contra antigenos recombinantes de 7. cruz

En primer lugar se analizaron las muestras correspondientes a los nueve
pacientes tratados con benznidazol que fueron considerados resistentes al
tratamiento, ya que la serologia convencional seguia siendo positiva y
presentaban al menos un xenodiagnostico positivo. En todos los casos se tratd
de determinar la presencia de anticuerpos de tipo IgG y de tipo IgM contra los
antigenos recombinantes. Para analizarlos se utilizaron ocho clones
recombinantes de 7. gvz Todos los sueros presentaron anticuerpos contra los
diferentes antigenos, sin embargo los clones #10, #26 y #30 fueron detectados
por muy pocos sueros. Debido a ésto, no se incluyen en el resumen de
resultados que se muestra en la Figura 10. En ésta se usd una barra continua
para unir las muestras de suero que resultaron ser positivos para un antigeno
en particular. Algunas muestras no se encontraban disponibles en el momento
de este estudio, por lo tanto no fue posible determinar la fecha exacta en que
se produjo la aparicion o desaparicion de anticuerpos contra diferentes
antigenos.

Se pudo observar que ocho de las nueve muestras colectadas durante la
fase aguda de la enfermedad, y previas al tratamiento quimioterapeéutico,

presentaron anticuerpos especificos, de tipo IgM, contra los antigenos
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Figura 10

Resumen de los resultados obtenidos a partic del analisis de sueros,
correspondientes a casos resistentes al tratamiento quimioterapéutico. Los
sueros se colectaron antes (primera flecha de cada caso) y después del
tratamiento (mostrado por flechas debajo de cada caso). Las barras negras y
blancas indican la presencia de anticuerpos de tipo IgM e IgG,
respectivamente. Algunas barras no son continuas debido a que un suero, en el
medio del seguimiento a lo largo del tiempo, era negativo.
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CASO IgM

A 28 600 1080 1290

19 390 630 990

CASO _ IgG
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Figura 11

Anticuerpos especificos de tipo IgM (A) e IgG (B) presentes en casos de
enfermedad de Chagas resistentes al tratamiento quimioterapéutico. Los
sueros, colectados los dias indicados, se hicieron reaccionar con un panel de
antigenos recombinantes distribuidos como se muestra debajo de la figura. Se
tomaron como positivas las sefiales mas fuertes que el lambda gt11 sin inserto

().
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recombinantes del parasito, y estaban dirigidos fundamentalmente contra
SAPA (Figuras 10 y 11A). Este resultado coincide con el obtenido previamente,
donde este antigeno también fue el mas detectado en sueros provenientes de
recién nacidos congenitamente infectados (ver seccion 5). Aparentemente, las
IgM tendrian un periodo corto de permanencia, excepto en dos casos (Figural0
y 11A). En el caso nimero 99 se pudieron detectar anticuerpos de tipo IgM
contra el antigeno 13 desde el principio de la infeccion hasta alrededor de los
cuatro anos post-infeccion. En el caso nimero 68, los anticuerpos de tipo IgM
contra el antigeno #2 fueron ohservados luego de dos anos de la aparicion de
los sintomas de la enfermedad y aparentemente permanecieron durante un
ano, momento en el cual aparecieron anticuerpos de tipo IgG contra este
mismo antigeno.

Los anticuerpos de tipo IgG se observaron en todos los seguimientos, a lo
largo del tiempo, de los pacientes (Figuras 10 y 11A). Es interesante observar
que, tanto la aparicion como la permanencia a lo largo del tiempo de los
anticuerpos de tipo IgG contra todos los antigenos probados fue muy
heterogénea entre los pacientes. Por ejemplo, anticuerpos de tipo IgG contra el
antigeno #2 puede ser detectado desde el principio de la infeccion o ya
bastante avanzada ésta; puede durar varios anos o volverse indetectable
enseguida. Algo muy similar puede observarse con las IgG especificas contra
los antigenos #1, #13 y #36 (Figura 10). En siete de los nueve pacientes con
infeccion resistente al tratamiento, se pudieron detectar respuestas de tipo IgG
contra estos antigenos. Sin embhargo se pudo ohservar que en sueros
correspondientes a los casos numero 99 y 69, luego de un determinado tiempo
dejaron de observarse anticuerpos especificos contra los antigenos

recombinantes (Figura 10). En el caso niomero 99 tanto la serologia
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convencional como los xenodiagnosticos continuahan siendo positivos, lo cual
indicaria que el paciente permanecia infectado. Una posible explicacion para
estos resultados, podria ser que el paciente presente anticuerpos dirigidos
hacia otros antigenos que no estuvieran incluidos en este estudio, como
sugeririan los resultados obtenidos posteriormente con Western blot de
proteinas liberadas por el parasito (Jazin y col, 1991). Por otro lado, el caso
nimero 69 es considerado "borderline” por serologia convencional ya que los
sueros del paciente colectados a lo largo del tiempo luego del tratamiento,
fueron negativos o debilmente positivos. Debido a que estos sueros tampoco
reaccionaron con Western blots de proteinas liberadas por el parasito (Jazin y
col, 1991), estos resultados podrian sugerir que este paciente, habria sido
curado, desde el punta de vista parasitologico, luego del tratamiento.

El otro grupo de sueros estudiado, fue obtenido de siete pacientes que
fueron considerados parasitologicamente curados. Esto se considera de esta
manera ya que, luego del tratamiento con benznidazol, las reacciones
serologicas convencionales arrojaron resultados negativos y ademas, los
xenodiagnosticos realizados a lo largo del tiempo fueron negativos. También se
utilizaron los antigenos recombinantes para analizar los sueros de estos
pacientes. En la Figura 12, se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos,
los cuales se encuentran resumidos en la Tabla 14. En ésta, también se muestra
la fecha en que los sueros dejaron de presentar respuesta positiva contra
T cruzr usando reacciones serologicas convencionales (IFI, ELISA). En todos los
casos analizados se puede observar que las muestras tomadas durante la fase
aguda de la enfermedad, y previa al tratamiento con benznidazol, presentaban
anticuerpos de tipo IgG y de tipo IgM contra antigenos especificos del parasito

(Tabla 14 y Figura 12). Los anticuerpos de tipo IgM se observaron en seis de
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Anticuerpos especificos de tipo IgM e IgG presentes en casos de enfermedad
de Chagas sensibles al tratamiento quimioterapéutico. Los sueros, colectados
los dias indicados, se hicieron reaccionar con un panel de antigenos
recombinantes distribuidos como se muestra debajo de la figura. Se tomaron
como positivas las senales mas fuertes que las del lambda gt11 sin inserto (&).
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Tabla 14: Reactividad con los proteinas recombinantes de 7. cruz/de los
sueros de los seguimientos, a lo largo del tiempo, de casos agudos de la
Enfermedad de Chagas sensibles al tratamiento quimioterapéutico .

Caso Dias p.a.s.a. IgMs I1gGs Dias n.s.c
#47 75 SAPA, 13 SAPA, 13, 36 2310
180, 810, 1290,
1590y 2310 Negativo Negativo
#48 |1 SAPA, 13 SAPA, 1 180
180, 270, 360
y 630 Negativo Negativo
#49 22 SAPA, 36 SAPA, 13, 36 900
900, 1170
y 2850 Negativo Negativo
#52 15 SAPA SAPA, 13 690
41 SAPA, 13 SAPA, 13
75 SAPA, 2,13 SAPA, 2,13
250, 690, 1050
y 1680 Negativo Negativo
#53  25,53y66 Negativo SAPA, 1,13 510
96, 185,510
y 1230 Negativo Negativo
#64 15 y S0 SAPA, 13 SAPA 660
300, 660, 1920
y 2460 Negativo Negativo
#71 29 SAPA SAPA, 1, 36 780
80 Negativo SAPA, |, 13, 36
360, 570, 690,
780y 2910 Negativo Negativo

p.a.s.a.: posteriores aparicion de sintomas agudos

n._s.c.: negativizacién por serologia convencional

Los sueros de cada paciente se hicieron reaccionar con los antigenos
recombinantes de 7. aruz Se indica el dia en que fue tomada cada muestra,
asi como también los antigenos detectados por 1gG o IgM en cada muestra
de suero. Para cada paciente se indican los dias en los cuales se obtuvo una
negativizacion serologica completa por serologia convencional.
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los siete casos analizados. Todos los sueros positivos presentaron anticuerpos
de tipo IgM e IgG contra SAPA, y también, aunque con menor frecuencia,
contra los antigenos #13 y #36 (Tabla 14). Esto coincide con lo observado
anteriormente en sueros correspondientes a casos agudos (seccion 4.2 de esta
tesis). Al poco tiempo de finalizado el tratamiento con henznidazol, los sueros
de los pacientes dejaron de reconocer a los antigenos recombinantes usados. La
fecha exacta en la cual dejaron de detectarse los anticuerpos no se pudo
establecer ya que, desafortunadamente, no se encontraban disponibles algunas
muestras del seguimiento de los pacientes analizados. Sin embargo, los
resultados muestran que la desaparicion, en los sueros, de anticuerpos
especificos contra los clones recombinantes, se produciria alrededor de los dias
180, 96 y 250, posteriores a la aparicion de los sintomas agudos (Tabla 14). Si
comparamos estos resultados con los obtenidos con los tests serolégicos
convencionales, se puede observar que con estos Ultimos la desaparicion de
anticuerpos contra 7. cruz/, en los sueros, se observa mucho mas tarde (0ltima

columna de la Tabla 14).

7 Analisis de sueros de pacientes con diferentes patologias.

El proposito del presente estudio fue tratar de determinar la existencia de
un reconocimento diferencial de los antigenos recombinantes, por parte de los
sueros de pacientes, con enfermedad de Chagas, que presentaron diferentes
patologias. Para determinar ésto se procedioé a analizar la reactividad de estos
sueros, divididos en cuatro grupos, con los diferentes antigenos recombinantes.
Un grupo se formd con sueros de dieciocho pacientes chagdsicos cuyo unico

sintoma detectable fuera cardiaco; otro grupo se formdé con sueros de
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veintiocho pacientes chagasicos, en los cuales solo fueran detectados sintomas
digestivos, ya fuera megaeséfago o megacolon; el tercer grupo se constituyo
con sueros de treinta y seis pacientes chagasicos que presentaran mas de un
sintoma (megaesofago-megacolon o megaesofago-cardiopatia o megacolon-
cardiopatia 0 megaesofago-megacolon-cardiopatia) y el cuarto grupo se formo
con sueros de veintiséis pacientes con enfermedad de Chagas que no poseian
sintomas detectables,

Los resultados obtenidos para cada uno de los grupos se muestran en las
Tablas 2, 3, 4 y 5. A partir de estos resultados se calculé tanto el nimero de
sueros como el porcentaje de éstos que, en cada grupo, reaccionaba con cada
antigeno recombinante (Tabla 15). Los sueros de pacientes, pertenecientes al
grupo con sintomas exclusivamente cardiacos, detectaron, fundamentalmente,
a los clones #1, #2, #13, #30 y #36; mientras que el resto de los clones fue
detectado en menor proporcion (Tablas 2 y 15). Los antigenos reconocidos
principalmente por los sueros del grupo con sintomas digestivos fueron los #1,
#2 #13, %30, y #36 (Tablas 3 y 15). Se obtuvo un resultado similar para el
grupo que presento sintomatologia multiple, y también para el que no poseia
sintomas detectables (Tablas 4, 5 y 15). Los porcentajes obtenidos en cada
grupo, para cada uno de los clones, se corresponden con los obtenidos para la
totalidad de los sueros de la etapa cronica (Tablas 6 y 15). Un resultado similar
se observa al tomar en conjunto los resultados de todos los grupos que
presentaron sintomatologia (Tabla 16). Al comparar estos resultados con los
del grupo que no presentd sintomas, se ve que no hay grandes diferencias en
cuanto a los porcentajes de reactividad obtenidos contra los clones, excepto
para SAPA (Tabla 16). Sin embargo, al realizar un analisis estadistico (Bancroft,

1960), se vio que la diferencia obtenida no era estadisticamente significativa.
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Tabla 15: Sueros de pacientes, correspondientes a la etapa cronica de la enfermedad
de Chagas, agrupados segun la patologia que presentaron.

PATOLOGIA N2 DE SUEROS SUEROS REACTIVOS CON CADA UNO DE LOS ANTIGENOS RECOMBINANTES
SUEROS  REACTIVOS (NeY%)
(N°YR)

*1 "2 SAPA ®10 ®13 %26 %30 *36 #54

Cardiaca 18 18 17 17 8 4 14 11 13 14 5
(100%) (94%) (94%) (44%) (22%) (77%) (61%) (72%) (83%) (28%)

Digestiva 28 27 25 25 8 3 18 8 24 19 5
(96%) (89%) (89%) (28%) (11%) (64%) (28%) (86%) (68%) (18%)

Muitiple 36 36 29 29 9 0 21 14 28 24 4
(100%) (80%) (80%) (25%) (58%) (39%) (78%) (67%) (11%)

Sin 26 23 21 21 14 1 16 8 20 17 4
patologia (88%) (81%) (81%) (54%) (4%) (61%) (31%) (77%) (65%) (15%)
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Tabla 16: Sueros de pacientes, correspondientes a 1a etapa cronica de la enfermedad
de Chagas, agrupados segun la presencia o ausencia de patologia.

N2 DE SUEROS SUEROS REACTIVOS CON CADA UNO DE LOS ANTIGENOS RECOMBINANTES
SUEROS  REACTIVOS (N°Y %)
(NeY %)

*1 #2 SAPA  *10_*13 %26 *30) *36 *54

Con 82 81 71 71 25 7 53 33 65 57 14
patologia (99%) (86%) (86%) (30%) (8%) (65%) (40%) (79%) (69%) (17%)
Sin 26 23 21 21 14 1 16 8 20 17 4

patologia (88%) (81%) (81%) (54%) (4%) (61%) (31%) (77%) (65%) (15%)
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También se compararon entre si los resultados obtenidos en cada grupo que
presentaba patologias, esto es: cardiopatia vs. patologia digestiva, cardiopatia
vs. patologia multiple y patologia digestiva vs. patologia multiple. En ningun
caso se pudieron encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados obtenidos, dentro de cada grupo, para cada clon analizado
(Tabla 15).

Finalmente se compararon los resultados de cada grupo con patologia, con
el grupo de sueros de pacientes sin sintomas detectables, esto es: cardiopatia
vs. asintomaticos, patologia digestiva vs. asintomaticos, patologia multiple vs.
asintomaticos. En estos casos, tampoco se hallaron diferencias significativas,

entre los resultados obtenidos para cada clon analizado (Tabla 15).

8 Analisis de sueros de personas no infectadas con 7. cruzi

Los antigenos comunmente usados para el diagnostico de la enfermedad
de Chagas, generalmente son una mezcla compleja de moléculas obtenida a
partir de parasitos enteros o fracciones de los mismos (Camargo y col., 1979).
Esta mezcla tan heterogénea a menudo ocasiona la aparicion de falsos positivos
y reaccion cruzada con otras enfermedades, principalmente leishmaniasis
(Kirchhoff y col.,, 1987). Una manera de solucionar este problema podria ser el
uso de antigenos definidos obtenidos, a partir de tecnologia de ADN
recombinante.

El propésito de este estudio fue determinar si los antigenos
recombinantes (Ibafnez y col, 1987), eran reconocidos por sueros de personas
no infectadas y por personas con leishmaniasis. Para esto se analizaron sueros

de diecisiete personas no infectadas, de los cuales trece fueron obtenidos en
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Tabla 17: Sueros correspondientes a pacientes con leishmaniasis y a personas

no infectadas

NQ SUEROS
SUEROS ORIGEN N2 SUEROS REACTIVOS CON LOS
ERTENECIENTES A: PROBADOS ANTIGENOS
P 2 A A RECOMBINANTES
Pacientes con Brasil 12 0
leishmaniasis
Personas Brasil 13 0
no infectadas
Personas Chile 4 0

no infectadas
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Brasil y cuatro en Chile. También se analizaron sueros de doce personas con
leishmaniasis. En ningdn caso se observo reconocimiento de los antigenos

recombinantes por parte de los sueros analizados {Tabla 17).

9 Anilisis de la respuesta humoral murina

9.1 Antecedentes y objetivos

Durante la fase aguda, en infecciones humanas, se pudo detectar una
respuesta humoral, fundamentalmente dirigida contra el antigeno SAPA
(Tabla 6). Durante el transcurso de la infeccion, se observo un cambio en la
especificidad humoral, ya que los anticuerpos, durante la etapa cronica,
reconocieron, fundamentalmente, a los antigenos #1, #2 y #30 (Tabla 6).
Existen diferentes posibilidades que podrian explicar estos resultados: i) la
existencia de subpoblaciones de parasitos capaces de expresar diferentes
antigenos, y que sean seleccionados por presiones del sistema inmune del
huésped, ii) cambios en la expresion de antigenos parasitarios a distintos
tiempos, posteriores a la infeccion o iii) que el mismo parasito sea capaz de
expresar los antigenos, caracteristicos de ambas etapas de la enfermedad,
desde el principio de la infeccidon y que los anticuerpos aparezcan a distintos
tiempos post-infeccion. Sin embargo, al analizar la expresion de antigenos por
parte del parasito, se observdo que, en superficie, cada célula expresaba
simultaneamente los antigenos #1, SAPA y #30 (Leguizamoén y col,, 1991).
Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando parasitos obtenidos de sangre
de raton; debido a ésto, durante esta etapa del trabajo se procedio a analizar la
respuesta humoral murina, para poder determinar la existencia de alguna

correlacion entre ésta y los antigenos expresados por el parasito y ,



Resultados 105

eventualmente, realizar una comparacion con la respuesta observada en
humanos. Para ésto, se utilizaron sueros provenientes de diferentes cepas de

ratones infectados con distintas cepas y aislamientos de parasitos.

9.2 Infeccion de diferentes cepas de ratones con distintas cepas

y aislamientos de parasitos

Se analizo la respuesta humoral de diferentes cepas murinas; las cepas de
ratones Rockland, Balb/c], C56BL/6] y C3H/He] fueron infectadas con la cepa
RA de parasitos. Los tiempos post-infeccion analizados fueron variables pero
ninguno posterior a los 90 dias {Tabla 18). Lo que se pudo observar es que los
anticuerpos mas frecuentemente detectados estaban dirigidos contra el
antigeno recombinante SAPA y, en menor proporcion, contra el antigeno #13
(Tabla 18). Para determinar si este resultado era una caracteristica de la cepa
de parasitos utilizada, se analizaron sueros de la cepa murina Swiss infectada
con distintos aislamientos y cepas de 7. vzl En este caso, los sueros post-
infeccion analizados, provenian de tiempos mas cortos de infeccién, ya que
ninguno excedio los 30 dias. En la Tabla 18 se puede observar que en este caso,
nuevamente los anticuerpos mas frecuentemente detectados, estan dirigidos
contra el antigeno SAPA. S6lo en dos casos se detectaron anticuerpos contra el
antigeno #13 (21 dias post-infeccion con cepa CA-1 y 30 dias post-infeccion
con aislamiento G2). En algunos sueros no se detectaron anticuerpos contra los
antigenos recombinantes, pero como en todos los casos correspondiéo a la
muestra tomada a los 15 dias post-infeccion, es probable que se deba a un
problema de tiempo necesario para que el sistema inmune pueda producir una

respuesta contra la infeccion.
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Tablal8: Anticuerpos especificos presentes en sueros de distintas
cepas de ratones infectados con diferentes cepas de 7. auz

CEPA DE CEPADE DIASP.I ANTIGENO RECOMBINANTE
RATON PARASITO

1 2 SAPA 13 30 36

ROCKLAND RA 21 - - + +

RA 90 - - + - - -
SWISS Tul 15 - - + - - -
Tul 27 - - + - - -
TCC 15 - - + - - -
TCC 30 - - + - - -
G8 15 - - - - - -
G8 30 - - + - - -
G9 15 - - + - - -

G9 30 - - + - -
Gl 15 - - - - - -
Gl 30 - - + - - -
G2 15 - - - - - -
G2 30 - - + + - -
CAl 21 - - + + - -
Balb/c] RA 26 - - + - - -
RA 90 - - + - - -
C56BL/6] RA 30 - - + + - -
C3H/He ] RA 50 - - + + - -

P.I: post-infeccion
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Estos resultados muestran que, a pesar de la diversidad de cepas de ratones y
de parasitos utilizados; de que algunas cepas murinas sean sensibles o
resistentes a la infeccion con 7. aruzi los anticuerpos mas frecuentemente
detectados estdn dirigidos contra el antigeno recombinante SAPA y, en menor

proporcion, contra la proteina #13.

9.3 Estudio de la respuesta humoral murina a diferentes tiempos

post-infeccion

El analisis realizado previamente se llevo a cabo utilizando sueros
obtenidos al poco tiempo de producida la infeccién; por lo tanto, para
determinar si ésta era la causa de los resultados obtenidos, se analizaron
sueros provenientes de un seguimiento, a lo largo del tiempo, de ratones
infectados con 7. cruzi La cepa murina utilizada en este caso fue Swiss y las
cepas de parasitos fueron Tul y TCC. En el caso de los ratones Swiss infectados
con la cepa Tul, los anticuerpos mas frecuentemente detectados, entre los dias
15 vy 547 posteriores a la infeccion, estaban dirigidos hacia el antigeno SAPA
(Tabla 19). Cuando se utilizo otra cepa de parasitos para infectar a los ratones,
nuevamente los anticuerpos mas frecuentes detectaban a SAPA hasta el dia
371 posterior a la infeccion (Tabla 19). Sélo se detectaron anticuerpos contra
otros antigenos en las muestras correspondientes a los dias 390 y 547
posteriores a la infeccion con la cepa Tul, donde se detectan anticuerpos contra
los antigenos #1 y #13 y contra el antigeno #13 respectivamente. También se
detectaron anticuerpos contra la proteina #13 a los 180 dias posteriores a la
infeccion con TCC (Tabla 19). Estos resultados indicarian que, en el modelo
experimental murino, SAPA seria la proteina mas antigénica. Esto sugiere que,

dentro de este modelo experimental, y entre todos los antigenos probados,
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Tabla 19: Anticuerpos especificos presentes a diferentes periodos post-
infeccion en ratones.

CEPA DE DIAS P.I ANTIGENO RECOMBINANTE
PARASITOS

1 2 SAPA 13 30 36

Tul 15 - -
27 - -
49 - -
97 - -
150 - -
157 - -
184 - -
360 - -
390 + -
547 - -
TCC 15 - -
30 -
60 -
136 -
180 - -
371 - -

O e L T T S T s
'
)

P.1.: Post-infeccion
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SAPA seria el principal antigeno. Sin embargo, esto no excluye la posibilidad
de que existan otras moléculas importantes desde el punto de vista antigénico,
que no estén incluidas en este grupo. Para confirmar que SAPA era la principal
molécula antigénica, dentro de este modelo experimental, se tomo suero
correspondiente a 30 dias post-infeccion de un raton Swiss con la cepa TCC de
7. aruzi 'y se us6 para realizar una bisqueda inmunologica en una genoteca de
expresion del parasito (Ibafez y col, 1987). De 2 x 10° fagos Agtll
recombinantes analizados, se obtuvieron ocho clones que reaccionaban con el
suero usado para realizar la bisqueda inmunologica. Estos ocho clones dieron
una senal positiva cuando se los hibridé con una sonda de ADN, especifica para
SAPA. De esta manera, SAPA fue el antigeno recombinante que se obtuvo con
mayor frecuencia, a partir de una genoteca de expresion de 7. cruz; cuando se
llevo a cabo una busqueda inmunologica con un suero proveniente de un ratéon

infectado.
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10 Anailisis de especificidad de anticuerpos policlonales contra
SAPA

Utilizando el suero de un paciente, correspondiente a la etapa cronica de
la enfermedad de Chagas, se lograron aislar varios clones que codifican para
antigenos de 7. cruz/ (Ibanez y col,, 1987). Estos genes fueron secuenciados vy,
analizando su secuencia, se observo que la mayoria de ellos poseia una
estructura formada por unidades repetidas de aminoacidos, dispuestas en
tandem (Ibadez y col, 1988). En primer lugar, se produjeron proteinas de
fusion, las cuales se usaron para inmunizar conejos y, de esta manera, obtener
anticuerpos policlonales contra los antigenos recombinantes. Todos los
anticuerpos policlonales producidos, excepto uno, reconocieron especificamente
al antigeno recombinante que habia sido usado para la inmunizacion
(Ibanez, 1989). Sin embargo, el suero obtenido a partir de la inmunizacion con
el antigeno SAPA también reconocié a la proteina recombinante #36. La
reactividad cruzada, observada para el suero de conejo anti SAPA, contra el
antigeno #36, también se habia observado, previamente, con anticuerpos
obtenidos de sueros de conejo infectados con la cepa AWP de 7 auz
(Ibanez, 1989). Es probable que esta respuesta haya sido generada por la
presencia de epitopes comunes a ambos antigenos, como por ejemplo, el
definido por la secuencia de aminodcidos PVD (Figuras 4A y 4B). Cabe destacar
que cuando se sintetizé un oligopéptido SAPA que no contenia esta secuencia
de aminoacidos, el suero de conejo obtenido a partir de la inmunizacién con
éste, no reaccioné con el antigeno recombinante #36 (Figura 3A). También

seria factible que la disposicion espacial adoptada por la proteina
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recombinante SAPA, determine un epitope conformacional, que induzca la
generacion de anticuerpos que reaccionen, en forma cruzada, con algin epitope
del antigeno #36. El péptido sintético SAPA, solo contiene dos de las
estructuras repetidas (Fig 4C), mientras que la proteina recombinante posee
alrededor de catorce. Es probable, entonces, que el nimero de estructuras
repetidas usado para construir el péptido sintético, no sea suficiente para
permitir la formacidon de ese hipotético epitope conformacional; de esta
manera, tampoco se generarian los anticuerpos que reaccionen en forma
cruzada con el antigeno #36 y, en este caso, la secuencia de aminoacidos PVD
no estaria involucrada en la reaccion cruzada observada entre ambos
antigenos. Como se mencion6é anteriormente, estos genes poseen estructuras
con unidades repetidas de aminoacidos (Ibafiez y col., 1988); es probable que
este tipo de estructura tenga un papel importante en la evolucion de proteinas,
especialmente en el caso de polipéptidos que deben adaptarse a situaciones de
rdpida evolucion, como la relacion entre el huésped y el parasito. Las proteinas
que contienen estructuras repetidas son, por lo general, muy antigénicas. En el
caso de malaria, se han estudiado un gran nomero de antigenos con
repeticiones y se ha podido demostrar que la mayoria de la respuesta inmune
generada en el huésped, por la infeccion con Plasmodium, esta dirigida contra
epitopes de las regiones repetidas (Kemp y col., 1987). Este tipo de estructuras
altamente repetidas pareceria ser altamente inmunogénico, y es probable que
estos antigenos se encuentren compitiendo contra respuestas inmunes del
huésped que producen proteccion. En esta situacion, mecanismos como la
duplicacion génica y la dispersion de mutaciones en regiones repetitivas
aumentarian esta competencia y permitirian la formaciéon de una cortina de

humo. En este modelo, formulado originalmente para malaria (Kemp y col,



Discusion 113

1987), se propone que este tipo de antigenos ayudarian a camuflar al parasito
del sistema inmune del huésped, provocando una hiperestimulacion de células
B con especificidades irrelevantes, disminuyendo asi la efectividad de la
respuesta contra epitopes criticos. La competencia que resulta de presentar al
sistema inmune una gran cantidad de antigenos con repeticiones altamente
inmunogénicas pareceria ser la clave de esta estrategia de evasion. Se propuso,
originalmente para Plasmodivm (Kemp y col., 1987), un mecanismo adicional
de evasion. Este estaria relacionado con la existencia de reacciones cruzadas
entre distintos epitopes del mismo o de diferentes antigenos; y estaria
mediado por el efecto de estos epitopes en la proliferacion de las células By en
la maduracion de la afinidad de los anticuerpos. La generacion de anticuerpos
de alta afinidad depende, probablemente, de la seleccion de celulas B con
ciertas mutaciones somadticas acumuladas en sus inmunoglobulinas de
superficie que provocan un aumento en la afinidad del anticuerpo que
desencadené la respuesta (Manser y col, 1985). El mismo epitope es el que
normalmente selecciona a los mutantes generados. Sin embargo, una célula B
mutada que falla al reaccionar con el epitope original con la suficiente afinidad,
podria reaccionar en forma cruzada con algun otro epitope con mayor afinidad
Yy, en consecuencia comenzar a proliferar. Bajo estas circunstancias, una
proporcion anormal de células B que acumulan mutaciones somaticas en sus
inmunoglubulimas de superficie serian preservadas durante la expansion
clonal, lo cual podria determinar que el desarrollo de una respuesta de
anticuerpos de alta afinidad, que podria ser importante para la inmunidad
contra la infeccion, se vea retrasada enormemente ya que la proliferacion de

células B se veria limitada por el nUmero de células disponibles.
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11 Etapas aguda y cronica de 1a enfermedad de Chagas

Con el propésito de determinar si los clones aislados eran importantes
desde el punto de vista antigénico, en infecciones naturales, se procedié a
analizar la presencia de anticuerpos contra estos antigenos recombinantes en
sueros de pacientes con enfermedad de Chagas, correspondientes a las etapa
aguda y cronica. El 100% de los sueros de la etapa aguda reconocié a uno o mas
de los antigenos recombinantes utilizados. La mayoria reacciond
fundamentalmente con el antigeno SAPA (96%) y, en menor proporcion, con los
antigenos #13 y #36 (45% y 33% respectivamente). Las proteinas #], #2 y #30
fueron reconocidas por un muy bajo porcentaje de sueros (14%, 2% y 8%
respectivamente), mientras que los antigenos #10, #26 y #54 no fueron
reconocidos (Tabla 6). Esto contrasta notablemente con los resultados
obtenidos con los sueros de la etapa cronica, donde los antigenos
fundamentalmente reconocidos por un alto porcentaje de sueros son los #1, #2
y #30 (85%, 85% y 78% respectivamente). Los antigenos #13 y #36 fueron
reconocidos por un alto porcentaje de sueros (64% y 69% respectivamente),
mientras que el resto de los clones recombinantes, entre los que se encuentra
SAPA, fueron detectados por un bajo porcentaje de los sueros (Tabla 6). En
resumen, los sueros de la etapa aguda reconocieron fundamentalmente al
antigeno SAPA, y en menor grado a los #13 y #36, mientras que los de la etapa
cronica reaccionaron principalmente con los clones recombinantes #1, #2 y
#30, vy en menor proporcion con los antigenos #13 y #36. Segun ésto, SAPA

seria un antigeno caracteristico de la etapa aguda.
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Se ha reportado una actividad de neuraminidasa en muestras de suero
correspondientes a la etapa aguda de la enfermedad de Chagas (De Titto y col.,
1988). Previamente, ya se habia demostrado que las formas sanguineas de
Irypanosoma cruzi también poseian una actividad neuraminidasa (Pereira,
1983; Harth y col., 1986). Recientemente, se ha clonado el gen y obtenido la
secuencia completa de wuna neuraminidasa (Pereira y col, 1991).
Simultaneamente se obtuvo la secuencia completa del antigeno SAPA
(Pollevick y col., 1991). A partir de la comparacion de las secuencias de ambos
genes, se determin6é que SAPA y esta neuraminidasa pertenecerian a la misma
familia de proteinas (Pollevick, comunicacion personal). Por otro lado, existen
evidencias experimentales que sugeririan que SAPA posee dos dominios, uno
inmunodominante (formado por estructuras de aminoacidos repetidos) y otro
con actividad neuraminidasa (Pollevick, comunicacion personal). Se han
asignado varias funciones relevantes a las neuraminidasas, en una gran
variedad de sistemas biologicos,que involucran tanto interacciones célula-
célula y reconocimiento célula-ligando, como infecciones (Springer, 1990;
Brandley y col., 1990; Phillips y col,, 1990; Walx y col, 1990, Russo y col.,
1990). Esto también podria ser cierto para infecciones con 7. auz/ y, de esta
manera, las neuraminidasas serian relevantes en la interaccion entre el
huésped y el parasito. Recientemente, se ha propuesto un modelo en el cual, la
actividad neuraminidasa del parasito modularia negativamente la infeccion
(Prioli y col., 1990). Esto es, a mayor actividad neuraminidasa, menor la
infeccion de células huésped por 7. vz Se propone que este efecto se
deberia a la remocion del acido sialico, esencial para la internalizacion del
parasito, a partir de un receptor en una célula huésped o parasito. Por otra

parte, se ha determinado que ademdas de la actividad neuraminidasa, SAPA
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también tendria una actividad trans-sialidasa (Parodi, comunicaciéon personal).
Se ha demostrado que ésta Oltima determina una funcion esencial para la
supervivencia del parasito, la cual es la sialidacion de Ssp-3, una estructura de
I’ cruzi requerida para la union de los tripomastigotes a la célula huésped
(Schenkman y col, 1991a; Schenkman y col, 1991). Cualquiera sea su
importancia biologica, el analisis de una molécula bifuncional como SAPA
puede ser Util para entender la posible relevancia que tenga la existencia de
unidades repetidas de aminoacidos en las proteinas. En el caso de Aasmodivm
spp, se ha sugerido que estas estructuras tendrian tres posibles funciones : i)
actuar como ligando para células huéspedes receptoras (Nussenzweig y col,,
1989); ii) permitir que el parasito evada 1a respuesta inmune por medio de la
presentacion al huésped, de una extensa red de epitopes, la cual, a través de la
generacion de reacciones cruzadas, impida la maduracion de la afinidad de la
respuesta contra posibles epitopes protectores (Kemp y col, 1987) y iii)
inducir una activacion de células B independieate de células T (Schofield,
1991). Este ultimo modelo propone una inmunosupresion, actuando en @s, que
requeriria la existencia, en la misma molécula, de un dominio de estructuras
repetidas y un epitope que afectaria al pardsito cuando se unan los
anticuerpos. En el caso del antigeno SAPA, seria interesante poder determinar
una posible relacion entre una actividad enzimatica, relevante para la
supervivencia del parasito y la respuesta de anticuerpos, relevante para el
huésped.

Analizando los sueros de la etapa cronica, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los porcentajes de reactividad contra los
antigenos SAPA y #36, entre los sueros provenientes de Chile y Brasil.

Recientemente, un grupo de Chile utiliz0 estos mismos antigenos
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recombinantes para analizar la reactividad de un centenar de sueros, de ese
pais, pertenecientes a pacientes en la etapa cronica de la enfermedad. El
porcentaje de reactividad de los sueros contra los antigenos SAPA y #36,
obtenido por ellos, fue de un 37% y un 70%, respectivamente (Lorca y col,
1991). Este resultado es practicamente idéntico al obtenido, durante este
estudio, para la totalidad de los sueros de la etapa cronica (Tabla 6). Entonces,
es probable que al considerar por separado los sueros obtenidos en cada pais,
el nimero de casos haya sido insuficiente. Por otra parte, una alta proporcion
de sueros de los diferentes paises reaccionaron con estos antigenos, ésto
indicaria que parasitos de diferentes regiones geograficas poseerian moléculas

con epitopes similares o iguales a los estudiados.

12 Anilisis de sueros de pacientes con infeccion congénita

Estas proteinas recombinantes también fueron utilizados para analizar la
presencia de anticuerpos de tipo IgG e IgM en sueros de recién nacidos con
infeccion congénita y nifos no infectados, todos nacidos de madres con
enfermedad de Chagas. En la mayoria de los que presentaron infeccion
congénita se observaron anticuerpos especificos, de tipo IgM, contra varios de
los antigenos recombinantes, lo cual confirmaria la infeccion detectada al nacer
estos ninos. Esta respuesta no se observo en ninguno de los infantes sanos,
nacidos de madres chagasicas. Es interesante notar que cuando se utilizan
mezclas complejas de antigenos para la deteccion de IgM en recién nacidos,
congenitamente infectados, la presencia de factores reumatoideos podria llevar
a obtener resultados poco claros (Dobson y col., 1988; Lorca y col, 1982). En

este estudio, en el cual se usaron antigenos purificados, no se detectaron
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anticuerpos fetales, de tipo IgM, en los nifios sanos nacidos de madres
chagasicas. Esto excluye la posibilidad de que la reactividad observada en
sueros de infeccion congenita, haya sido debida a factores reumatoideos. Por
otra parte, en todas las madres de los recién nacidos con infeccion congénita, se
detectaron anticuerpos de tipo IgM por medio de la técnica de ELISA; sin
embargo, no ocurrio lo mismo con las madres chagasicas que tuvieron hijos
sanos. Esto es bastante sorprendente ya que todas se encontraban en la etapa
cronica de la enfermedad (Tablas 8 y 9); pero podria ser el resultado de una
estimulacion inespecifica del sistema inmune materno como consecuencia de la
infeccion fetal, Estos resultados difieren enormemente de los obtenidos al usar
antigenos recombinantes de 7. aruz para detectar IgM (Tabla 11). En este
Ultimo caso, solo dos de diez madres estudiadas presentaron reaccion positiva
con un antigeno cada una (Tabla 11). Esto senalaria la importancia de usar
antigenos individuales para las determinaciones serologicas con fines
diagnosticos. Al analizar los anticuerpos de tipo IgG, se vio que todos los recién
nacidos congenitamente infectados, presentaron IgG especificas contra varios
de los antigenos recombinantes. Aunque algunas IgG estaban dirigidas contra
los mismos antigenos que los detectados por los sueros de sus madres
respectivas, también se detectaron, en la mayoria de los recién nacidos
congenitamente infectados, I1gG especificas que no fueron detectadas en los
sueros de sus madres (Tablas 10 y 12). Se han encontrado evidencias de que
ciertas subclases de anticuerpos estarian mas concentrados en el suero del
recién nacido que en el de su respectiva madre (Asano y col, 1988). La
presencia de IgG, dirigidas contra SAPA, en diluciones 1:1200 de suero del
infante, y 1a no deteccion de IgG contra este antigeno, en dilucién 1:100 del

suero de la madre, hace que ésto sea poco probable y, ademas, sugeriria que



Discusion 119

las nuevas IgG especificas estarian realmente presentes en el suero de los
recién nacidos. El otro resultado que apoyaria este hallazgo se obtuvo del
estudio de los anticuerpos especificos, detectados en sueros de recién nacidos
no infectados, nacidos de madres chagasicas. A diferencia de los infantes con
infeccion congénita, ninguno de estos nifios presenté anticuerpos especificos de
tipo IgG, que no fuera detectable en el suero de su respectiva madre
(Tablas 11 y 12). En algunos casos, los anticuerpos de tipo IgG se detectaron en
el suero materno, pero no en el suero de su nifo (Tabla 13). Este resultado fue
observado en ambos grupos de recién nacidos, es decir, tanto en las madres
con enfermedad de Chagas que tuvieran hijos sanos, como en aquellas que
tuvieran hijos con infeccion congénita. Esto podria ser debido a variaciones en
el periodo durante el cual se produjo la infeccion y/o la transferencia
diferencial de IgG a través de la placenta.

Estos resultados muestran que, usando antigenos purificados, es posible
detectar IgG especificas presentes en el suero de recién nacidos infectados y no
en el de su respectiva madre. Ademas, sugeririan que el feto seria capaz de
producir anticuerpos de tipo IgG durante la infeccion /7 wlero Las
observaciones, realizadas en recién nacidos congenitamente infectados y sus
madres, se correlacionan con lo observado previamente en casos
correspondientes a las dos etapas de la enfermedad de Chagas, donde SAPA
era el antigeno detectado por la mayoria de los casos de la etapa aguda y por
muy pocos sueros de la fase cronica de la enfermedad. También es interesante
notar que los casos correspondientes a la etapa aguda pertenecian a pacientes
de Brasil, mientras que los de este estudio son originarios de Chile. SAPA es el

principal antigeno durante la infeccion aguda en estos dos grupos de pacientes,
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por lo tanto estos resultados no dependerian de los aislamientos de 7. cruz/
presente en cada pais.

Las infecciones congénitas, en la enfermedad de Chagas, son detectadas en
un 50%-60% de los casos, a través de la deteccion de IgM, por medio de la
tecnica de ELISA (Tabla 8). Una alternativa es el uso de xenodiagnostico, pero
tiene la desventaja que los resultados se obtienen alrededor de 1 a 3 meses
mas tarde (Thierman y col, 1985). Por otro lado, las drogas tripanocidas
disponibles solo son efectivas durante las primeras etapas de la infeccion
(Rassi, 1982), debido a lo cual es esencial poder disponer de un método que
permita detectar, en forma temprana, a los recién nacidos infectados para
poder iniciar rapidamente el tratamiento adecuado. Con el uso de antigenos
recombinantes para detectar IgM especificas e IgG especificas nuevas, se
pudieron identificar 9 de 10 casos de infeccion congénita. Debido a ésto, este
método seria mas poderoso que los ELISA realizados con antigenos
convencionales, donde solo se pudieron detectar 6 de los 10 casos (Tabla 8).
Por otro lado, cuando se usan mezclas complejas de antigenos para detectar
IgM en infantes con infeccion congénita, la presencia de factores reumatoideos
puede generar resultados poco claros (Dobson y col., 1988; Lorca y col., 1982).
Al usar antigenos purificados, esto no ocurriria, ya que las IgM fetales
dirigidas contra las IgG maternas no fueron detectadas en recién nacidos sanos,
los cuales habian adquirido IgG, por transferencia pasiva, de sus respectivas
madres. De esta manera, la deteccion de IgM especificas podria llegar a ser una
alternativa para realizar un diagnostico temprano de infecciones congénitas

tanto en ésta, como en otras enfer medades infecciosas.
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13 Anilisis de sueros provenientes de pacientes sometidos a

tratamiento quimioterapéutico

Al estudiar la reactividad de sueros correspondientes a pacientes, con
enfermedad de Chagas, resistentes al tratamiento quimioterapéutico con
benznidazol, se observo una respuesta de tipo IgG e IgM, durante afos, contra
los antigenos recombinantes utilizados. En general, cuando se realiza serologia
convencional, esto es, IFI y/o ELISA usando mezclas complejas de antigenos,
no se observan respuestas de tipo IgM, de larga duracion. Esto podria ser una
consecuencia de la estructura que presentan estos antigenos, los cuales estin
conformados por epitopes de aminodcidos repetidos dispuestos en tandem
(Ibadez y col., 1988). A diferencia de lo observado en la respuesta de tipo IgM,
las 1gG especificas contra uno o mas antigenos, fueron detectadas en la
mayoria de las muestras de suero correspondientes a todos los pacientes
estudiados (Figura 9). Los anticuerpos dirigidos contra SAPA fueron los
detectados con mayor frecuencia, ya que se observaron en 8 de los 9 casos
analizados. Fundamentaimente, fueron observados en etap is tempranas de la
infeccién y, en la mayoria de los casos, fueron estables durante ados. Esta
respuesta especifica de tipo I1gG e IgM contra los antigenos del parasito, no
interferiria con el mecanismo propuesto de activacion policlonal (Campos-Neto
y col., 1982; Falanga y col,, 1987; D'Imperio Lima y col., 1985; Minoprio y col.,
1988; D'Imperio Lima y col, 1986). Sin embargo provee evidencias que
mostrarian que durante las infecciones de 7. vz’ podria generarse una
respuesta de anticuerpos antigeno-especifica y antigeno-inespecifica. Por otro

lado, una respuesta de anticuerpos antigeno-especifica abre la posibilidad de
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buscar y estudiar mecanismos efectores dependiente de anticuerpos
involucrados en la respuesta contra el parasito, como lo sugiere la proteccion
observada a través de la transferencia pasiva de suero inmune (Krettli, 1982).

Como se vio anteriormente, los anticuerpos anti SAPA se detectaron en el
96% de los sueros de pacientes en la etapa aguda y en mucha menor
proporcion en sueros correspondientes a la fase cronica. Debido a ésto, es
sorprendente observar que en seis de los pacientes resistentes al tratamiento,
los anticuerpos anti SAPA todavia se detectaban varios afnos después de la
infeccion. La principal diferencia entre el estudio mencionado anteriormente y
el presente, es que en el anterior se analizaron casos cronicos que no habian
sido sometidos a tratamiento quimioterapéutico y en este estudio sélo se
analizaron casos cronicos resistentes al tratamiento. Por ésto, podria ser que
existieran subpoblaciones de parasitos, resistentes al tratamiento con
benznidazol, que fueran responsables de esta respuesta prolongada contra
SAPA. Se ha descripto la existencia de aislamientos de 7. vz resistentes y
sensibles a agentes quimioterapéuticos, incluyendo al benznidazo! (Brener,
1984a); sin embargo, no se ha podido establecer ningiin marcador bioquimico
definido que permita diferenciar entre los dos grupos (Andrade y col., 1985).
También, es probable que las recientes actividades neuraminidasa (Pollevick,
comunicacion personal) y trans-sialidasa (Parodi, comunicacién personal)
detectadas para SAPA, estén relacionadas con la prolongada respuesta de
anticuerpos, dirigidos contra este antigeno, detectada en los sueros de estos
pacientes. En este contexto seria posible la existencia de algin tipo de
asociacion entre l1a expresion y/o exposicion, al sistema inmune del paciente,
de antigenos como SAPA y la habilidad de los parasitos para resistir la

quimioterapia con benznidazol.
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En el caso de los pacientes sensibles al tratamiento quimioterapéutico, se
observo que, al usar antigenos recombinantes, las respuestas de tipo IgG se
volvieron negativas, enseguida después de! tratamiento. Debido a que en los
tests serologicos convencionales se vuelven negativos mucho mas tarde (0ltima
columna de la tabla 14), el uso de antigenos recombinantes podria ser Util para
seguir la evolucion de pacientes sometidos a tratamiento y poder discriminar,
en forma efectiva, entre casos sensibles y resistentes al tramiento

quimioterapéutico.

14 Anilisis de sueros de pacientes con diferentes patologias.

Otro analisis realizado fue tratar de establecer alguna correlacion entre la
respuesta de anticuerpos, contra algun antigeno del parasito en particular, y
alguna forma clinica de la enfermedad de Chagas. Para ésto, se analizaron
sueros de pacientes con sintomatologia cardiaca, digestiva (megaeséfago,
megacolon, megaesofago-megacolon), multiple (megaesofago-cardiopatia,
megacolon-cardiopatia, megaesofago-megacolon-cardiopatia), y también
pacientes asintomaticos. En ningun caso se pudieron encontrar diferencias en
lo que se refiere a la reactividad de los sueros, correspondientes a las distintas
formas clinicas, con los antigenos recombinantes (Tablas 15 y 16). Estos
resultados difieren de los encontrados por un grupo de investigadores en Chile
(Lorca y col,, 1991). Es probable que las diferencias que existen entre ambos
resultados sea debido al nimero de casos analizados y sea necesario el estudio
de un mayor nimero de sueros para poder determinar si existe algin tipo de
correlacion entre las diferentes formas clinicas de la enfermedad y algiun/os

antigeno/s parasitario/s.
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15 Analisis de sueros de personas no infectadas con 7. acruz/

Cuando se utilizan los tests serologicos convencionales (usando mezclas
complejas de antigenos), es frecuente observar falsos positivos al analizar
sueros de personas no infectadas con 7. @uz/0 personas con otras parasitosis,
fundamentalmente leishmaniasis. Esto genera bastantes problemas en el
diagnostico de la enfermedad de Chagas. Al usar los antigenos recombinantes
para analizar sueros de pacientes con leishmaniasis y de personas no
infectadas con 7. @uz en ningldn caso se detectaron anticuerpos que
reconocieran a los antigenos recombinantes (Tabla 17). Recientemente, Lorca y
colaboradores (1991) usaron estos mismos antigenos para analizar sueros con
estas caracteristicas, y en ningin caso observaron reaccion positiva de los
sueros de personas no infectadas con 7. aruz/ y pacientes con leishmaniasis,
con los clones recombinantes. Esto sugeriria que estos antigenos,
eventualmente, podrian ser utilizados para mejorar los métodos de diagnostico
usados actualmente. También se han enfrentado sueros de pacientes
chagasicos con péptidos sintéticos, cuya secuencia corresponde a regiones
repetidas de estos antigenos recombinantes (Vergara y col, 1991; Vergara y
col, 1991a). Los resultados son muy similares a los obtenidos, durante este
estudio, con los antigenos recombinantes. Recientemente se ha reportado que
una cistein proteinasa de 7. aruz (Cazzulo y col,, 1990), seria reconocida por

sueros de la etapa cronica de la enfermedad (Martinez y col., 1991).
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16 Analisis de la respuesta humoral murina

El antigeno SAPA esta localizado en la superficie del parasito, es secretado
por tripomastigotes en cultivos celulares y ademas esta presente en plasma de
ratones infectados (Affranchino y col., 1989). Por otro lado, antigenos #1 y #30
son proteinas localizadas internamente en el parasito (Souto-Padrén y col,
1989), esto podria explicar porqué, en infecciones humanas, se generan
anticuerpos contra ellos en l1a fase tardia. Estudios realizados con 7. aruz/
indican que cada célula es capaz de expresar, simultaneamente, proteinas que
son antigénicas durante la fase aguda (SAPA) y crénica (¥1 y #30) de la
enfermedad de Chagas (Leguizamon y col., 1991). Debido a ésto, 1a respuesta
humoral diferencial hacia 7. arvz{ observada en humanos no podria deberse a
la presencia de diferentes subpoblaciones de parasitos, una que exprese
solamente SAPA y otra que exprese solo los antigenos caracteristicos de la fase
cronica. También habria que descartar la posibilidad de que se produzca un
cambio en 1a expresion de estos antigenos caracteristicos de las etapas aguda y
cronica (Peterson y col,, 1989) como una posible estrat=gia del parasito, ya que
se ha detectado la expresién simultanea de estos antigenos (Leguizamoén y col,,
1991). Sin embargo, no se puede descartar una estrategia donde otros
antigenos varien a lo largo de la infeccion.

Los estudios que permitieron observar la expresion simultinea de
antigenos caracteristicos de las fases aguda y cronica, en 7. awvz f{ueron
realizados con pardsitos obtenidos de sangre de raton (Leguizamoén y col.,
1991). El anilisis de la respuesta humoral murina, mostrd que, en sueros

provenientes de distintas cepas de ratones infectadas con diferentes cepas de
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parasitos, los anticuerpos detectados estaban dirigidos fundamentalmente
contra SAPA. Por otro lado, al analizar la respuesta humoral murina a lo largo
del tiempo, se pudo observar que los anticuerpos también estaban dirigidos
principalmente contra SAPA. La persistencia de anticuerpos exclusivamente
contra este antigeno, durante mas de un ano, en ratones infectados, sugiere
que probablemente, éste sea expresado por los parasitos durante iargos
periodos luego de la infeccion. A partir de estos resultados y considerando la
expresion simultanea de antigenos caracteristicos de las fases aguda y cronica
de la enfermedad (Leguizamoén y col., 1991), se puede concli.r que la no
deteccion de anticuerpos contra los otros antigenos, probados en el modelo
murino, no se debe a la falta de expresion de éstos por parte del parasito.
Debido a que este Gltimo es capaz de expresar los antigenos #1, ¥#30 y SAPA,
en forma simultinea, la capacidad para generar anticuerpos preferencialmente
contra SAPA, sugiere que este antigeno también es un componente
inmunodominante en el modelo murino.

Es interesante notar que las respuestas inmunes en humanos y en
ratones, parecerian diferir en cuanto a los anticuerpos especificos mostrados
en el curso de la infeccion. En humanos, los anticuerpos estan dirigidos
fundamentalmente contra SAPA durante el periodo agudo de la infeccion
(Tabla 6), y en infecciones congénitas (Tabla 11); mientras que en el raton los
anticuerpos contra SAPA estan presentes también en etapas tardias de la
infeccion. Otra diferencia observada, respecto a la respuesta humoral, entre los
dos huéspedes es que, anticuerpos contra los antigenos #1 y #30, los cuales son
detectados con alta frecuencia en sueros correspondientes a 1a etapa cronica en
infecciones humanas, estan practicamente ausentes en sueros correspondientes

a la misma fase en ratones. Este resultado no se puede atribuir a una



Discusion 127

incapacidad, por parte del ratoén, para generar una respuesta inmune contra
estos antigenos, ya que cuando los ratones fueron inmunizados con antigenos
recombinantes purificados, estos animales fueron capaces de generar
respuestas humorales contra éstos. La diferencia observada entre las
respuestas humorales humana y murina puede llegar a ser relevante ya que el
modelo murino es comunmente utilizado para estudiar la respuesta inmune
contra /. gruzi y para analizar la capacidad protectora de antigenos durante la
infeccion. Es interesante notar que SAPA, no solo es altamente antigénico, sino
que también fue el antigeno que se obtuvo con mayor frecuencia al realizar
una busqueda inmunologica, en una genoteca de expresion de 7. vz con
sueros de ratones infectados. Tanto en humanos como en ratones, es posible
detectar anticuerpos contra SAPA a partir de los 15-30 dias posteriores a la
infeccion. La presencia de anticuerpos contra SAPA en humanos (Tabla 6), en
conejos (Ibafez y col., 1988) y en diferentes cepas de ratones infectadas con
diferentes cepas de parasitos, sumado a las actividades neuraminidasa
(Pollevick, comunicacion personal) y trans-sialidasa (Parodi, comunicacion
personal) recientemente detectadas para SAPA, parecerian indicar que en el
modelo murino, este antigeno también podria ser relevante en la relacion
huésped-pardsito. Por otro lado, considerando que esta proteina es secretada,
también podria actuar como una cortina de humo para que el huésped genere
una respuesta inespecifica, contra el parasito, hasta que se establezca la
infeccion.

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio muestran que el uso de
estos antigenos recombinantes y, eventualmente, otros que se obtengan en un
futuro, podria convertirse en una herramienta muy importante para lograr

métodos de diagnostico, mas sensibles y confiables que los que se disponen



Discusion 128

actualmente. Por otro lado, la tecnologia de ADN recombinante permite obtener
los antigenos en grandes cantidades, o cual permitiria su uso no sélo en
diagnostico y profilaxis, sino también en el estudio del rol en el desarrollo de la
enfermedad, a través de la interaccion huésped-parasito y en la biologia de

I cquz
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Obtencion de anticuerpos policlonales contra el antigeno

recombinante SAPA

-Los anticuerpos policlonales, producidos en conejo, contra la proteina
recombinante SAPA, presentaron reaccion cruzada contra el antigeno #36. Es
posible que ésta se deba a la presencia de la secuencia de aminoacidos PVD,

compartida por ambas proteinas.

Respuesta humoral en pacientes con enfermedad de Chagas

-Los clones recombinantes utilizados para realizar este estudio son

relevantes, desde el punto de vista antigénico, en infecciones humanas.

-En infecciones humanas el antigeno SAPA seria caracteristico de la etapa
aguda mientras que los antigenos #1, #2 y #30 lo serian de la etapa cronica de

fa enfermedad de Chagas.

-No existirian diferencias entre los distintos sexos de los pacientes, en

cuanto a los antigenos reconocidos por los sueros correspondientes.

-Los parasitos de diferentes regiones geograficas poseen moléculas con

epitopes similares o iguales a los estudiados.

Anilisis de sueros de pacientes con diferentes patologias.

-Los estudios realizados no permitieron establecer ninguna asociacion
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entre los antigenos analizados y las diferentes patologias correspondientes a la

etapa cronica de la enfermedad de Chagas.

Analisis de sueros provenientes de pacientes sometidos a

tratamiento quimioterapéutico

-En pacientes con infeccion resistente al tratamiento quimioterapéutico,

las respuestas antigeno-especifica de tipo IgG e IgM persisten durante anos.

-Las IgG antigeno-especificas son muy variables entre pacientes, en lo

que respecta a fecha de aparicion y persistencia a lo largo del tiempo.

-En pacientes con infeccion resistente al tratamiento quimioterapéutico, la
persistencia de IgG contra un antigeno en particular (SAPA), sugiere la
existencia de un grupo de parasitos, resistentes al tratamiento, con

propiedades antigénicas diferentes.

-La comparacion de los resultados obtenidos con antigenos definidos y
con serologia convencional, sefiala la importancia de! uso de antigenos

individuales para analizar |a evolucion de tratamientos quimioterapéuticos.

Anilisis de sueros de pacientes con infeccion congénita

-Los recién nacidos congenitamente infectados  presentaron
especificidades de tipo IgG e IgM , principalmente contra SAPA, las cuales no
fueron detectadas en sus madres respectivas ni en los infantes sanos nacidos

de madres chagasicas.
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-Los resultados obtenidos con los sueros de casos de infeccion congénita,
sugeririan que los fetos infectados producirian en el Gtero especificidades de

tipo 1gG, caracteristicas de infecciones agudas en adultos.

Anilisis de sueros de personas no infectadas con 7. cruz/

-La ausencia de reactividad de estos antigenos con sueros
correspondientes a pacientes con leishmaniasis y personas sin infeccion,
indicaria que estos antigenos podrian ser una herramienta util para mejorar

los sistemas de diagnéstico utilizados actualmente.

Anilisis de la respuesta humoral murina

-En el modelo experimental murino, a pesar de la diversidad de cepas de
ratones y parasitos utilizadas, los anticuerpos mas frecuentemente detectados

estaban dirigidos contra el antigeno SAPA.

-Existen diferencias entre las respuestas inmunes en humanos y en
ratones, en cuanto a los anticuerpos especificos mostrados a lo largo de la
infeccion. En humanos los anticuerpos estin dirigidos fundamentalmente
contra SAPA durante el periodo agudo, y en ratones serian detectados ain en
etapas tardias de la infeccion. Por otra parte anticuerpos dirigidos contra los
antigenos caracteristicos de la etapa cronica en humanos (¥1, #2 y #30),

practicamente no son detectados en ratones. -
J
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