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I. RESUMEN.

Trypanosoma cruzi es un protozoario pardsito que causg la enfermedad de Chagas en el
humano. Es bien conocido que (7. cruzi) tiene una constitucion antigénica compleja y los
antigenos situados en la superficie celular intervienen en la interaccion con la célula
hospedera, La caracterizacion de estos antigenos es fundamental para tratar de entender la
patofogia de fa enfermedad. Tal caracterizacion se facilita con el uso de anticuerpos
monoclonales (mAbs), Asi, se fusionaron linfocitog B obtenidos de un ratén BALB/c que
tue infectado con la cepa Querétaro (QUE) (fase crénica), con células de mieloma SP2/0.
Los hibridomas se clonaron por dilucién limitante. Las clonas resultantes produjeron cuatro
diferentes anticuerpos monoclonales denominados: BLO6E, F14B, C16D y 1D35. Se inicié la
caracterizacion de fos mAbs y mediante un inmunoblot, se observd que en extracto proteico
de epimastigotes, el mAb B106E reconocid un doblete proteico de 180 kilodaltones (kiDa);
el mAb F14B identificé una proteina de 35 kDa y dos mds en el drea de 40 kDa; el mAb
C16D reconoci6 dos antigenos de 42 y de 71 kDa, v el mAb 1D5 identificé una proteina de
45 kDa. Con extracto de tripomastigotes y amastigotes, el mAb BI106E reconocié
aparentemente a la misma proteina que en epimastigotes; el mAb F14B identificé cuatro
antigenos de 35, 40, 60 y 70 kDa en tripomastigotes. En amastigotes este anticuerpo
identifico a las bandas de 35 y 40 kDa, al igual que en epimastigotes, Los mAbs C16D y
1D35, no reaccionaron con proteinas de tripomastigotes y amastigotes. Por otro lado, se
determind si los mAbs eran especificos de cepa o de especie mediante un inmunoblot. Los
cuatro mAbs reaccionaron con las mismas proteinas que previamente fueron identificadas
en la cepa QUE, en seis cepas mexicanas y dos cepas sudamericanas de T. cruzi; mientras
que con T, rangeli y Leishmania sp, los mAbs B106E y 1D5, no reaccionaron con ninguna
proteina, los mAbs F14B y C16D si reconocieron proteinas de ambos organismos. Al
probar extracto proteico de Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii y fluido de
cisticercos de Taenia crassiceps, los mAbs BLOGE y 1DS no reaccionaron con proteinas de
estos agentes infecciosos, solo el mAb F14B reacciond con proteinas de tales pardsitos. El

mAb C16D cruzd con M, tuberculosis, Estos resultados mostraron que los mAbs B106E
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son especificos de especie, pues no reaccionaron con pardsitos pertenecientes a la misma
familia Tripanosomatidae, ni con los agentes infecciosos ya mencionados. La localizacion
de los antigenos se determiné por inmunofluorescencia indirecta y por inmunoprecipitacion
de protefnas de superficie. Ambas pruebas mostraron que el mAb B106E, estd dirigido
confra un antigeno de superficie; mientras que el mAb F14B fue positive por la segunda
prueba, mostrando que también se localiza en la superficie celular. Para determinar si estos
epitopos eran carbohidratos o proteinas, sc tratd el extracte de epimastigotes con acido
peryddico y proteinasa K, respectivamente. A través de un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA), se observd que los epitopos fueron de naturaleza proteica. Tratando de estudiar el
papel biolégico de los antigenos de 7. cruzi mediante el uso de los mAbs, se evalud el
efecto protector de estos mAbs en ensayos de infeccion in vifro ¢ in vivo. Unicamente el
mAb B106E inhibié la infeccién de T, cruzi a células Vero, a las 48 h post-infeccién. En
ensayos de infeccidn in vive, el mAb BLO6E bajd la parasitemia y protegio entre el 50 y
33% de los ratones infectados. Estos resultados hacen a los antigenos caracterizados
interesantés para estudiar su funcidn en la interaccion de T. cruzi con la célula hospedera, su

empleo en el diagndstico de la enfermedad de Chagas y su posible papel protector.



I1. INTRODUCCION.

Ii.1. Generalidades.

Trypanosoma cruzi es un protozoario pardsito, cuyo vector es un insecto triatémino
perteneciente a la familia Reduviidae. Este pardsito causa la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana en el humano, restringida al Continente Americano (W.H.O,
1986; Salazar y col., 1988, OMS, 1991). La mayor parte de los enfermos se encuentran en
areas rurales y suburbanas, en donde la endemia se mantiene debido a las precarias
condiciones socioecondmicas de la poblacién, asf como a la naturaleza doméstica del
vector. Por otro lado, la creciente migracién de la poblacidn. del campo a las ciudades, hace
de la transfusion sanguinea otro mecanismo de transmisién importante. También la
transmision congénita se observa en los paises con alta endemicidad (Kumate y col., 1992).
Se estima que existen de 15 a 20 millones de personas infectadas por T cruzi y se

encuentran en riesgo de padecer la enfermedad cerca de 90 millones (W.H.O, 1986).

En México tradicionalmente se piensa que la enfermedad de Chagas no es frecuente,
debido al reducido nimero de casos reportados, pues generalmente se tiende a comparar
con los paises donde la enfermedad constituye un problema de salud, como: Brasil,
Argentina, Chile, Urugvay, Venezuela, Colombia, Bolivia ¥ Ecuador (Kumate y col,, 1992);
sin embargoe, en nuestro pais se ha demostrado parasitologicamente y seroldgicamente que
la infeccidn existe, Por otro lado, los vectores infectados con T. cruzf se distribuyen en casi
todo el territorio nacional (Tay y col.,, 1992), lo que sugiere que los niveles de enfermedad

pudieran ser mds altos de lo que se cree.



1.2, Biologia de I. cruzi.

IL.2.1. Posicién taxondmica (Levine v col., 1980).

Reino : Protista Haeckel, 1866

Subreino : Protozoa Goldfuss, 1818, emd. Vonsiebold, 1846
Phylum : Sarcomastigophora Honingberg y Balamuth, 1963
Subphylum  : Mastigophora Diesing, 1866

Clase : Zoomastigophorea Calkins, 1909

Orden ~ : Kinetoplastida Honigberg, 1963 emd. Vickerman, 1976
Suborden : Trypanosomatina Kent, 1880

Familia : Trypanosomatidae Doflein, 1911

Género : Trypanosoma Gruby, 1843

Especie : Trypanosoma cruzi Chagas, 1909

T cruzi pertenece al subphylym Mastigophora, en donde se incluyen a todos los
protozoarios que se conocen como fiagelados, caracterizdndose por poseer une o mas
flagelos en su forma trofozoide. La mayoria de los flagelados son de vida libre y se
encuentran en varios habitats, pero algunos son simbiontes y otros parasitan vertebrados e
invertebrados. Muchas de las especies pardsitas habitan el tracto digestivo del hospedero, el
sistema circulatorio y los tejidos (Cheng, 1986). Generalmente su reproduccion es asexual,
siendo basicamente por fisidn binaria intracinetal, En otros tepresentantes, la reproduccion

es sexual (Levine y col., 1980),
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Eil orden Kinetoplastida, incluye a los ;)rganismos que presentan una estructura
caracteristica: el cinetoplasto, el cual se localiza en la regidn anterior del cuerpo, asociado a
la mitocondria; este organelo estd constituido fundamentalmente por 4cidos nucleicos que le
confieren la capacidad de autoduplicarse. La familia més representativa es la
Trypanosomatidae, donde se incluyen formas parasitas del sistema circulatorio causantes de
enfermedades serias en el hombre y animales domésticos. Los miembros de esta familia
tienen forma alargada, presentan un solo ndcleo y un blefaroblasto del cual se origina un
flagelo que forma el margen exterior de la membrana ondulante. Son polimdrficos, pues

presentan estadios flagelados y no flagelados a lo largo de su ciclo de vida (Cheng, 1986).

I1.2.2. Morfologia. T cruzi en sus diversos hospederos y en medios de cultivo presenta
cuatro estadios morfoldgicos: epimastigotes, tripomastigotes, amastigotes y promastigotes
(Schimidt y Roberts, 1984; Sleigh, 1989); pero generalmente sélo se consideran los tres
primeros estadios (Wyler, 1990).

El tripomastigote es un flagelado de cuerpo alargado que mide de 20-25 um de longitud
y 2 pm de ancho, presenta un gran nficleo centrovesiculoso, un cinetoplasto subterminal
posterior al niicleo formado principalmente por ADN y al cual se asocia una gran
mitocondria. El flagelo estd adherido a la membrana ondulante del pardsito v sale libre en la
porcién anterior. Este estadio morfoldgico no reproductivo, se le encuentra en la sangre de
mamiferos y en el intestino posterior de los triatéminos infectados como tripomastigotes
metaciclicos. La forma de tripomastigote, es infectiva para los mamiferos y para los

triatomas cuando chupan sangre de un animal u hombre infectados (Fig. 1A).

El epimastigote es de aspecto fusiforme, mide de 20 a 40 um de longitud. El cinetoplasto
se encuentra anterior al nicleo y el flagelo forma una pequefia membrana ondulante. Este
estadio morfoldgico se multiplica en el intestino de los friatéminos y da lugar a los

tripomastigotes metaciclicos.
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El amastigote es de forma redondeada, mide de 2 a 3.5 pm. Ef flagelo no es libre y ¢
visible Gnicamente por microscopio electrénico, el cual se ve dentro de la bolsa flagelar;
presenta un nucleo y un cinefoplasto, Este estadio es la forma replicativa intracelular de
hospederos mamiferos (Fig.1B) (Tay y col., 1984; Wyler, 1990). También, se ha observado
que los amastigotes trasformados en cultivo, tienen la capacidad de entrar y multiplicarse
dentro de las células de mamifero e infectan a ratones de la mismé; manera que los

tripomastigotes (Ley y col., 1988).

B

Fig. 1. ULTRAESTRUCTURA DE T cruzi. A) Tripomastigote y B) Amastigote. C, cinetoplasto; M,
mitocondria; G, aparato de Golgi; N, nticleo; ER, reticulo endeplasmético; Mt, microtiibulos submembranales;
B, blefaroblasto; F, flagelo; FP, bolsa flagelar (tomado de Wyler, 1990},



I1.2.3. Ciclo biolégico. Los tripomastigotes son ingeridos por los triatornas al alimentarse
de sangre de mamiferos infectados v wna vez dentro del intestino medio de los triatomas,
los tripomastigotes se diferencian en epimastigotes y al pasar al intestino posterior se
transforman en tripomastigotes metaciclicos. Estos salen de los triatomas a través de las
heces durante o despuds de alimentarse y penetran la piel del vertebrado hospedero
mediante punciones o abrasiones cutineas ocasionadas por el mismo individuo, se
introducen en las células del tejido laxo, y adquieren la forma de amastigote. Los
amastigotes se multiplican por fisién binaria, repletan las células, que terminan por
tomperse, y los pardsitos salen a la circulacién bajo el aspecto de tripomastigotes,
disemindndose por todo el organismo, infectando nuevas células que se transforman en
amastigotes para reproducirse y salir a la circulacidn como tripomastigotes. El ciclo
biolégico se completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por nuevos triatomas
hematéfagos (Fig. 2) (Athias y Neghme, 1984),

H,3. Mecanismos de Transmisién de T, crugi.

La transmision de 7. cruzi es a través de vectores infectados, principalmente del género
Triatoma por contaminacion de la piel y mucosas con las deyecciones del insecto. También
la infeccion se adquiere por hemotransfusiones provenientes de individuos que tienen al
pardsito, este Wltimo mecanismo es el regpongable del 20 % de los casos de Tripanosomiasis
Americana, Ofros mecanismos de fransmisién menos comunes lo constituyen la via
transplacentaria, el trasplante de drganos, la ingesta de leche maferna, accidentes de
laboratorio, el descllamiento de animales silvestres ¥ la ingestion de carne semicruda o de

bebidas contaminadas con materia fecal de triatomas (Velasco-Castrején y col., 1992).




La chincha Infectada pica
y defec_a;los tripomastigo-
tes estan en las heces de
la chinche.

Ciclo en la chinche.

Los tripomastigotes entran
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y/o por las membranas muco-

Tripomastigote. 5as.

En el sitio del piquete se
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PATOLOGIA. delas células.
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Fig. 2. CICLO DE VIDA DE T eruzi. Se muestran las diferentes fases de desarrollo de T cruzien
el vector y en el hospedero humano (lomado de Katz, Despommier y Gwadz, 1988).

Megaesdfago.




I1.4. Vectores de T7 cruzi en México.

En practicamente todos los estados de 1a Republica Mexicana, se distribuyen 34 especies
de triatominos, pertenecientes a siefe géneros diferentes, Asi, se han encontrado, 25
especies del género Triatoma, una del género Rhodnius, una del género Dipetalogaster, dos
del género Paratriatoma, una del género Panstrongylus, dos del género Belminus y dos del
género Eratyrus. La distribucion de vectores infectados, se ubica desde 0 hasta 2200 metros
sobre el nivel del mar y se encuentran en mayor parte en la vertiente del Pacifico lo que
hace suponer que la zona endémica de la enfermedad de Chagas es muy amplia, ya que
ocupa casi las dos terceras partes del territorio nacional. Las especies mexicanas de mayor
importancia por su mayor distribucién geogrifica y domesticidad son: T. barberi, T
dimidiata, T. phyllosoma, T. longipennis y T. picturata (Schenone y Rojas, 1989, Velasco-
Castrejon, v col., 1991; Tay y col., 1992).

IL3, Patologia de 1a Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas de acuerdo con la patologia que causa en los individuos
presenta tres etapas: aguda, indeterminada y cronica. La fase aguda es més frecuente en los

nifios y la etapa cronica en las personas adultas.

La fase aguda puede ser asintomatica, pero cuando hay signos y la transmision es por
triatomas, aparecen manifestaciones de entrada, presentdndose en el sitio de la picadura de
la chinche donde los tripomastigotes metaciclicos han entrado a los tejidos, una inflamacién
generalmente en une o en ambos parpados (signo de Romaiia), si 1a entrada fuera por el gjo,
Las inflamaciones en otras partes del cuerpo, s conocen como chagomas de inoculacidn.
Mis tarde hay adenitis, aumento del tamafio de los ganglios linféticos cervicales y de otras

regiones.
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También se presenta anemia, dolor de cabeza v en el 95 % de los casos agudos hay fiebre,
alcanzando de 38 a 39.5° C, Ademds, hay muchos tipos de bloqueo cardiaco. La fasa de
mortalidad en la fase aguda es probablemente menos del 10 %. Los nifios afectados mueren
por meningoencefalitis, fallas cardiacas o de bronconeumonia. La duracion de esta etapa es

de dos a cuatro semanas.

Fase indeterminada o también conocido como etapa crénica asintomadtica, se presenta
después de oche o diez semanas de que ha terminado la etapa aguda y puede mantenerse
por varios afios, durante este estade desaparece el cuadro clinico y el individuo se considera
curado; sin embargo, la serologia es positiva y en algunos casos si se le estudia
adecuadamente hay afecciones cardiacas, y frecuentemente se revelan cambios patolégicos
indicando el inicio de miocarditis chagdsica (sintomas crénicos). No obstante se sugiere la
terminacién de inflamacién activa con ausencia de anormalidades en los

electrocardiogramas y un tracto digestivo normal.

Fase crénica, los individuos infectados pueden pasar a esta fase después de 10 a 20 afios
de que ha ocurrido la infeccidn. La fase crénica se caracteriza por presentar alteraciones
cardiacas y/o gasirointestinales. Las anormalidades del corazdén incluyen palpitaciones
recurrentes, insuficiencia cardiaca, cardiomegalia y por consecuencia cambio en el
electrocardiograma, También hay aumento del tamafio del esdfago y del colon, con

alteraciones del movimiento peristaltico (Hudson y Britten, 1985).

IL6. Distribucion Geogrifica de la Enfermedad de Chagas.

T cruzi, los triatomas y la enfermedad de Chagas se distribuyen ampliamente a lo largo
del continente Americano (Fig. 3), desde el sur de los Estados unidos (42° latitud norte)
hasta Chile y Argentina (43° latitud sur. Apéndice tebrico I) (OPS, 1990; Dominguez,
Ricardes y Espinoza, 1990; OMS, 1961).
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Tig. 3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS. Se
muestran los principales paises (zonas punteadas) con casos humanos infectados con T,

cruzi (tomado de OMS, 1991).
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IL7. Enfermedad de Chagas en México.

Se tiene conocimiento que la enfermedad de Chagas originalmente fue una enzootia
silvestre, pero cuando la civilizacién invadid y degrado los ecosistemas naturales, el vector

y T. eruzi se adaptaron al hombre.

En nuestro pais el estudio de la presencia de 7. cruzi y la enfermedad de Chagas
ocasionada por este pardsito, se inicié formalmente en 1928 por Hoffiman, pues esie autor
reportd el hallazgo de triatdminos que pudieran ser los transmisores de la enfermedad de
Chagas en el humane. En 1940, Mazzotti informé la existencia de dos casos humanos con
enfermedad de Chagas en la poblacion de Teojonulco, estado de Oaxaca. Palomo y Rubio
reportaron el tercer caso de tripanosomiasis en Mérida, Yucatan (citado en Mazzoti y Dias,
1949). En los afios subsecuentes se han seguido reportando enfermos en diferentes estados.
Schofield en 1985 calenld 3 miliones 800 mil infectados baséndose en los datos de
Goldsmith y colaboradores (1979, 1986), casi un millén mdas de los calculados por Velasco-
Castrejon en el mismo afio. Estos datos parecen ser mayores a los encontrados en la
encuesta seroldgica nacional, en la cual los estados que tuvieron mayor prevalencia de
infectados no sobrepasaron el 1%, por lo que se pueden calcular s6lo en varios cientos de
miles los mexicanos infectados (Velasco-Castrejon y col., 1992). Sin embargo, debido a que
la enfermedad se encuentra distribuida en focos, es posible que muchos de éstos no se
hayan investigado durante la encuesta seroepidemiclégica y sean en realidad muchos mas
los afectados. En cuanto a los padecimientos no se ha reconocido la presencia de
cardiopatia chagésica, sin embargo parece ser mds comin de lo que se cree. Asi, en la Costa
Chica comdn a Guerrero y Oaxaca, se han identificado 50 casos de cardiopatia Chagésica
en 120 pacientes cardiolégicos que asistfan a consulta en un hospital de Acapulco, Guerrero
{Velasco v col., 1991), casi todos con importante cardiomegalia. Con. respecto 2 la presencia
de megaesdfage y megacolon chagésico, se han descrito casos en Chiapas, Oaxaca,

Guerrero, Jalisco y Tabasco (Velasco y col., 1991; Bayona y col.,, 1983).

El problema de la enfermedad de Chagas por hemotransfusidn en México ha sido
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estudiado en los bancos de sangre y su busqueda es de manera obligatoria desde 1992
{Diario Oficial), aunque en la préctica no se realiza. El primer trabajo mexicano en donde
se estudid la posible presencia de T. cruzi en hemodonadores de la ciudad de QOaxaca, fue
realizado por Goldsmith y colaboradores en 1978, quienes reportaron 4.4% de
seropositividad. En 1984 se detectaron 16.5% de positivos entre los donadores del Hospital
Universitario de Puebla (Bayona y col.,, 1983)., en 1985 en el Centro Nacional de la
Transfusién Sanguinea de la Ciudad de México, se encontrd seropositividad en el 0.67%; en
1987 en la ciudad de Acapuleo se reportd 11.2% de positividad entre los hemodonadores
familiares y 19% entre [os remunerados; en 1989 en el banco de sangre del Hospital
General “Rubén Letiero” la seroprevalencia fue def 2%; en 1990 en el banco de sangre del
Hospital de la Mujer se detectd 1.6% de positividad y en 1991 reportaron 1% de
seropositividad en 2,115 hemodonadores de fa Cruz Roja Mexicana en el D.F. En todos
estos estudios se empled la téenica de hemaglutinacién indirecta. Monteén y colaboradores
{1987), en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chévez”, detectaron alrededor de
1% de seropositividad en hemodonadores del D.F con una prueba de

confrainmunoelectroforesis y dot-ELISA.

IL, 8. Respuesta Inmune Generada por el Hospedero Ante la Infeccién por I cruzi.

Durante la enfermedad de Chagas en el hombre ¥ en modelo experimental (ratones) se
presentan generalmente tres fases de la enfermedad: aguda, indeterminada y crénica. En

cada fase se presenta una respuesta inmune particular.

Los organismos infectados con T, cruzi generan una respuesta inmune tauto protectora,
como patdgena, pues si el hospedero no tiene un sistema inmune competente, éste no serd
capaz de controlar el crecimiento del pardsito. En la resistencia 2 la infeccidn intervienen
muchos componentes del sistema inmune, los cuales se revisaran en cada fase de la

enfermedad de Chagas.
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II. 8.1. Respuesta inmune en fase aguda. La fase apuda en el humano dura de f a 2
meses, lo cual imposibitita su deteccidén y cuando se descubre se da tratamiento médico
temprano, lo cual representa un obsticulo para la investigacion de esta etapa. Sin embargo,
la fase aguda si se ha estudiado en modelos animales de experimentacion (por ejemplo:
ratones y ratas). Esta fase se caracteriza por presentar una respuesta policlonal de los
linfocitos T y B, hecho asociado con el fendmeno de inmunosupresidn, permitiéndose con
ello el establecimiento del parésito en el hospedero, por lo que es posible observar parasitos
en la circulacién sanguinea de individuos infectados. Por otro lado, fueron detectados
anticuerpos protectores en ratones infectados después de la cuarta semana de infeccidn,
aunque antes de este periodo s¢ encontraron inmunoglobulinas especificas para I. cruzi, con
isotipo IgM e IgG (Norris, Hart y So, 1989). También se ha planteado que el control de
parisitos por el hospedero en la etapa aguda se da en dos fases: en la primera, el control de
los pardsitos no estd mediado por anticuerpos y la respuesta inmune es celular; en la
segunda fase, el control de los pardsitos s dependiente de anticuerpos, lo cual se demostré
por el aumento en la infeccion de los ratones a los cuales se les suprimieron las células B
(Trischman, 1983). La timectomizacion de ratones neonatales ocasiond un aumento en el
numero de pardsitos y la muerte de los ratones infectados, a diferencia de los ratones

controles que sobrevivieron (Brener, 1980).

Otras inmunoglobulinas que se han detectado en organismos infectados som: 1a IgA, en
ratones y en humanos (Primavera y col., 1990} y la IgE en ratones (Bouhdidi y col., 1994).
Estas inmunoglobuiinas también pueden estar participando en la proteccion del hospedero,

sin embargo no se ha podido establecer su papel claramente.

Por otro lado, estudiando la respuesta inmune humoral en ratones vacunados con la clona
no patégena y no infectiva, C1-14 de T cruzi, se observé una produccion temprana de IpGl
¢ IgGG2a especificas para el antigeno. Al considerar la falta de infectividad de la clona CL-
14, se sugiere fuertemente [a participacion de la IgGl e IgG2a en la proteccion contra la

infeccion por T, cruzi (Pyreho y col., 1998),
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Las células T de ayuda (Th) se clasifican de acuerdo al tipo de citocina que producen. Las
células Thl producen interleucina 2 (IL-2), e interferén y (IFN y) y las células Th2
producen IL-4, IL-5, IL-6, II.-9 ¢ IL-10. En la fase aguda de ratones infectados con T cruzi,
parece que hay una respuesta de células Thl. Esto se dedujo al observar un aumento en el
numero de pardsitos, de nidos de amastigotes en tejido muscular y en el niimero de ratones
(BALB/c) muertos infectados con tripomastigotes, a los que previamente se les inyectd
anticuerpos monocionales anti-IFNy, con respecto a los ratones infectados controles
(Torrico y col., 1991). Humphrey, McCormick y Rowland (1997), estudiando el papel de las
células Thl y Th2 en ratones resistentes (B10.D2) y ratones susceptibles (DBA/2) a la
infeccion por T. cruzi, sugirieron que tanto la respuesta Th]l ¢omo la Th2 son activadas
durante la fase aguda, ya que los niveles de [FNv (ratones.resistentes) e IL-4 (ratones

susceptibles) fueron aumentados.

Existen reportes donde se evaluo el efecto de Ja IL-10 (Th2) en la infeccidén por 1. cruzi,
v se encontrd gue ésta actha como un factor inhibitorio de la produccién de INFy en ratones
susceptibles, regulando con ello [a severidad de la enfermedad de Chagas en la fase aguda

(Silva y col.,1992).

Otra citocina que participa en el control de la infeccidn de T cruzi experimental (fase
aguda temprana) es la T1.-12. Esta es sintetizada por los macréfagos al interaccionar con
tripomastigotes y actila sobre las células NK para inducir la produccion de IFN-y (respuesta
inmune inata). El papel de la 1~12 fue determinado por el tratamiento de ratones infectados
con anticuerpos monoclonales contra fa IL-12, analizando tanto la parasitemia como la
meortalidad en la fase aguda. Los ratones tratados con el mAb contra IL-12 presentaron altos
niveles de parasitemia y mottalidad comparada con los ratones controles. También, el
tratamiento de ratones infectados con mAbs especificos para [FN-y o TNF-g inhibieron el
efecto exdgeno de IL-12, Por ofro lado, el TGF-B ¢ IL-10 producidos por macréfagos
inhibieron la induccidn y efectos de la IL-12. De esta manera, la IL~12, ¢l TNF-o. y el IFN-y
participaron en la resistencia a la infeccidn; mientras que el TGF-B y la IL-10 promovieron

la susceptibilidad a fa infeccién. Estos resultados apoyaron la participacion de la inmunidad
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innata del hospedero en el control de la infeccién de T eruzi, Ademds, se sugirid que la IL-
12 puede participar en la modulacién de la miocarditis inducida por T, cruzi, pues el
tratamiento de ratones infectados con la IL-12 o con el mAb contra la IL-12 indujeron el
aumento o decremento de infiltrados inflamatotios en el corazén, respectivamente (Silva y
col., 1998),

Los estudios para determinar qué tipo celular participa en la defensa del tejido cardiaco
infectado de diferentes animales de experimentacion, es decir, células T CD4+ (de ayuda) o
células T CD8+ (citotdxicas) mostraron resultados contradictorios. Algunos trabajos
sefialaron a las células T CD4+ (Ben Younes-Chennoufi ¥ col., 1988; Ribeiro-dos-Santos,
Pirmez y Savino, 1991) como predominantes, mientras que otros autores sugirieron que las
células T CD8+ (Sato y col,, 1992; Sun y Tarleton, 1993) son las que predominan. Datos
experimentales sugieren que al eliminar a las células CD4+ y CD8+, hay diseminacidn de la
infeccidn y muerte de los animales, indicando la importacia de estas células en la resistencia

a la infeccidn por los parisitos,

Siguiendo con el estudio de la respuesta inmune y tratando de establecer cual mecanismo
efector es el que participa en el control de la infeccion por T, cruzi, se emplearon ratones
con mutaciones inducidas en los genes responsables de 1a produccion de anticuerpos y en la
funcidn citolitica de los linfocitos T. Los ratones deficientes en la produccion de
anticuerpos mostraron un retraso en la aparicién de pardsitos y la sobrevivencia de éstos se
extendio mayor tiempo, a diferencia de los ratones carentes de células T CD8+. Por otro
lado, los ratones deficientes en células B, murieron por efecto de la infeccion. La infeccion
previa de los ratones con una cepa no viruienta de I7 ¢ruzi no indujo la proteccidn de los
ratones deficientes en células T CD8+ y células B a un nuevo reto con parasitos virulentos,
En contraste, ratones con mutaciones en los genes que controlan la via citolitica mediada
por perforina/granzima B, mostraron una tasa de parasitemia y mortalidad similar a los
ratones sin mutar (silvestres) y fueron protegidos de una infeccidn secundaria, debido a la
exposicién previa con pardsitos no virulentos. Estos resultados demostraron que la

participacién de los anticuerpos es necesaria para el control de la infeccidn y que la via
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litica mediada por perforina/granzima B, no participé en el control de la infeccion por T
cruzi (Kumar y Tarleton, 1998).

Otro tipo celular que interviene en la defensa del hospedero es el macréfago. Su papel se
demostrd en ratones C3H/HeN infectados con tripomastigotes de la cepa RA (parasitos que
son eficientemente internalizados por macréfagos), letales para los ratones y la cepa K98
(pardsitos pobremente internalizados por macrofagos), no letales. Los macréfagos de los
ratones fueron suprimidos al darles a fagocitar silica, ocasionando con ello, un aumento en
la parasitemja y mortalidad de los ratones infectados con la cepa RA (Celentano v
Gonzalez, 1993). Los macréfagos son activados por IFN-y, TNF-o (Tarleton, 1988), IL-3
{Ho v col., 1992) y el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF, Reed y col., 1987), eliminando a los parasitos intracelulares a través de la produccién

de 6xido nitrico.

IL8.1.1. Inmunosupresién. Durante la infeccion aguda por T cruzi se observd
inmunosupresion de la respuesta inmune, Hay una reduccién en la produccidn de
anticuerpos ante antigenos heterdlogos dependientes e independientes de células T (Ramos
y col,, 1978). Por otro lado, tratando de definir los mecanismos involucrados en la
inmunosupresidn, se demostrd [a existencia de células de bazo de ratdn supresoras de la
respuesta mitogénica de células T a concanavalina A v de la respuesta mitogénica de células
B a lipopolisacdridos (Ramos, Shidtler-Siwon y Ortiz-Ortiz, 1979). La interleucina 2, que
es un factor de crecimiento de ¢élulas T y es producida por ellas mismas, estd suprimida
severamente durante ia fase aguda de la infeccién (Tarleton y Kuhn, 1984) por tal motivo,
se ve reducida la proliferacién ir vitro de las células T, No obstante estos resultados, al
agregar IL-2 exogena hubo restauracién parcial de la respuesta de células T in vitro. La
expresion de receptores para la IL-2 también se redujo. La produccion de I1.-3 disminuyd,
pere no de la misma manera que la IL-2, Por otro lado, se ha observado supresion del
receptor de células T, TCR + y conjuntamente hay disminucion en los niveles de las

moléculas CD4+ y CD8+ en los linfocitos T de ayuda y citotdxicos, respectivamente



{Sztein, Cuna y Kierzenbaum, 1990; Sztein y Kierzenbaum, 1992).
La variedad de mecanistnos que envuelven la supresion de células T podrian refigjar el
reclutamiento secuencial de distintas respuestas del hospedero al ir progresando la

infeccidn.

IL.8.2. Respuesta imsnune en fase indeterminada, En esta fase aparentemente no hay
sintomas de enfermedad en los individuos infectados con T eruzi, pero si se presentan
dafios histopatolégicos en células del corazén, eséfago y colon. No se detectaron pardsitos,
pero se cree que los amastigotes al matar a las células infectadas provocan la liberacion de
una serie de componentes que ocasionan que el hospedero genere anticuerpos contra
antigenos propios, causando ademds la infiltracion de células, principalmente de linfocitos
en &l tejido cardiaco. Los productos téxicos liberados por las células producen inflamacion
y dafio a los tejidos (Hudeon vy Briften, 1985). Todo esto hace que los tejidos pierdan
funcionalidad y se destruyan, ocasionando la produccidén de autoanticuerpos (Ternyck y
col., 1990).

I1.8.3. Respuesta inmune en fase crénica. Durante la fase crénica, los pardsitos no son
detectados en la circulacion sanguinea del hospedero debido a que se localizan dentro de las
células que infectaron (Kierszenbaum, 1985). En el modelo murino, la respuesta generada
en esta fase por ratones infectados con T, ¢ruzi consistidé en una respuesta policlonal de
células B, produciendo predominantemente IgG2a y una respuesta especifica con la
produccidon de IgM, IgGl, IgGZa, IgG2b e IgG3 (Spinella, Liegear y Hontebeyrie-
Joskowicz, 1992).

Wirth v Kierszenbaum en 1987, purificaron IgG ¢ IgM de sueros de pacientes y congjos
en estado crénico de la enfermedad de Chagas v los probaron en un modele de infeccion in

vitro. Los pardsitos se pre-incubaron con los diferentes anticuerpos y después se co-
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cultivaron con mioblastos de corazén de ratas. La IgG y la IgM redujeron la infeccidn de los

mioblastos un 63% y 65%, respectivamente.

Por otro lade, en la infeccion por T cruzi en el estado cronico (modelo murino), se
pueden observar infiltrados inflamatorios de células mononucleates asociadas al daiio
presente en tejido muscular, cardiaco y esquelético, resultado que mimetiza funcional e
histopatolégicamente a lo observado en la enfermedad de Chagas humana (Andrade, 1991;
Brener, 1954). T.os mecanismos que causan tales lesiones han generado intensos debates. El
dafio en el tejido puede ser el resultade de una respucsta local de los linfocitos en contra de
los antigenos del pardsito, antigenos propios del hospedero o a ambos, aunque
recientemente con el uso de la téenica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se ha

detectado el ADN del parsito en la lesién del miocardio humano (Brandariz y col., 1995).

Se concluye que en el corazdn de ratones infectados con T cruzi, tanto en el estado
agudo como crénico, son importantes los infiltrados celulares, principalmente de linfocitos
T CD&+. Esto se observd al eliminar tanto a los linfocitos T CD8+ como a los CD4+ a lo
largo de las diferentes fases de la enfermedad, utilizando anticuerpos especificos para cada
poblacidn celular. De esta manera, en la fase postaguda v crénica hubo un incremento en la
patologia crénica y un aumento de pardsitos en el miocardio al quitar las células T CD8+
(Tarleton v col., 1994). Recientes estudios realizados en humanos en estado crénico de la
enfermedad y con miocarditis chagdsica, mostraron también que las células T CDE+ son las

responsables de activar la respuesta inmune del hospedero (Higuchi y col., 1997).

En cuanto a los patrones de citocinas presentes en la fase cronica de la enfermedad de
Chagas, se ha observado que las células T CD4+ producen un patrdn de citocinas Th1/Th2,
no mostrandose un desplazamiento hacia Thl o Th2, como en los ratones infectados con
Leishmania major (Mosman y Sad, 1996), pues se produjo tanto INF-y como IL.-10. De esta

manera, al analizar diferentes modelos de infeccién en donde se emplearon ratones
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resistentes y susceptibles v distintag cepas de 7. ¢ruzi, se obgervd la produccion de INE.y,
sin que para ello influya la constitucidén genética de los ratones, y la produccién de IL-10, la
cual se ha asociado a la susceptibilidad, que en este sentido no tuvo un papel claro (Reed y
col., 1994, Minoprio y col,, 1993). Otro trabajo, mostré un desplazamiento de la respuesta
hacia Thl en ratones resistentes y Th2 en ratones susceptibles (Zhang y Tarleton, 1996).
Estos resultados indicaron que el patron de citocinas preducido durante la infeccién con T
cryzi, va a depender de la constitucién genética de los ratones y de las cepas utilizadas,

sefialando la gran complejidad del fendmeno.

En esta fase cronica de la enfermedad, como se ha mencicnado hay dafio del tejido
cardiaco y se habia propuesto que se debia a una respuesta autoinmune (Rosenbaum, 1964),
ya que las formas intracelulares del pardsito raramente se encuentran en las lesiones
cardiacas. Sin embargo, como se ha mencionado, técnicas nuevas han podido detectar a los
pardsitos, como el PCR, que amplifica el ADN de los mismos (Brandariz y col., 1995). Por
otro lado, también se observd que anticuerpos contra T cruzi tuvieron reaccidn cruzada con
el misculo cardiaco, misculo esquelético, higado, sistema nervioso central y periférico, y
otros organos (Cossie ¥ col,, 1974; Snary y col., 1983; Towbin y col,, 1987), lo que sugiere
una respuesta autoinmune del hospedero. Los mecanismos por los cuales se presenta el
fenémeno de autoinmunidad y su importancia en la enfermedad de Chagas estin en

discusion.

119, Interaccion I, cruzi-Célula Hospedera.

El estudio de la interaccion I cruzi-célula hospedera, constituye la base para el
entendimiento de la patologia in vive y la respuesta inmunolégica a la infeccion. Asi, la
interaccion de estas células se ha estudiado desde 1935 (Kofoid, Wood y McNeil, 1935) y
continiia en los dltimos afios, debido a que no se han encontrado atin los mecanismos bajo

los cuales 7. cruzi infecta a su célula hospedera.
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T cruzi invade in vivo ¢ ir vitro a una gran variedad de células hospederas, incluyende
macréfagos, fibroblastos, células epiteliales, células musculares y neuronas. Los
macréfagos residentes (no activados) ingleren tanto epimastigotes como tripomastigotes, no
obstante, los epimastigotes son destruidos dentro del fagosoma, en tanto que los
tripomastigotes escapan al citosol y empiezan el proceso de multiplicacién. El destino de
los tripomastigotes puede cambiar cuando los macrofagoes son activados y transformados en
células efectoras de la respuesta inmune. En este caso los macrofagos realmente ingieren y
destruyen a tripomastigotes opzonizados (tripomastigotes + anticuerpos), La muerte de los
tripomastigotes dentro de los macréfagos se atribuye al efecto de radicales de oxigeno libre,
H;0, y O, (explosién respiratoria), No obstante Liew y Cox (1991) sefialaron que la
destruccion de microorganismos por macréfagos se debe a un mecanismo no especifico, el

cual es mediado por 6xido nitrico (NQ) derivado de L-arginina.

La interaccion entre un parasito y una célula fagocitica puede ser diferente a la que se da
con el parasito y una célula no fagocitica, ademds de que podria depender de la cepa del
parsito (Snary, 1985). En este sentido, las cepas con altos porcentajes de tripomastigotes
con forma alargada, tendran la capacidad de invadir cultivos celulares no fagociticos. Sin
embargo, esta capacidad no sélo estd dada por caracteristicas morfoldgicas, La constitucion
genética del hospedero también influye en la infeccidn, ya que existen cepas de ratones con
alta y baja susceptibilidad a la infeccién por 7. ¢ruzi (Humphrey, McCormick y Rowland,
1997). La fase de crecimiento en la que se encuentre la célula hospedera influird en el

mayor o menor éxito de penetracién del pardsito (Segura y Cappa, 1985).

La entrada de T cruzi a macrofagos, fibroblastos y células epiteliales ocutre por un
proceso de endocitosis, en el cual se presentan tres etapas diferentes: a) adhesion del
pardsito, b) internalizacién y ¢) destino intracetular del parasito, en donde éste es envuelto
por una vacuola endocitica y los lisosomas se fusionan o se da el rompimiento de la

membrana vacuolar, para finalmente liberar al parédsito en el citoplasma para multiplicarse
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{(Fig, 4) (De Araujo-Jorge, 1989).

Para que ocurra |g interaccién de T. cruzi-célula hospedera estan involucrados receptores
de ambas células y antigenos del parasito, De esta forma, el pardsito presenta en su
superficie glicoconjugados y/o componentes del plasma unidos ¢ absorbidos a su
membrana, los cuales interaccionan con receptores pregentes en la superficie de diferentes

células hospederas,

En los macréfagos se expresan muchos receptores que median la fagocitosis, entre ellos
tenemos receptores para la porcidn Fo de diferentes isotipos de inmunoglobulinas (FeR)
(Zenian y Kiersenbaum, 1983; Nogueira y Cohn, 1976), tres receptores para  los
componentes del complemento (CR1, CR2, CR3, receptores de C3b/C4b, C3d y iC3b,
tespectivamente), receptores para fibronectina (Fn-R), receptores para alfa-2
macroglobulina (A2M-RY}, receptores parecidos a lectinas que reconocen residuos de azicar
(De Araujo-Jorge y De Souza, 1984; Stabl y col.,, 1984; Kolb-Bachofen y col, 1984;
Neufeld y Ashwell, 1979). También los macréfagos presentan en la superficie moléoulas
que no son receptores, como son las integrinas (glicoproteina formada por dos subunidad, o
¥ P), las cuales median la interaccidn célula-célula y célula- matriz extracelular. Estas
integtinas (subunidad Bl de la familia VLA) participan en la invasién de T cruzi a

macrofagos (Fernandez, Mufios-Fermdndez y Fresno, 1993).

Otro de los carbohidratos que participa en la invasion de tripomastigotes a la célula
hospedera, es el acido sidlico, Se tiene conocimiento de que la enzima trans-sialidasa del
parasito participa con el 4cido sidlico de una manera coordinada en estados iniciales de la
invasién. Dada la importancia de los sialoglicoconjugados, se han propuesto dos modelos
de interaccién pardsitos-células de mamifero. En el primer modelo, participa la
neuraminidasa removiendo 4dcido sidlico de la superficie del pardsito, permitiendo con esto
la unién a un aceptor para galactosa en la célula hospedera. Tl segundo modelo de
invasion celular por T. cruzi, esta dado por un control negativo y otro positive. El control

positivo, lo ejerce la glicoproteina Gp 85. La unién de la fibronectina a la gp85, permite la
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adhesién del parasito a la célula hospedera. La neuraminidasa ejerce un control negativo,
pues promueve la desializacion del pardsito, lo que genera una disminucion del nivel de
infeccion (Vetmelho y Leal, 1994).

—

FiG. 4. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS FASES DE LA INTERACCION T.
cruzi-MACROFAGO. 1) Adhesién, con estados de afraccién, contacto, reconocimiento v unién
del parasito a 1a membrana del macréfago, 2) Internalizacién, con activacion de la maquinaria
endocitica, y 3) Destino Intracelular, con fusién del fagolisosoma y ademaés digestion del pardsito
o rompimiento de la membrana vacuclar y proliferacidn del parasito liberado en el citoplasma
(Tomado de De Aratijo-Jorge, 1989).

Los componentes de tripomastigotes involucrados en el reconocimiento por los
macréfagos incluyen glicoproteinas que tienen residuos de galactosa-N-acetilglucosamina
{Gal-Nac) (Villalta y Kierszembaurn, 1983, 1984, 1985; De Araujo-Jorge y De Souza, 1984
v 1986) y proteinas susceptibles a proteasas. Al agregar proteasas exégenamente a fos co-
cultivos de pardsitos y macrofagos, se observé una mayor activacion de los macréfagos

{(Nogueira y col., 1980; Kipnis y col,, 1981; De Aratjo-Jorge y De Souza, 1984).
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En lo que respecta a los amastigotes, cuya funcion no es solo la replicacion intracelufar,
ya que se demostré que circulan en la sangre de mamiferos infectados durante la fase aguda
(Ley y col,, 1988), son resistentes a la lisis mediada por complemento (Iida, Whitlow y
Nussenzweig, 1989) v tienen la capacidad de invadir a macréfagos in vitro e infectar a
ratones (Hall, 1993). No obstante ésto, el papel de los amastigotes extracelulares durante el
ciclo de vida del pardsito no estd claro, sin embargo podrfan contribuir a la diseminacidn
del parasito en la célula hospedera. La interaceidn molecular en la invasién celular por
amastigotes estd poco definida. Se ha demostrado que la glicoproteina SA85-1 de
amastigotes, interactha con dos lectinas tipo-C (dependientes de Ca®), que reconocen
especificamente carbohidratos, la proteina que une manosa (MBP, proteinas que circulan en
la sangre de mamiferos) y el receptor para manosa de los macréfages (M-R). Asi, la
adhesion de amastigotes a macréfagos estd facilitada por el M-R (Kahn y col., 1995} y Ia
2p85-1 de amastigotes es un ligando para MBP (Kahn y col., 1996).

I1.10. Principales Moléculas de Superficie Celular de T. cruzi que Participan en la

Infeccion de la Célula Hospedera.

T cruzi presentza una superficie celular compleja, compuesta principalmente de
glicoproteinas vy glicolipidos. Su complejidad refleja las diversas funciones que debe llevar
a cabo. Asi, en la superficie celular se sitilan las moléculas que participan en ta adhesién y
penetracién de las células hospederas y las moléculas que le confieren resistencia a
ambientes hostiles, dentro del tracto digestivo del insecto y mamifero hospedero (Takle y
Snary, 1993). Evidencias obtenidas de diversos trabajos han sugerido que existe una
interaccién molecular especifica entre T cruzi y la célula hospedera que pardsita (Snary,
1985). De esta manera se revisarin diferentes moléculas que participan directamente en la

interaccion 7. cruzi-célula hospedera.

Snary y Hudson (1979) identificaron un antigeno de superficic de 90 kDa en

epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de la clona Y de 1. cruzi, para cllo se
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marcaron Jos pardsitos enteros con la técnica de lactoperoxidasa~l'>

y las proteinas
marcadas se extrajeron con €l detergente no iénico Nonidet P40. Enseguida, éstas se
sometieron a través de una columna de lectina (Lens culinaris, especifica para manosa y
glucosa) ligada a agarosa. En todos los casos se obtuvo la glicoproteina de 90 kDa. La gp
90, se presentd en diferentes cepas de T) cruzi, fue antigénica y en ensayos de proteccion en
donde se inmunizaron a ratones con la proteina, ésta redujo el nimero de pardsitos y
protegio al 95% de los ratones infectados (Snary, 1930).

Por otro lado, se identificd una glicoproteina de 90 kDa (pl, 4.6) que participd en la
interaccidn 7. cruzi-célula hospedera y que no tiene relacién con la que previamente
identificd Snary. Esta molécula fue expresada en tripomastigotes metaciclicos y se
identificé a través del anticuerpo monoclonal, 1G7 (Teixeira y Yoshida, 1986). La
importancia del antigeno de 90 kDa en la infeccién a ratones (BALB/c), se evalud pre-
incubando el mAb 1G7 y sus fragmentos Fab con tripomastigotes de la cepa Tulahuén y
luego los pardsitos fueron inoculados a los ratones. El mAb completo y sus fragmentos Fab,
bajaron la parasitemia en 80% de los ratones, Tales resultados fueron reproducibles, ya que
al transferir al mAb 1G7 pasivamente a los ratones y luego infectartos, bajo el ntimero de
pardsitos en circulacién. Para estudiar la molécula directamente, se purificé por
cromatografia de afinidad y se inmunizaron ratones. La proteina también estimuld
especificamente la proliferacion de célutas T in vitro, fue reconocida por diferentes sueros
de pacientes chagdsicos y estuvo presente en diferentes cepas de T7 eruzi (Mortara, Araguth
y Yoshida, 1988), Estas caracteristicas, permitieron proponer a la glicoproteina de 90 kDa
como candidato para el establecimiento de una vacuna contra T, cruzi (Araguth, Rodrigues
v Yoshida, 1988). En 1990, Yoshida y colaboradores observaron que el antigeno de 90 kDa
fue sintetizado como un precursor molecular de 70 kDa, el cual répidamente se glicosilé y
generd a la glicoproteina de 50 kDa madura, que presentd oligosacaridos-N {(en la parte
amino terminal) principalmente del tipo manosa. En ensayos de infeccidn in vitro, el mAb
1G7, inhibid la entrada de las cepas Tulahuén y G a fibroblastos de rifion de mono Verde

(células Vero), enun 56 y 51 %, respectivamente.
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Otra glicoproteina que se localizé en la superficie de log tiipomastigotes fue la gp de 85
kDa (pI, 6.3-7.5), la cual funciondé como ligando, mediando el reconocimiento parasito-
célula hospedera no fagocitica (Zingales y Colli, 1985). Los anticuerpos monoclonales,
HI1A10 y 6A2 (IgG2a) especificos contra esta proteina, asi como los fragmentos Fab del
anticuerpo HLA10, evitaron parcialmente la invasién de tripomastigotes a células epiteliales
de rifién de mono Rhesus (células LLC-MX?), pues la inhibicién fue de entre el 50 y 70 %,
Ambos anticuerpos mostraron que la glicoproteina gp 85 contiene N-acetil-D-glucosamina

yio dcido sidlico (Alves y col., 1986).

También, se ha descrito la presencia de una proteina de 83 kDa (pl, £.1-8.6) en
tripomastigotes de cultivo, la cual se cree que interviene en la adhesion del parasito a

células Vero (Boschetti y col., 1987).

En afios subsecuentes, De Arruda, Colli y Zingales (1989), reportaron que anticuerpoes de
suero polictonal dirigidos en contra de las moléculas de 80-90 kDa y 50-60 kDa de
tripomastigotes metaciclicos, inhibieron la internalizacion de tripomastigotes de lacepa Y a
las células LLC-MK,; en mas del 70 %; mientras que con la clona CL-14, se inhibi6 la
invasidn en mas del 50 % de las células, Ademds, se encontré gue dichas moléculas son

epitopos pertenecientes a B-D-galactofuranosil.

En 1990, Saborio y colaboradores, produjeron un anticuerpo monoclonal llamado mAb
20H]1, el cual reconocié de cuatro a cinco moléculas diferentes de tripomastigotes de la
cepa Perlt, cuyo peso fue de entre 34 y 41 kDa. Estas moléculas fueron afines a
concanavalina A, lo que indicé que son glicoptoteinas. El mAb 20HI identificé
aparentemente a las mismas moléculas en diferentes cepas. En la cepa CL, Esmeraldo y Y,
se reconocio una glicoproteina de entre 37 y 43 kDa y en la cepa Silvio una glicoproteina de
entre 41 y 45 kDa. Este antigeno se localizd en la superficie del flagelo, cerca de la regidn.
en que hay contacto con ¢l cuerpo celular. La localizacion del antigeno es importante, pues

se ha sugerido que el flagelo estd involucrado en la adhesion del pardsito a diferentes
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sustratos, incluyendo la superficie celular del tracto intestinal del vector v la superficie

celular de mamiferos que son susceptibles a la invasién por T0 cruzi (De Souza, 1984).

El antigeno Ssp-3 de tripomastigotes de T, cruzi, que pesa 160 kDa, también participd en
la invasion a células de mamifero no fagociticas, pues se observd que la aduesién vy la
invasién de tripomastigotes a fibroblastos 3T3, es inhibida en mds del 70 % por los
fragmentos Fab del mAb 87 dirigido conira el epitopo Ssp-3 y esta inhibicion fue
dependiente de la dosis usada (Schenkman, Diaz y Nussenzweig, 1991). También, se
demostré que al incubar tripomastigotes con anticuerpos contra el antigeno Ssp3, la
adhesién de éstos a células transfectadas con ADNc que codifica para el receptor Fc, fue
aumentada. Este hecho indicd que ¢l aumento en la adhesion estuvo mediada por el Fe de
los anticuerpos, y ésto se confirmé al abolir la adhesion de los parasitos a las células
trasfectadas que se trataron con anticuerpos monoclonales dirigidos contra los receptores Fc
(Schenkman y col., 1992). Estos resultados sugirieron que el antigeno Ssp-3 participo en el

proceso de internalizacién del pardsito.

Siguiendo con el estudio de la participacion de antigenos sialidados en la infeccidn de T
cruzi a ratones, se evalud la participacién de los mAbs 3C9 (igGl, dirigida contra el
antigeno Ssp-3), 46 (IgG2a) y el mAb 39 (IgG2b, especifica de la region repetida C-
terminal de la trans-sialidasa). De éstos, Unicamente el mAb 3C9 al ser transferido
pasivamente a ratones de la cepa A/Sn (susceptibles a la infeccidn por T cruzi) redujo el
nimero de pardsitos de la circulacion sanguinea, del corazdn, misculo esquelético, bazo e
higado de los ratones infectados. Este resultado se obtuvo por la deteccién del ADN del
pardsito en los diferentes drganos, a través del uso de una secuencia repetida de 195 pb de
ADN de T cruzi (Gonzdlez y col.,, 1984) utilizada como sonda. Ademads, el mAb 3C9 al ser
iyectado a ratones ¥ luego al infectar a éstos con tripomastigotes metaciclicos, se observé
la proteccidn del 75 & 100 % do los ratones, Tal variacidn dependi6 de la concentracidn de

anticuerpo utilizada (Franchin y col., 1997},
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Otro antigeno que intervino en la interaccién de T cruzi a la célula hospedera, fue la
newaminidasa, enzima que presentd patrones caracter{sticos de cada cepa, pues su peso
varid de 120 a 222 kDa, La enzima fue identificada y caracterizada con los mAbs TCN-1 y
TCN-2. Al utilizar al mAb TCN-1 en los ensayos de infeccidn, éste aumentd la infeccidn de
los tripomastigotes a las células de cultivo, demostrando que la neuraminidasa modula la

infeccidn a través de un mecanismo de control negativo (Prioli, Mejia y Pereira, 1990).

Estudiando otro antigeno de superficie, Yoshida y colaboradores (1989) reportaron un
glicoconjugado de aproximadamente 35/50 kDa, el cual fue identificado por el anticuerpe
meonoclonal 10D8. El mAb 10D8 y sus fragmentos Fab pre-incubados con el parésito, y su
transferencia pasiva a ratones, bajaron los niveles de ia parasitemia en 60% de los ratones.
Este anticuerpo, también inhibi6 la invasién de las cepas Tulahuén vy G a células Vero, entre
un 50 y 67 %, respectivamente. Sugiriéndose con eflo que el glicoconiugado de 35/50 kDa,
estd implicado en el reconocimiento de la célula hospedera por T cruzi. Ademds, se
encontré que la expresidn del glicoconjugado de 35/50 kDa en la superficie del pardsito es
polimérfica, lo cual se dedujo de la reaccién que tuvieron los anticuerpos monoclonales
10D8, 2B10 (IgG3) y 3F3 (IgA), contra extracto proteico de 11 cepas de 7. cruzi mediante
un inmunoblot. En la cepa MD, el mAb 2B10 sélo detectd una banda de 35 kDa a
diferencia de los mAbs 10D8 y 3F5, que reconocieron al doblete de 35/50 kDa. El mAb
10D8, no identifico al glicoconjugado en las cepas Y y CL, aunque éstos si reconocieron a
fripomastigotes metaciclicos vivos. El efecto litico de los anticuerpos monoclonales se
evalud por la prueba de lisis mediada por complemento, 10s resultados fueron consistentes
con la observacidn de polimorfismo, ya que hubo anticuerpos que lisaron a un porcentaje
alto de tripomastigotes, anticuerpos que lisaron a un porcentaje bajo de pardsitos y

anticuerpos que no lisaron a los tripomastigotes (Mortara y col., 1992).

En 1993, De Cassia y colaboradores estudiando la gp de 90 kDa (Texeira y Yoshida,
1986) v el glicoconjugado de 30/50 kDa, ya antes desctitos, encontraron que sdlo este

ultimo es utilizado por el parédsito para invadir a la célula hospedera, ya que al incubar
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extracto del pardsito con oélulas Vero y luego hacer extracto de éstas, para evaluar el
reconocimiento de los anticuerpos monoclonales 10D8 y 1G7 por tal extracto, se observd
que el anticuerpo monoclonal 10D8, si reconocid a la gp de 30/50 kDa; mientras que el
anticuerpo monoclonal 1G7, no reconocid a la gp de 90 kDa. Estos resultados indicaron que
probablemente la gp de 90 kDa no estd directamente relacionada con el proceso de invasidn

a las células de mamifero.

El estudio de la participacién de la glicoproteina de 35/50 kDa parecida a la mucina en la
interaccidn con la célula hospedera ha continuado, asi se investigd si los residuos sialidados
de la gp 35/50 son requeridos por T cruzi para invadir a la célula blanco. Para ello, se
trataron los tripomastigotes metaciclicos, cepa G, con neuraminidasa bacterial, que quita los
residuos de 4cide sidlico y despusds éstos se enfrentaron al mAb 10D8 y al mAb 3C9
{anticuerpo dirigido contra el dcido siflico de la gp 35/50). Con el primer anticuerpo si
hubo reconocimiento; en tanto que con el segundo 1o v los pardsitos entraron a las células
cancerosas de humano (HeLa) en un nimero significativamente mas alto, que los parasitos
gue no fueron tratados. La resializacién de la gp 35/50 con la trans-sialidasa de T. cruzi y la
lactosa sialidada, restaurd la reactividad con el mAb 3C9 y la afinidad de la lectina por el
4cido sidlico. La tasa de invasion de pardsitos resialidados, se redujo a niveles similares que
los observados con los pardsitos antes de la desializacién. Una mayor cantidad de la gp
35/50 desialidada pura, obtenida de la cepa G, se unié a las células HeLa a diferencia que su
contraparte sialidada. La sefializacidn por Ca?*, fenémeno asociado con la invasion celular,
fue determinada al medir la concentracidn de Ca®* citoslica ([Ca**};) en las células Hela
que interaccioaron con el extracto sonicado de pardsitos no tratados y tratados con
neuraminidasa o con la gp 35/50 pura en su forma sialidada o desialidada.
Consistentemente con los resultados de invasién celular, los parésitos desialidados, asi
como la gp 35/50 libre de dcido sidlico indujeron una elevacidn en la [Ca®];
significativamente més alta, que aquella que fue disparada por los controles sin desialidar.
Ninguno de estos efectos, principalmente el incremento en la infectividad y la actividad en

la seflalizacién del Ca®, fue observada en tripomastigotes metaciclicos de la cepa CL
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tratada con neuraminidasa, esta cepa expresa una forma variante en el deido sidlico de la gp
35/50 que no es reconocida por el mAb 10D8 y aparentemente no patticipa en la invasion
de la célula bianco (Yoshida y col., 1997).

También se ha descrito una molécula de 82 kDa en tripomastigotes metaciclicos,
denominada 3F6, la cual fue detectada y purificada por el anticuerpo monoclonal que lleva
el mismo nombre, 3F6. La importancia de esta molécula se observd al pre-incubar el mAb
3F6 y sus fragmentos Fab con tripomastigotes. El mAb inhibié la invasién de
tripomastigotes metaciclicos de las cepas Tulahuén y CL a ¢élulas Veto, entrs un 70 y 90%
respectivamente. El antigeno 3F6 puro, se unié a las células Vero de manera dosis
dependiente, hasta alcanzar la saturacién de los receptores ¥y ademds, este antigeno redujo la
infeccién de las células Vero por tripomastigotes de la cepa CL del 90 al 97 % y por la cepa
Tulahuén en un 50%. Bste trabajo confirmé que Ia glicoproteina de 35/50 kDa, la cual fue
identificada por el mAb 10D8, también interviene en la invasién a la célula blanco, sin
embargo una forma variante de este antigeno se presenté en tripomastigotes metaciclicos de

la cepa CL (altamente invasiva) y es irrelevante para esta cepa (Ramirez y col., 1993).

Una vez que se establecié la importancia que tiene ia gp de 82 kDa, se clond y caracterizd
el gen que codifica para esta glicoproteina. Para ello, se obtuvo el ADNc de la gp 82 y el
inserto de 2140 pb, éste hibridizd fuertemente con 2.2-kb de ARNm de tripomastigotes
metaciclicos, lo cual sugirid que los niveles constantes de ARNm para la gp 82, estén
regulados por el desarrollo del parasito, pues la glicoproteina no se presentd en
epimastigotes, amastigotes, ni en tripomastigotes obtenidos de cultivo celular. También, se
observé que esta glicoproteina estd codificada por una familia multigenética cuyos
miembros se distribuyen en varios eromosomas. Un andlisis secuencial, entre la gp 82 y
miembros de la familia de las sialidasas/gp 85 (TSA-1, Tt34cl, SA85-1.1) reveld una
identidad de aminodcidos de entre el 40 y 56%. La gp 82 mostré varios motivos de
aminodcidos que son caracteristicos de la familia de sialidasas/gp 85, asi tenemos a la caja
Asp (SxDxGxTW), el motivo (VIVXNVFLYNR) v la secuencia de anclaje, GPI. En base a
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estas caracteristicas, el gen para la gp 82 puede incluirse en la familia de las sialidasas/gp
85 de T. cruzi, pero constituyendo un grupo distinto, el cual preferencialmente se expresa en

tripomastigotes metaciclicos (Arayay col., 1994).

Por otro lado, se siguid con el estudio de la gp de 82 kDa, con la finalidad de establecer
¢l dominio requerido por esta molécula para la interaccion con su célula blanco. Para ello,
se empled la proteina recombinante y los péptidos sintéticos de la secuencia del antigeno de
82 kDa. Esta molécula y la construccion recombinante correspondiente, J18, inhibieron en
un 80% la invasién de T. cruzi a células HeLa. Las proteinas recombinantes, J18a y J18b,
que presentaron la porcidn N-terminal y C-terminal de la proteina de 82 kDa, inhibieron la
infeccion celular en un 30 y 65%, respectivaments, y para determinar el dominio exacto que
participa en la interaccidn 7. cruzi-célula hospedera, se estudiaron diferentes fragmentos
truncados de la gp 82. Al comparar e} fragmento J18b (224-516 aa) con los fragmentos
J18b1 (303-516 aa) y J18b2 (357-516 aa), éstos inhibieron la infeccidn de las células de
entre un 40 y 15%, respectivamernte. Compatible a estas observacionss, se encontrd que las
proteinas recombinantes J18b, pero no las J18a ¢ J18b2, se uncn a las células Hela de
manera dosis dependiente, llegando a la saturacion del receptor. Estudiando 10 péptidos
sintéticos que representaban a la gp 82, en donde se incluia del amino dcido 221 al 333, se
encortrd que los péptidos cuatro (254-273 aa) y ocho (294-313 aa) inhibieron la invasién de
T cruzi a las células Hela en un 55 y 60 %, respectivamente,, Estos resultados indicaron
que la porcién de la gp82 que participd en la adhesion e invasién, se localizo en el dominio

central de la molécula (Santori y col., 1996).

Determinada la importancia de las glicoproteinas de 90, 35/50 y 82 kDa ¢n la interaccion
con la célula blanco, se analizé la respuesta inmune genierada por tales moléculas, La gp 82,
se utilizé para inmunizar ratones, éstos produjeron anticuerpos que reaccionaron con la gp
82, la gp de 90 kDa y el glicoconjugado de 35/50 kDa; mientras que el suero anti fa gp de
90 kDa, Gnicamente reacciond con el mismo antigeno. Ambos antisueros lisaron del 90 al

100 % de las formas metaciclicas, propiedad asociada con proteccidn. La gp 90, si indujo



o .

32

inmunidad protectora en contra de la infeccion aguda por 7, cruzi; mientras que la gp 82, no
fue protectora. Las células de nédulo linfatico de ratones sensibilizados con la gp 82 o la gp
90, las cuales mostraron una identidad en la secuencia de aminodcidos del 40 % en el
dominio carboxilo terminal, fueron fuertemente estimuladas ir vifro por ambos antigenos.
La proliferacion de estas células fue inhibida por anticuerpos anti CID4, en fanto que con
anticuerpos anti CD8 no hubo inhibicién en la proliferacién. El glicoconjugado de 35/50
kDa, extraido con fenol, no produjo anticuerpos detectables ni generd la respuesta de

células T (Yoshida y col., 1993),

En 1995, Gomes v colaboradores reportaron ¢l hallazgo de una glicoproteina de 72 kDa
en fripomastigotes sanguineos, la cual se identificé con el anticuerpo monoclenal, 16C11
(IgM). Al pre-incubar tripomastigotes sanguineos y de cultivo con este anticuerpo, se
encontrd due el mAb 16C11 fue capaz de fijar protefnas del complemento, ya que lisé al 83
¥ 56% de los parésitos respectivamente. La molécula reconocida por el mAb parece estar
relacionada con la internalizacidn del pardsito a células Vero {no fagociticas) y a
mactdfagos (fagociticas), pues al pre-incubar el anticuerpe monoclonal 16C1L con el
parésito, se inhibio la infeccion de los macrdfagos y las células Vero en un 83 y 76 %,
respectivamente,

También en 1993, se reportd el hallazgo en tripomastigotes metaciclicos de una proteina
de 64 kDa que es secretada cuando interacciona con células Hel.a. Esta proteina parece
actuar como una enzima permeabilizadora ¢ induce la endocitosis, pues facilité la
penetracidn de particulas de bentonina a células no fagociticas. Ademas, a! pre-incubar
suero inmune dirigido contra la proteina de 64 kDa con los parésitos, se observd una
reduccion en la tasa de penetracién de las formas metaciclicas en macréfagos, es decir del
34 al 57 % y en las células no fagociticas del 38 al 81%. No tiene actividad de proteasa o de
neuraminidasa. Estos resultados sugieren que la proteina de 64 kDa secretada por el
pardsito juega un papel clave en la penetracion de los tripomastigotes a la célula hospedera

(Osuna y col., 1995},
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En 1997, se identificd un nuevo epitopo antigénico de 60 kDa. Este se purificd a partir de
exiracto proteico de membranas de epimastigotes de la cepa Tulahuén, mediante la técnica
de electroelusién. La porcidn amino terminal de esta proteina se secuencid y se sintetizaron
los péptidos correspondientes a esta secuencia. La secuencia resultante fue
TAEDVLIFEGEGTGE. Para seguir con el estudio de este epitopo, se produjeron
anticuerpos en contra de los péptidos sintéticos. Estos anticuerpos inhibieron el poder
infectivo de los tripomastigotes de cultivo a fibroblastos (LLC-MK), en un 50% (Matrtin y
col,, 1997).

I1.11. Heterogeneidad en T, cruzi.

En la interaccidn T. cruzi ¥ su célula hospedera como se ha visto participan diferentes
moléculas del pardsito y estas moléculas pueden variar debido a la heterogeneidad del

parésito,

Las cepas o aislados de T, cruzi, han mostrado ser altamente heterogéneas, ya que tienen
caracteristicas biolégicas distintas, como: tropismo celular, infectividad, patogenicidad
(Giovanni-De-Simone y col., 1987) y crecimiento. También, los patrones isoenzimaticos de
diferentes cepas provenientes de varios paises, muestran claramente una gran variabilidad
genética entre ellas (Tibayrec y col., 1986; Tibayrec y Ayala, 1988). Ademads, se observaron
diferencias en el contenido de ADN total, en la digestion del ADN del cinetoplasto por
enzimas de restriccidn, y en el reconocimiento por anticuerpos monoclonales (Snary, 1985;
Mortara y col., 1992). Snary ha sugerido que la variabilidad podria extenderse a otras
propiedades, como la interaccién con los receptores del hospedero, También, hay
variabilidad en la respuesta a la quimioterapia por diferentes cepas de T cruzi tratadas con
Bepznidasoles v Nifurtimox {Andrade, Magalhaes y Pontes, 1985). En 1987, Engman y
colaboradores observaron heterogeneidad a nivel molecular de cariotipos; Dietrich y

colaboradores (1990) encontraron variabilidad genética en su estudio de restriccion de un
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gran fragmento polimdrfico de la secuencia espaciadora del ARN ribosomal. En 1980,
Ortega y colaboradores determinaron patrones isoenzimdticos de 5 aislados mexicanos,
encontrando una gran homogeneidad. Zavala-Casiro, Velasco-Castrején y Hernédndez
(1992) contrario al estudio anterior, mostraron que 17 aislados mexicanos de T cruzi eran
heterogéneos a nivel genético, observacién hecha a partir del estudio del ADN total y del
cinetoplasto, relacionandose esta heterogencidad con el origen geoprifico de los parasitos
estudiados. Recientes estudios, en donde se trabajo con los mismos aislados mexicanos,
demostraron una gran variabilidad, ya que hubo diferencias entre los aislados a nivel de
caracteristicas bioldgicas, como: la metaciclogénesis (paso de epimastigote a
tripomastigote), infectividad y virulencia in vitro. Por otro fado, estos aislados mostraron
cada uno un Unico patrén isoenzimatico, indicando que quizd estén cercanamente
relacionados y se les clasificé de manera similar a la agrupacién encontrada por Zavala-
Castro, Velasco-Castrejon y Hernandez (Lopez-Olmos, 1994; Lopez-Olmos y col., 1998).
Ademds, al estudiar la virulencia in vitro de las cepas mexicanas Z10, QUE, Ninoa y HS, se
observo variabilidad en los resultados, ya que hubo cepas que mataron a los ratones y otras
que no fueron virulentas. La cepa Z10 fue la mds virulenta, matando al 100% de los ratones,
siguiendole la cepa QUE que ocasioné la muerte del 80 % de los ratones; mientras que la
cepa, HS causé niveles intermedios de muerte de los ratones. Finalmente, la cepa Ninoa no

causé la muerte de los ratones (Caballero, 1996).



35

II1. YUSTIFICACION.

Resulta evidente que la interaccion de T cruzi con su célula hospedera es un paso
fundamental para que el pardsito logre invadir al organismo y por consecuencia se disemine
y se establezoa la patologia de la enfermedad. En este fenomeno de infeccion intervienen
diferentes moléculas del parisito. El estudio y caracterizacién de estas moléculas
proporcionaria informacién importante para el entendimiento y posible control de la
enfermedad, Diferentes moléculas de superficie de cepas que circulan en sudamérica
participan en la interaccidn con las células hospederas; sin embargo, se sugiere que la
participacion de una u otra molécula podrian depender de la cepa de T. eruzi con 1a que se
trabaje, por ello es importante establecer qué moléculas de Jas cepas mexicanas intervienen
en la infeccidn in vitro e in vivo. Asi, también las moléculas del pardsito se podrian usar en

el diagndstico e inmunoprofilaxis de la enfermedad de Chagas.
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IV. OBJETIVOS.

Objetivo General:

- Caracterizar bioquimica y biologicamente a epitopos de la cepa mexicana Querétaro de T

cruzi mediante ¢l uso de anticuerpos monoclonales.

Obijetivos Particulares:

a) Producir anticuerpos monoclonales contra la cepa Querétaro de T, cruzi.

b) Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales en su especificidad y actividad litica in
vitro.

c} Caracterizar la paturaleza quimica de los antigenos.

d) Determinar ¢l efecto protector de los anticuerpos monoclonales in vitro € in vivo.
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V. METODOLOGIA.

V.1. Pardsitos.

Para el desarrollo del trabajo de investigacion se utilizé la cepa Querétaro (QUE) de T.
cruzi aislada de Triatoma barberi y obtenida del estado de Querétaro. La cepa fue donada
por el Dr, Rubén del Muro, adscrito a la Facultad de Medicina, UNAM. También, se trabajo
con las cepas mexicanas: JAL, JFA, JBE (Jalisco), donadas por el Dr. Héctor Gonzalez de
fa Universidad de Guadalajara; Z10, H5 (Yucatdn), NINOA (Oaxaca) y las clonas
brasilefias: Esmeraldo y Silvio, donadas por el Dr. Roberto Hernindez del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. El origen y procedencia de cada cepa se indican en la

tabla L.

TABLA 1. CEPAS DE T. cruzi, T. rangeli y Leishmanis sp CULTIVADAS In vitro.

Cepa Procedencia Origen
T cruzi; QUE Querdtaro (Mex) Triatoma barberi
JAL Jalisco (Mex) Humano
JFA Jalisco (Mex) Humano
IBE Jalisco (Mex) Humano
Z10 Yucatan (Mex) Didelphis marsupialis
H5 Yucatdn (Mex) Humano
Esmeraldo CL 3 Brasil Humano
Silvio X10CL 1 Brasil Humano
T rangeli: AMI Brasil ND
Leishmania sp: Solis (Mex) Humano

Cepas de T. cruzi, T rangeli y Leishmania sp empleadas en la realizacidn del presente estudio. El
origen de estas cepas fue a partir de reservorios, insectos y hospederos definitivos.

ND. Origen no determinado.
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V.1.1.Cultivo de pardsitos,

a. Estadio de epimastigote. Los epimastigotes de las cepas: QUE, JAL, JFA, IBE, Z10,
H3, Ninoa y las clonas: Esmeraldo y Silvio de 7. cruzi, se cultivaron en el medio Liver
Infusion Triptose (LIT, Apéndice 1. Chiari y Camargo, 1984.) a pH 7.2, suplementado con
25 pg/ml de hemina (SIGMA) y 10 % de sueto fetal de bovino (SFB. GIBCO) previamente
inactivado a 56° C por 30 min. Un total de 5 X 10° parasitos/mi de medio LIT, se incubaron
a 28° C en botellas de cultivo (COSTAR) de 25 cm?, y con 10 ml de medio.

b. Estadio de tripomastigote.

b.1. Tripomastigotes sanguineos, Los tripomastigotes sanguineos se obiuvieron de
ratones hembras CD1 de 6 a 7 sermanas de edad, que fueron infectados por 0.5 X 10
tripomastigotes de la cepa Querdtaro y después de 18 dias post-infeccion, los ratones fueron
previamente anestesiados con etér (BAKER) y a partir del plexo axilar derecho se obtuvo la
sangre con parasitos. Cada ml de sangre se colectd en tubos de 5 ml con 50 pl de heparina

(100 U/ml. SIGMA). Inmediatamente, los ratones se sacrificaron por dislocacién cercbral.

b.2. Tripomastigotes de cultivo, Los tripomastigotes de cultivo se obtuvieron a partir de
la infeccidn de células Vero con tripomastigotes sanguineos. La sangre con tripomastigotes
de dos ratones infectados, se diluy6 1:5 con solucién de fosfatos glucosada (PSG, Apéndice
) y se realizé la purificacion de los tripomastigotes a través de un gradiente de Ficoll-
Pague (PHARMACIA}. Por cada tubo cdnico de 10 ml de capacidad, se agregaron 4 ml de
Ficoll-Pague y 3 ml de sangre. Se centrifugd a 500 g, durante 30 min a 4° C. La interfase de
células mononucleares y tripomastigotes se agregd a las células Vero cultivadas en botellas
de pléstico de 25 om? (COSTARY). Se co-cultivaron en medio D-MEM con 5 % de SFB por
24 h a 37° C, con unz atmésfera de 5% de CO2 y 95 % de humedad. Transcurrido el tiempo
de infeccidn, se retiraron los pardsitos que se encontraban en el sobrenadante y las células

infectadas se cultivaron hasta que emergieron los tripomastigotes metaciclicos. Estos
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pardsitos se purificaron por centrifugacion diferencial. Para ello, primero se eliminaron las
células Vero muertas centrifugando a 300 g por 10 min y luego se obtuvieron los
tripomastigotes, centrifugando a 1500 g por 20 min. El botén de tripomastigotes se

resuspendio en 1 ml de medio D-MEM suplementado con 5 % de SFB.

V.2. Cultivo de Lineas Celulares.

Se emplearon dos diferentes lineas celulares: fibroblastos de rifidn, células Vero,
obtenidos de Cercopitecus wethiops (mono afticano Verde) y células de micloma de raton,
SP2/0. Las primeras se utilizaron para el cultivo de tripomastigotes y con las segundas se
realizo 1a fusidn celular. Ambas lineas celulares se cultivaron en medio D-MEM (GIBCO) a
pH 7.3, suplementado con L-glutamina {(GIBCO) 0.2 mM, aminodcidos no “esenciales-
MEM (GIBCO) 0.01 mM, piruvato de sodio (SIGMA) 0.1 mM, una solucién de vitaminas-
MEM (dilucién 1:100. GIBCO), penicilina-estreptomicina (SIGMA) a una concentracion
de 100 pg/mly 5 % de SFB inactivado, para el cultivo de las células Vero y 10 % de SFB
para el cultivo de células SP2/0. Las células se crecieron en botellas de cultivo (COSTAR)
de 75 cm’ de superficie. Se incubaron a 37° C, con una atmésfera de 5 % de CO, v 95 % de
humedad.

Los dos tipos de células fueron subcultivados al llegar a la confluencia. Las célulag SP2/0
se subcultivaron tomando 1 ml de la suspensidn celular otiginal y después las células se
sembraron en una botella de cultivo nueva. Las células Vero adheridas al sustrato de
plastico se despegaron mediante un lavado con 5 ml de 4cido etilenodiaminatetraacético
(EDTA) 5 mM, por 10 min. Se retirg éste y se agtegaron 500 pl de tripsina (SIGMA) a una
concentracion de 1 mg/ml de solucion balanceada de fosfatos (PBS), durante 15 segundos.
El despegado de las células fue total al darle a la botella de cultivo varios golpes firmes. El
efecto de la tripsina se pard con 5 ml de medio D-MEM suplementado con 10% de SFB. El

subcultivo de estas células se realizé de la misma manera que las células SP2/0,



V.3, Preparacidn de Extractos Antigénicos de Diferentes Pardsitos.

Los extractos de proteina total, se obtuvieron a partir de epimastigotes de nueve dias de
cultivo de las cepas: QUE, JAL, JFA, JBE, Z10, H5 Ninoa y de las clonas: Esmeraldo y
Silvio de T. cruzi. También, se obtuvo extracto de la cepa AMI de T. rangeli (Tabla ) y
extracto de tripomastigotes de cultivo de 1a cepa QUE. Los epimastigotes se centrifugaron a
800 g por 10 min {(Andrews y Colli, 1982) y los tripomastigotes a 1500 g por 20 min, la
velocidad y el fiempo de centrifugacién fue diferente a los que utilizd Yoshida (1986}, es
decir a 2000 g por 5 min, pues se observé que con estas modificaciones se bajaron
totalmente los tripomastigotes, no quedando en el sobrenadante. Después se lavé con 10 ml
de PBS a 4 °C y se centrifugd a Jas mismas gravedades ya citadas. El botén formado se
resuspendié en | ml de una solucién de Tris-HCl pil 8 a 4°C y se agregaron cuatro
diferentes inhibidores de proteasas, quedando a una concentracion final de 5 mM de EDTA
(inhibidor de metalo-proteasas), ImM de fenilsulfonilfluoruro (PMSF, inhibidor de
proteasas de serina), 100 uM de leupeptin (inhibidor de proteasas de serina/cisteing) y 1 uM
de pestatina (inhibidor de proteasas de acido aspartico). Después, los pardsitos se lisaron
por sonicacién (Sonicador Vibra Cell), a 60 Herz con tres ciclos de 2 min. Finalmente, el
extracto se centrifugd a 13 000 g por 30 min. Se eliminé el botén de restos celulares y las
proteinas en solucidn se almacenaron a -20°C. Se determind la concentracidn de proteinas

por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Por otro lado, se uso extracto proteico total de promastigotes de Leishmania sp, donada
por la Dra. Ingel Becker de la Fac. de Medicina, UNAM; lisado total de taquizoitos del
aislado Wiktor de Toxoplasma gondii, donada por el Dr. Pascal Herién del 1B, UNAM,;
extracto de fluido de cisticerco de Tuemia crassiceps, donado por la Bidl. Marisela
Hernandez del IIB, UNAM; y proteinas secretadas de Mycobacterium tuberculosis, donado
por la Dra. Clara Espitia del IIB, UNAM.
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V4. Obtencisn de Proteinas Secretadas/Excretadas per Epimastigotes y

Tripomastigotes.

Para obtener proteinas sgcretadas por 7. cruzi en sobrenadante, se tomaron cpimastigotes
de nueve dfas y tripomastigotes metaciclicos (QUE). Los epimastigotes se centrifugaron a
800 g y los tripomastigotes a 1500 g, durante 10 min. Los epimastigotes se lavaron con
medio LIT y los tripomastigotes con medio D-MEM, ambos medios sin SFB. Después, se
centrifugaron a las mismas gravedades ya citadas. Enseguida, se contd la viabilidad y se
ajusté a 20 X 10° pardsitos/ml de medio sin SEB, Los parasitos se incubaron a 37° C, por 2
h. Se conté la viabilidad y se centrifugd a 1500g durante 3 min. Los sobrenadantes se
filiraron a través de una membrana de 0.22 pm (MILLIPORE) y se concentraron 10 veces,

usando un concentrador SAVANT. Finalmente, se almacenaron a -20° C, hasta su uso.

V.5. Produccién de Anticuerpos Monoclonales.

V.5.1. Infeccién e inmunizacién de ratones. La produccion de anticuerpos monoclonales
se realizé siguiendo basicamente la metodologia descrita por Espinoza y colaboradores
(1995). Para inducir la produccién de anticuerpos contrta T. cruzi, se infectaron cinco
ratones BALB/c de seis a siete semanas de edad con 1 X 10° tripomastigotes sanguineos de
la cepa QUE. De éstos, tres pasaron a la etapa cronica de la enfermedad, sobreviviendo
durante 100 dfas. Después se tomé uno de estos ratones y se le dio un refuerzo
intraperitoneal con 50 pg de extracto de epimastigotes de la cepa QUE, por dos dias. Se le

dejé descansar al texcer y cuarto dia,

V.5.2. Obtencién de células de bazo. Al finalizar el periodo de descanso del ratén
{quinto dia), se le sacrificd por dislocacidn cerebral ¥ se le bafid con alcohol al 70%. El
ratén se introdujo a una campana de flujo laminar v se le fijé boca arriba a una tabla de

diseccioén. Se efectud una incisién en el abdomen y se extrajo el bazo. Este se colocd en una
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caja de pefri de 60 X 15 mm (COSTAR), que contenfa 7 ml de medio D-MEM (GIBCO) sin
complementar y se lavé para quitarle el contenido de grasa. Enseguida, se transfirio a otra
caja de petri con medio y el tejido se desgarré con una pinza. Después, los 7 mi de medio
con las células de bazo en suspensién se agregaron a un tubo de centrifuga de 15 ml
(COSTAR). El tejido de bazo desgarrado, se lavd nuevamente con 5 ml de medio y este
volumen de medio se agregé al tubo anterior. El tubo se incubé en hielo por 5 min,
eliminandose con ello los fragmentos de tejido. El medio con células se transfirid a otro
tubo de 15 ml y se centrifugd a 300 g, durante 5 min. Se desechd el sobrenadante y el botén

celular se resuspendi6 en 10 mt de medio.

V.5.3. Fusion celular. Las células de bazo suspendidas en 10 ml de medio, se mezclaron
con 20 X 10° células SP2/0 (lavadas con PBS) suspendidas en el mismo volumen y
contenidas en un tubo cénico de 50 ml. Despugs, se centrifugaron a 300 g durante 5 min. El
boton celular se deshizo con golpes suaves, Enseguida, se agregaron 1.5 ml de la solucidn
de polietilenglicol (PEG, SERVA. Apéndice I0) 2l 41 % (mantenida a 37°C) gotz a gota,
mientras que el tubo se iba girando. El tiempo de incorporacién fue de 2 min y el tubo se
siguidé girando por otro minuto. Se dejo en reposo por 2 min. Transcurrido este tiempo, se
agregd medio D-MEM (mantenido a 37° C) a intervalos de 5 min. El tubo se¢ mantuvo en
movimiento giratorio durante la incorporacion del medio. Se agregaron 5 ml de medio en 5
min, 10 ml de medio en 5 min y 15 ml de medio en 5 min. Inmediatamente, se centrifugd
por 3 min a 300 g y después se desechd el sobrenadante. El botdn celular, se deshizo con
golpes suaves y se resuspendié en 45 ml de medio D-MEM-Hipoxantina, Aminopterina,
Timina (HAT, medio seleccionador de células fusionadas, Apéndice II), suplementado con
20% de suero de caballo. La suspension celular se agregd a cajas de 96 pozos, usando
pipetas volumétricas de 10 ml. Los pozos periféricos se llenaron con medio D-MEM. Las
células se incubaron por tres dias a 37 °C, con 5 % de CO2 v 95 % de humedad. Al cuarto,
quinto y séptimo dia ge les agregd 100ul de D-MEM-HAT ( 37 °C) a cada pozo.
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V.5.4. Seleccion y expansién de hibridomas productores de anticuerpos. Al décimo
dia se reviso si los hibridomas crecieron y se efectito la seleccion hibridomas productores
de anticuerpos mediante un ensayo inmunoenzimético de fase sélida (ELISA). Se utilizaton
placas de 96 pozos (COSTAR). En cada pozo de las placas (dejando libres los pozos
periféricos) se agregaron 100 ul de solucion amortiguadora de carbonatos, pH de 9.6,
conteniendo 1 pg de extracto proteico de epimastigotes de la cepa Querétaro. Se incubd a
37°C por 2 h en cémara himeda, Después, se lavé tres veces con Tween 20 al 0.05%-PBS a
intervalos de 5 min entre cada lavado. Enseguida, se agregaron 200 pl/pozo de albiimina
sérica bovina (BSA, SIGMA) al 1%-PBS y se incubd a 37°C por | h, en cAmara himeda,
Transcurrido este tiempo, se agregaron 100 pl de sobrenadante de las clonas en cultivo.
Como control positivo, se utilizé suero de ratén cronico que fue infectado con 7. cruzi y
como control negative, suero de raton no infectado. Se incubd toda la noche a 4°C en
cdmara hiimeda. Se lavd como ya se mencioné e inmediatamente se agregaron 50 pl/pozo
de Tween 20 al 0.05%-PBS, con ¢l anticuerpo contra IgG de rat6n acoplado a peroxidasa
{ZYMED) diluido 1:2000. Se incubd a 37°C por 2 h en cimara hiimeda. Se lavo tres veces.
Después, se agregaron 100 pl/pezo de una solucidn constituida por 4 mg del sustrato
ortofenildiamina (SIGMA) disuelto en 5 ml de una solucién amortignadora de citrato 0.1
M-fosfato 0.2 M a pH 5 y 5 ml de agua destilada, y 0.12 % de perdxido de hidrégeno. Se
dejé reaccionar a temperatura ambiente y se pard la reaccién agregando 50 pl/pozo de dcido
sulfiirico 2.5 N (Apéndice IIT). La absorbancia se leyé a 490 nm en un espectrofotémetro
BIO-RAD, Modelo 3550 {(Microplate reader). Esta prueba se repitié hasta asegurar que las
colonias de células continuaran positivas como en el primer ELISA, asi como de no
descartar a las colonias que no produjeran la concentracion de anticuerpo suficiente en las
primeras pruebas. Las colonias de células positivas se transfirieron a placas de 24 pozos
(COSTAR) con | ml de medio D-MEM-HAT y una vez que crecieron, se tomaron los
sobrenadante y se realizd un ELISA, si las clonas continuaban positivas, se transferian a
cajas de cultivo de 25 cm? (COSTAR) con medio D-MEM-HAT suplementado con 15 % de
suero de caballo. Una vez crecidas las células, se les cambi6 el medio paulatinamente a D-

MEM-HT suplementado con 13 % de S¥B, hasta llegar a cultivarlas con D-MEM-HT
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suplementado con 10% de SFB.

V.5.5. Clonacién de hibridomas productores de anticuerpos, Una vez que se
expandieron los hibridomas, se inicié la clonacién por el método de dilucion limitante
descrite por Harlow y Lane (1988) con modificaciones ligeras, Para ésto, fue necesario
obtener células que aportaran soporte v factores de crecimiento a las clonas. Dichag células
nodrizas se obtuvieron a partir de un bazo de ratén, siguiéndose el mismo procedimiento
sefiatado en el punto de fusién celular. Las células de bazo se resuspendieron en 4 ml de
medio D-MEM suplementado con 10 % de SEB y después se tomaron 50 pl para sembrarse
en placas de 96 pozos e incubarse toda la noche a 37 °C con 5% de COz ¥ 95 % de
humedad.

La clonacion se realizé a partir de los hibridomas crecidos en las cajas de 25 cm?, Se
obtuvieron cuatro diferentes concentraciones celulares: 10, 3, 1 y 0.3 células. Estas se
sembraron en las cajas que tenian a las células nodrizas y se incubaron a 37°C con 5 % de
COh v 95% de humedad. Una vez que las clonas crecieron se les sometié a un ELISA. Las
clonas que crecieron en fa dilucién de 0.3 células y que presentaron densidades Opticas
(D.O) altas en el ELISA, se expandieron primero en placas de 24 pozos y luego en cajas de
25 cm®. Finalmente, las células asi clonadas se volvieron a subclonat siguiendo la misma

metodologia.

V.5.6. Produccién de ascitis en ratdn. Se usaron ratones BALB/c (hembras) de 6 a 7
semanas de edad, a los cuales se les inyecté 0.5 ml de 2, 6, 10, i4-Tetrametilpentadecano
{pristan, ALDRICH) por via intrapesitoneal. Despuds de 7 a 14 dias, se les inyectd 5 X 10®
clonas productoras de anticuerpos monoclonales a través de la misma via. A la semana, ¢l
abdomen aumenté de tamaio y s¢ drené el fluido de ascitis por medio de Ia introduccion de
una aguja de jeringa de 18 X 38 mm (YALE) en ¢l area peritoneal. El fluido de ascitis se
mantuve 1 h a temperatura ambiente y toda la noche a 4° C. Transcurrido este tiempo, se

centrifugd a 13 000 g por 20 min y el sobrenadante se almacend a -20° C (Harlow y Lane,
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1988).

V.5.7. Congelacion de clonas. Las clonas productoras de anticuerpos monoclonales
cultivadas en botellas de 72 cm ?, se centrifugaron a 300 g por 10 min. El botén celufar se
resuspendié en 1 ml de SFB con 10 % de dimetil sulfoxido (DMSO, SIGMA). La
suspension celular, se agregd a un criotubo (NUNC) de 1.8 ml de capacidad.
Inmediatamente, se congelaron a ~72° C por 24 h. Después, se pasaron a nitrdgeno liguido (-

185° C) donde se mantuvieron hasta su uso.

V5.8, Descongelacién de clonas. Los viales con las clonas se sacaron del nitrégeno
liquido y se fransfirieron a un contenedor de hielo. Inmediatamente, se descongelaron a 37°
C en bafio Maria. Una vez que las células se descongelaron, el vial se limpio con alcohol al
70 %. Las células se transfirieron a un tubo con 10 ml de medio D-MEM suplementado con
10% de SFB a 37° C. Las células se centrifugaron a 300 g. EI botén celular se resuspendio
suavemente en 7 ml de medio D-MEM suplementado con 10% de SFB. Las células se

agregaron a botellas de cultivo de 25 cm? (Harlow y Lane, 1988),

V.6. Determinacién del Isotipo de los Anficuerpos Monoclonales.

La determinacion del isotipo de cada anticuerpo monoclonal, se realizéd por medio de un
ELISA de captura. Primero, se sensibilizé una placa de 96 pozos para ELISA (COSTAR)
con | pg/pozo de extracto proteico de epimastigotes. Se incubd a 37°C por 2 h en cdmara
himeda. La placa se lavé tres veces con 200 pl/ pozo de tween 20 al 0.05 %-PBS. Después,
cada pozo se bloqued con 200 pl de albamina al 1%-PBS, y se incubd por 1 ha 37 °C en
cdmara himeda, Inmediatamente se agregaron 100 pl de sobrenadante de las clonas
productoras de los mAbs y se incubd a 4 °C por toda la noche, en cdmara himeda. Se lavé
tres veces como ya se sefiald. Enseguida, se agregaron 50 pl de anticuerpos (producidos en

chivo) contra los siguientes isotipos de ratdn: IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM e IgA
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(SIGMA), usando una dilucién 1:1000. Se lavé tres veces y se agregd 50 pl/ pozo de
anticuerpo contra chivo 1gG, unido a peroxidasa (SIGMA), dilucidn 1:2000. Finalmente, se
agregaron 100 pl/pozo del sustrato ortofenildiamina a una concentracion de 0.5 mg/ml de
amortiguader de citrato-fosfato pH 5. Se dejo reaccionar y se paré ésta con 50 pi de acido
sulfirico al 2.5 N. Se leyé 1a D.0 a 490 nm.

V.7. Precipitacién de los Anticuerpos Monoclonales con Sulfato de Amonio.

Para realizar la precipitacion de los anticuerpos monoclonales, primero se colectd
sobrenadante de las clonas en cultivo o ascitis de ratones BALB/o y éstos se centrifugaron a
3000 g durante 30 min. Enseguida, el sobrenadante o el ascitis se agregé a un vaso de
precipitado ¥ con un magneto se le agitd lentamente sin formar espuma. La precipitacion se

logré agregéndose gota a gota una solucién saturada de sulfato de amonio [(NH4)28047a

la muestra, permitiendo que cada gota se dispersara antes de adicionar la proxima. Se dejo
de agregar hasta que se llegd al 50 % de saturacion (cuando se liegd al 20% de saturacion,
la muestra se tornd lechosa). La muestra se mezcld durante 2 h a temperatura ambiente y
durante toda la noche a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 10 000g durante 30
min. Se guardd el sobrenadante y el bot6n de anticuerpos se lavé tres veces con sulfato de
amonie al 50%-PBS. Los anticuerpos se resuspendieron en 2 ml de PBS y se dializaron en
contra de 1000 m] de PBS. Se realizaron cinco cambios. La muestra dializada se centrifugé
2 1500 g por 30 min a 4°C. Finalmente, se almacend a -20°C hasta su uso (Goding, 1986;
Harlow y Lane, 1988).

V.8, Purificacién de Anficuerpos Monoclonales,

Se usaron anticuerpos monoclonales especificos para 7. cruzi denominados B106E, F14B,

ID5. El anticuerpo monoclonal (mAb 32.2, isotipo Ig(G1) no relacionado dirigido contra el
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Fc humano y las inmunoglobulinas (IgGs) de suero de ratén no infectado fueron purificados
por cromatografia de afinidad. Las condiciones v soluciones usadas para cada putificacion

variaron de acuerdo con el isotipo de cada anticuerpo monoclonal.

V.8.1. Purificacion de B106E (IgG2a) y de IgGs de ratén BALB/c. Para la purificacion
del mAb B106E y de las IgGs de suero de ratén no infectado, se utilizaron 2 ml de proteina
A-agarosa, depositados en una columna. Esta se equilibré con 50 ml de solucién
amortignadora de fosfatos 0.14 M, pH 8. Enseguida, se pasaron de 200 a 350 ml de
sobrenadante con el mAb. El flujo de paso fue de 1.1 ml de sobrenadante/min. El suero de
ratén (3.5 ml) se incubd con la columna a 4° C por toda la noche, en agitacidn constante.
Después, cada columna se lavd con 100 y 300 ml de solucién amortiguadora de fosfatos
0.14 M, pH 8, respectivamente. Inmediatamente, el mAb se eluyd con glicina 0.2 M, pH 2.8
y se colectaron 11 fracciones de 1 ml. El pH de las muestras se neutralizd con 200 ul de tris
1 M, pH 8.2 y se leyd la densidad Optica a 280 nm. Al terminar la elucién la columna se

favo con 50 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.14 M, pH 8 (Apéndice IV).

V.8.2. Purificacién de F14B (IgM). Para purificar al mAb F14B, se utilizaron 2 ml de
anticuerpo contra IgM de raton-agarosa agregados a una columna. Esta purificacién se llevd
a cabo siguiendo las indicaciones del proveedor (SIGMA), como brevemente se explica a
continuacién. La columna se equilibré con 50 ml de amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH
7.2, con NaCl 0.5 M (PB). Después, se incubaron 52 mg de mAb (3 ml) precipitado con
sulfato de amonio o 6 ml de ascitis con la columna, por 2 h a temperatura ambiente o toda
la noche a 4°C, en agitacion lenta, El mAb F14B también se purificé a partir de 350 ml de
sobrenadante. El flujo de paso de éste fue de 1.1 mY/ min. Enseguida, s¢ lavé con 130 mli de
PR, si la fuente de anticuerpos fue sobrenadante o con 300 ml de PB, si la columna se
incubd con ascitis. El mAb se eluyd con glicina .1 M y NaCl (.15M, pH 2.4 y se
colectaron 11 fracciones, las cuales se neutralizaron de la misma manera que en la seccién

V.8.1. Finalmente la columna se lavo con 50 ml de PB (Apéndice IV).
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V.8.3. Purificacién de 1D5 y 32.2 (IgGl). Para la purificacién de estos mAbs, se
emplearon 2 ml de proteina G recombinante-agarosa (proteina Gr, GIBCO), depositada en
una columna. Esta columna se equilibré con 50 ml de tris 0.1 M, NaCl 0.2 M, pH 8.2
Enseguida, la columna se incubé con 60 mg (3 ml) del mAb 1DS3, precipitado con sulfato de
amonio a partir de sobrenadante de cultivo celular o con 6 ml de ascitis con el mAb 32.2.
Estos se incubaron a temperatura ambiente por 2 h o toda la noche a 4° C. Después se lavo
con 130 ml de tris 0.1 M y NaCl 0.2 M, pH 8.2 (Apéndice IV) y se eluyd con glicina 0.2
M, pH 2.8. Se colectaron lag mismas fracciones y se neutralizé de la misma manera que en
la seccidn V.8.1. La columna se lavé con 50 ml de tris 0.1 M, NaCl 0.2 M, pH 8.2.

La concentracion proteica de cada muestra purificada se determiné bajo la relacién de que

1 D.O equivale a 0.8 mg de proteina.

V. 9. Caracterizacién de los Epitopos de T. cruzi.

V.9.1. Determinacion del peso molecular de los epitopos de T cruzi reconocidos por
los anticuerpos menoclonales. El establecimiento del peso molecular de los epitopos
reconocidos por los anticuerpos monoclonales se determing por inmunoblot. Para ésto, se
separaron 150 pg de exiracto proteico de epimastigotes (cepa QUE) en condiciones
reductoras {con mercaptoetanol) ¥ no reductoras {sin mercaptoetanol). Esta separacion
proteica fue a través de una eleciroforesis en un gel preparative al 12 & 10 % de
poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio, respectivamente (SDS-PAGE, Apéndice V)
{Laemmli, 1972), por 45 min a 200 volts. Después, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.2 pm (SCHELEICHER and SCHEELL),
durante 1 h a 100 volts (Apéndice V), (Towbin y col., 1979), Enseguida, la membrana se
corté en tiras de 0.5 mm de didmetro y aproximadamente 11 pg de proteinas inmobilizadas
y los espacios sin proteina se bloquearon con 10 % de leche descremada en PBES,
incubando toda la noche a 4 °C. Pasado este periodo, las tiras se incubaron con 10 pg de

anticuerpos monoclonales que fueron precipitados con sulfato de amonie y que estuvieron
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dirigidos contra T. cruzi, suero de ratén cronico (dilucidén 1:100, control +) y 10 pg del
anticuerpo monoclonal no relacionado, 3G10, dirigido contra el hapteno DNP (control -).
Se incubé por 2 h a temperatura ambiente. Después, cada tira se lavé tres veces por espacio
de 10 min, con Tween 20 al 0.1% en PBS. Posteriormente, se agregé el segundo anticuerpo
dirigido contra la IgG (H+L) de ratén, unido a peroxidasa (ZYMED), diluido 1:2000 en |
ml de Tween 20 al 1 % en PBS y se lavé tres veces. Finalmente, se reveld el reconocimiento
del antigeno por el antiouepo monoclonal, agregando 0.5 mg/ml del sustrato 3,3-
Diaminobenzidina (SIGMA), disuelto en PBS y 0.2% de agua oxigenada. La reaccién se
llevd a cabo a temperatura ambiente ¥ se pard con varios lavados de agua destilada. El peso
molecular del antigeno, se determiné por el lugar que ocupaba la banda del complejo
antigeno-anticuerpo con respecto a los marcadores de pesos moleculares (pretefiidos,

BIORAD) que se utilizaron como referencia,

¥.9.2, Identificacién de antigenos comunes en los tres estadios de 7 crugi. Para
determinar si los anticuerpos monoclonales reconocian a los mismos epitopos que en
epimastigotes, se utilizaron extractos proteicos de tripomastigotes y amastigotes, Estas
proteinas se separon por una electroforesis y se transfirieron a papel de nitrocelulosa y

finalmente se realizé un inmunoblot como en la seccion V.9.1.

V.9.3, Identificacion de antigenos compartidos con diferentes cepas de T cruzi, otros
tripanosomdtidos y agentes infecciosos, La identificacidn de proteinas compartidas con
miembros de la misma familia y otros agentes infecciosos por los anticuerpos
monoclonales, se realizé por medio de la téonica de inmunoblot, como ya se sefialo en la
seccion ¥,9.1. En la prueba se utilizaron extractos proteicos totales de las cepas: Z10, JAL,
JFA, IBE, QUE, H5 y Ninoa de 7 cruzi, AM1 de T rangeli; proteinas totales de
Leishmania sp, Toxoplasma gondii; proteinas de fluido de cisticerco de Taenia crassiceps y

antigenos secretados de Mycobacterium tuberculosis. También, a través de un ELISA
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(seccidn V.5.4) se determind si fos mAbs BI06E y 1D5 reconocian a los mismos antigenos
que en T, cruzi, en extractos proteicos de T. rangeli y Leishmania sp. Para esta prueba se
pegaron a la placa de 96 pozos diferentes concentraciones de antigeno: 0.25, 0.5, 1, 2, 4, §,
11, 22 y 44 pg/pozo y la reaccién cruzada con estos antigenos se evalué con 1.25 ug/pozo
del mAb BIOSE y con 10 pg/pozo del mAb 1DS5, concentraciones determinadas

previamente por el mayor reconocimiento de los mAbs por el antigeno.

V.9.4. Localizacién de antigenos de superficie de 1. cruzi por diferentes anticuerpos

monoclonales.

V.9.4.1. La inmunofluorescencia indirecta (IFI), se empleé para determinar si los
anticuerpos monoclonales B106E, F14B, C16D y 1D5 reconocian algin epitopo en la
superficie de tripomastigotes de 7. cruzi. Los tripomastigotes (QUE} de cultivo se lavaron
una vez con albimina al 0.5 %-PBS a 1500 g y se ajustaron a 0.2 X 10° parésitos/100 pl de
albtimina al 0.5 %-PBS. Cada 100 ui de pardsitos se colocaron en portaobjetos ¥ se dejaron
secar al aire. Después, se fijaron con metanol, Los portaobjetos se lavaron dos veces con
PBS y una vez con agua desionizada y se colocaron en una cdmara himeda. Se agregaron
20 y 50 pg de anticuerpos monoclonales y 0.1% de inmunoglobulinas de conejo, en un
volumen de 100 ul. Bl control positive fue suero de ratén {dilucion 1:50) infectado con T.
cruzi en fase crénica y los controles negativos fueron: un anticuerpo monoclonal no
relacionado (3G10) ¥ un suero de ratén no infectado (dilucion 1:50). Estos se incubaron a
37°C, por 30 min. Luego, se lavd tres veces con PBS y una vez con agua destilada.
Enseguida, se agregd el conjugado anti ratén IgG (producido en chivo) biotinilado
(AMERSHAM) diluido 1:500 en PBS. Se incubd a 37° C, por 30 min. Se volvio a lavar
como ya se sefial6. Inmediatamente se agregd estreptavidina fluoresceinada (AMERSHAM)
diluida 1:500 en PBS y se incubd a 37° C, durante 30 min. Se lavd y se dejé secar al aire.
Finalmente, se revisaron las preparaciones con luz ultravioleta y a través de un objetivo 63

X de un microscopio optico ZEISS GERMANY (modelo Axioskop).
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V.9.4.2. Marcaje de proteinas de superficie de T crugi por el método de I'**-
lactoperoxidasa. Tratando de confirmar por otra prucba si los anticuerpos monoclonales
estan dirigidos contra alguna proteina de superficie, se realizd el marcaje radioactivo de 100
X 10° epimastigotes de la cepa QUE de 8 dias de cultivo por el método de I'"-
lactoperoxidasa (Marchalonis, 1969). Los pardsitos se lavaron tres veces con PBS frio y se
centrifugaron a 800 g. Después, se resuspendieron en 1 ml de PBS fiio y se marcé con 1
mCi (10 pl) de I ***, Inmediatamente se agregaron 45 pl de una solucidn de lactoperoxidasa
(0.5 mg/ml. SIGMA) vy 10 pl de perdxido de hidrégeno al 0.03% a diferentes tiempos: 0, 4,
8, 12 y 16 min. Se dejé reposar por 4 min y los parésitos se lavaron cuatro veces con 10 ml
de PBS a 800 g, durante 10 min. El botén de pardsitos se solubilizé con 1 ml de
amortiguador Nonidet P40 al 0.5% ¢ inhibidores de proteasas (los mismos que se utilizaron
al preparar los extractos proteicos), incubdndose a 4° C por 30 min. Enseguida, se agregaron
cunatro volitmenes de amortiguador sin detergente y con inhibidores de proteasas. Ei
material no solubilizado fue removido por centrifugacién a 10 000 g, por 30 mina 4°C y
las proteinas en solucidn marcadas se pre-incubaron con 100 ul de sefarosa/ml, a 4° C por 4
h en agitacidn lenta. La sefarosa previamente fue lavada una vez con PBS y dos veces con
¢l amortigunador NP 40 al 0.5%, el dltimo de estos lavados se realizd agregando inhibidores
de proteasas. Transcurrido ¢l tiempo de incubacion se retiré la sefarosa centrifugandoe a 13

000 g por 1 min y las proteinas solubles se almacenaron a 4° C, hasta su uso.

V.9.4.3. Inmunoprecipitacién de proteinas de superficie reconocidas por los
diferentes anticuerpos monoclonales. Para realizar la inmunoprecipitacion de las
proteinas de superficie reconoeidas por los diferentes anticuerpos monoclonales, se usaron
los siguientes inmunoabsorbentes: proteina A-gefarosa, proteina Gr-agarosa y anti IgM de
raton-agarosa, de acuerdo con el isotipo de cada anticuepo monoclonal. Cada
inmunoabsorbente se lavé una vez con PBS y dos veces con amortiguador NP40 0.5% por

centrifugacidn. Después, se tomaron 20 pl de cada inmunoabsorbente y se incubd con los
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antieuerpos monocionales. La proteina A, se incubd con 10 pg de B106E, 20 1l de suero de
raton anti QUE y anti NINOA en fase cronica de la enfermedad (controles +) y con 10 pg
de IgGs de ratén no infectado (control -); el anticuerpo anti [gM de ratén-agarosa se incubd
con 10 pg del mAb C16D y 30 pg del mAb F14B; la proteina Gr-agarosa se incubo con 10
ug del mAb 1D3. Cada incubacion fue a temperatura ambiente por | b y en agitacion lenta.
Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron tres veces con PBS, dos veces con NP40
al 0.5%, el ltimo de estos lavados se realizd con NP40 al 0.5% ¢ inhibidores de proteasas.
La velocidad de lavado fue a 13 000 g por 1 min. Enseguida, el sobrenadante se desechd y
cada botdn (con los mAbs y anticuerpos controles) se incubé con 25 pl de protefnas de
superficie marcadas con el I'** (46,222 cpm). El mAb F14B, ¢l suero de ratén anti NINOA
y las IgGs de ratén no infectado (controles + y -, respectivamente), se incubaton con 54 pl
de proteinas de superficie marcadas (100 000 cpm). Cada incubacion fue a 4°C, por Zh o
por toda la noche en agitacion lenta. Después, las muestras se lavaron dos veces con
amortiguador NP40 0.5%-inhibidores de proteasas, dos veces con NP40 al 0.5%-NaCl-
inhibidores de proteasas, dos veces con NP40 0.5%-inhibidores de proteasas. Luego, se
retiré el sobrenadante y a cada botdn se le agregd amortiguador de muestra (50 pl, volumen
final) y se hirvié por 5 min. Las muestras y los marcadores pretefiidos (GIBCO) se
separaron por electroforesis en un gel al 10% de poliacrilamida de 10 X 16 cm a 200 volts
(Apéndice V). Bl gel con los anticuerpos v las proteinas precipitadas se fijaron por 30 min
y se tifieron con azul de Coomasie por 30 min. Después, se agregé la solucidn destefiidora
{Apéndice V) hasta observar la banda pesada ¥ ligera de los anticuerpos. Enseguida, el gel
5¢ secd en un secador para geles (HSI) y se expuso en un film para rayos X (KODAK) por 4
y 16 dias a -72°C.

V.9.5. Identificacion de proteinas secretadas/excretadas por les anticuerpos
monoclonales. Para determinar si las proteinas secretadas al medio de cultivo por los
tripomastigotes y epimastigotes eran reconocidas por los diferentes anticuerpos

monoclonales, se realizé un inmuncblot, como ya se sefiald en la seceidn V.9.1. Cada tira de
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papel de nitrocelulosa con 1.2 ug de proteina de secrecidn de epimastigotes y
tripomastigotes se enfrenté con los mAbs B106E, F14B, C16D y 1D5. El control positivo

fue suero de ratén anti cruzipaina, una proteina secretada por T. cruzi.

V.9.6. Reconocimienfo de carbohidratos por diferentes anticuerpos monoclonales.
Para evaluar si los anticuerpos monoclonales estaban dirigidos conira carbohidratos, se
realizd el método de oxidacion por peryodato de Woodward, Young y Bloodgood (1985},
con ligeras medificaciones, Para ello, placas para ELISA de 96 pozos, se cubrieran con 1
pg de extracto proteico total de epimatigotes de la cepa QUE en 100 pl de amoriguador de
carbonatos pH 9.6. Se incubd a 4°C por 18 h. Despuds, se lavé tres veces con 200 pl de
PBS-Tween 0.05%/pozo (cada lavade en 5 min). Luego, se bloqued con BSA al 1%-PBS a
37°C por 1 h. Se lavé tres veces més. Enseguida, se lavé rdpidamente con amortiguador de
acetatos de sodio 50 mM, pH 4.5 y se agregaron diferentes concentraciones de acido
peryodico: 0, 10, 20, 40 y 60 mM en 50 pl de amortiguador de acetatos de sodio/pozo. Se
incubd a temperatura ambiente por 1 h en oscunidad, La reaccion se pard lavando con 200
il de amortiguador de acetatos de sodio. Inmediatamente, se agregaron 100 pl de glicina al
1%-PBS y se incubd a temperatura ambiente por 30 min. Despuds, se lavd tres veces con
200 ui de PBS-Tween 20 0.05%. Una vez que se lavd, se agregaron 10 pg de los
anticuerpos monoclonales puros: B106E, F14B, C16D y 1D5 en cada pozo tratado con ¢l
Acido peryédico. Como control positivo se utilizd suero de ratén infectado con T. cruzi en
fase crénica. Se dejaron incubando toda fa noche a 4°C en cdmara himeda. Se volvié a
lavar como ya se menciond. Enseguida, se agregd el anticuerpo contra IgG de ratén
acoplado a peroxidasa, utilizando la misma dilucién y siguiendo la misma metodologia que

en la seccibn V.5.4.
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¥.9.7. Reconocimiente de proteinas por diferentes anticuerpcs monoclonales. Para
determinar si los anticuerpos monoclonales estaban dirigidos contra proteinas, se tratd
extracto proteico de epimastigotes (QUE) con proteinasa K (proteinasa Tritirachium
alcalina; EC 3.4.21.14. SIGMA). La evaluacién del efecto de esta proteasa fue mediante un
ELISA. Una placa de 96 pozos, se cubrid con 1 pg de extracto proteico/pozo en 100 pl de
amortignador de carbonatos pH 9.6. Se incubé a 4°C por 18 h. Después, se lavd tres veces
gon 200 pl de tween 20 al 0.5%-PBS. Se blogued con albimina al 1%-PBS a 37 °C, por 1h.
Se lav, como ya se sefialo. Enseguida, cada pozo se traté con 50 pl de proteinasa K (10
pg), volumen tomado a partir de una solucién madre preparada con 200 pg de proteinasa
k/ml de una sotucién de Trizma-HCI, pH 7.7; NaCl, 50 mM; MgCl, 10 mM, 8DS al 0.2% vy
EDTA, 10 mM, Se incubé a 37°C, por una hora freinta minutos. Después, se lavé tres veces
con 200 pl de Tween 20 al 0.05%-PBS. Inmediatamente se agregaron 10 pg/pozo de cada
anticuerpo monoclonal. El control positivo fue el mismo que se utiliz6 en la seccion V.9.6.
Se volvi6 a lavar y enseguida, se agregd el anticuerpo contra IgG de raton acoplado a

peroxidasa y se sigui6 la misma metedologia que en la seccion V.5.4.,

V.9.8. Actividad Litica de los anficuerpos mounoclonales sobre T. cruzi, Para determinar
la actividad litica de los anticuerpos monoclonales B106E, F14B, C16D y 1D5 contra
tripomastigotes, se empled el ensayo de lisis mediada por complemento. La obtencidn de
fuente de complemento fue a partir de cobayos Hartley de 120 dias de edad y con un peso
de 450 g. Estos animales fueron sangrados en condiciones estériles por puncioén cardiaca, y
la sangre obtenida se centrifugé dos veces a 800 g, durante 30 min para eliminar los
constituyentes celulares y dejar solamente al suero, que se utilizé en el momento o se
guardd en alicuotas a -70°C. Asi, para evaluar el efecto litico de los cuatro mAbs sobre los
tripomastigotes de cultivo, primero se incubaron 1 X 10° tripomastigotes con dos
concentraciones de anticuerpos: 50 y 100 ug a temperatura ambiente por 30 min. Después,
se agregd el suero activo de cobayo (dilucion 1:2) y se contd el ndmero de pardsitos viables

al tierpo 0 (T0) y enseguida se incubd a 37° C, durante 18 h (T18). Transcurrido este
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periodo, se volvid a contar la viabilidad. El porcentaje de lisis de los pardsitos, se determind
por la siguiente formula: T0-T18/T0 X100 (Kipnis, Krettli y Da Silva, 1985). El control
positivo fue suero de ratén infectado con T cruzi en fase crénica y los controles negativos

fueron suero de ratén sin infectar y el anticuerpo monoclonal no relacionado, 3G10.

V.9.9. Efecto de los anticuerpos monoclonales sobre la infeccién in vitro de células
Vero. El ensayo de inhibicidn de la infeccion de células Vero por tripomastigotes de la cepa
Querétaro, se realizd pre-incubando los parasitos con 100 pg de los anticuerpos
monoclonales B106E, F14B, C16D, 1D5 y 3G10 (anticuerpo no relacionado) a 4° C,
durante 2 h. Despueés, los parasitos se agregaron a un cultivo de 3 X 10 células Vero (10
parasitos por cada célula) cultivadas en portaobjetos cubiertos de teflon (CELL-LINE,
Newfield, New Jersey, Apéndice VI) y con 18 pozos de 3 mm de didmetro (Wirth y
Kierszenbaum, 1987), en 30 ul de medio D-MEM suplementado con 5 % de SFB. Los
pardsitos y las células Vero, se co-cultivaron durante 18 h a 37° C, con una atmésfera de 5
% de CO, y 95 % de humedad (Souto-Padron y col., 1994). La infeccién celular, se evalud a
las 0, 24 y 48 h post-infeccion, mediante el conteo al microscopio dptico (objetivo 100 X)
de células infectadas y amastigotes intracelulares, de un total de 100 células tefiidas con
May Grunwald-Giemsa (Apéndice VI).

V.9.10. Efecto de los anticuerpos monoclonales en la infeccién de pardsitos in vivo.

V.9.10.1 Efecto de anticuerpos monoclonales en la cinética de parasitemia de ratones
infectados. Para evaluar ¢l papel que juegan los anticuerpos monoclonales: B106E, F14B,
C16D, 1D5 v 3G10 (anticuerpo monocional no relacionado) sobre la infeccién de ratones
BALB/c, se emplearon grupos de seis ratones hembras de 8 a 9 semanas de edad por cada
anticuerpo a probar. Los ratones fueron infectados wia intraperitoneal con 10°

tripomastigotes de cultivo pre-incubados con 0.5 mg de anticuerpos monoclonales
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{concentracidn no aglutinante) precipitado con sulfato de amonio (primer experimento} y
anticverpos purificados por cromatografia de afinidad en PBS con 1% de BSA (segundo
experimento) a 4° C, por 2 h y 1 h, respectivamente. Ef grupo control de ratones se inocul6
con pardsitos sin anticuerpos. La evolucién de la parasitemia de los ratones se cuantificd
cada tercer dia, durante 41 dias post-infeccidn, a partic de sangre periférica (dilucion 1:500),

obtenida de la region distal de la cola de cada ratén.

V.9.10.2. Efecto de anticuerpos monoclonales en la sobrevivencia de ratones
infectados. Con la finalidad de evaluar e efecto protector de los anticuepos monoclonales
B106E, F14B, C16D, 1D5 v 3G10 en ratones infectados, se contd el niimero de ratones que
sobrevivieron a la infeccién de tripomastigotes pre-incubados con los diferentes anticuerpos

monoclonales por 41 dias y el resultado se representd como % de sobrevivencia.

V.10. Andlisis Estadistico.

Para ¢ analisis estadistico de los resultados, s¢ empled la prueba de T-Student (Ostle,
1988).
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VI. RESULTADOS.

VL1. Produccién y Caracterizacién de los Anticuerpos Monoclonales.

VLLL Produccién de anticuerpos moncclonales. Tratando de encontrar anticuerpos
especificos contra antigenos de T. cruzi, se realizé la produccién de anticuerpos
monoclonales a partir de la fusién de células de mieloma, SP2/0 y de linfocitos B de bazo
de ratdn que fue infectado con tripomastigotes de cultivo de la cepa Querdtaro. La
produccion de anticuerpos por los hibridomas fue medida en los sobrenadantes a través de
diferentes ELISAS. En el primer ELISA resultaron positivos cuatro hibridomas con valores
de DO de entre 0.27 v 2.1, en el segundo ELISA fueron positivos los mismos hibridomas y
cuatro mds, con valores de D.O de entre 0.3} y 1.55; en el tercer ELISA continuaron
positivos seis hibridomas y dos més iniciaron la produccidén de anticuerpos, presentando
valores de D.O de 0.3 a 1.48 (Tabla T). Los hibridomas 17B, 42F y 15C, se seleccionaron
por ser buenos productores de anticuerpos y se clonaron dos veces usando la técnica de
dilucién limijtante. Las clonas denominadas: B106E, FI14B y C16D que crecieron en la
menor ditucién y que produjeron los niveles mds altos de anticuerpos, presentando valores
de D.O de entre 0.7 y 1.5, fueron seleccionadas como fuente generadora de anticuerpos. En
total tres lineas celulares se establecieron, ademds de la que previamente establecid
Martinez (1995). A través de un inmunaoblot se observé que los anticuerpos monoclonales
de las tres clonas reaccionaron con diferentes antigenos de epimastigotes (Fig. 6A),
mostrando la producciones de cuatro diferentes anticuerpos monoclonales, denominados
BI106GE, F14B, C16D y LD5.
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TABLA . HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE ANTICUERFOS.

ELISA 1 ELISA 2 BLISA 3

DIA 17 DIA 20 DIA 27
D.O HIBRIDOMA Do HIBRIDOMA D.O

HIBRIDOMA

15C 032 * J15C 0.73 15C 0.69
7B 211 * {178 1.55 17B 1.48
25E 0.27 25E 0.64 25E 0.12
33C 1.00 33C 0.74 33C 0.62
24E 0.38 24E 0.93
32D 0.31 32D 0.43
38B 0.20 38B 0.16
42F 1.07 *  [[42F 1.05
211B 0.44
315G 0.30
Control + 2.01 Control + 1.98 Control + 1.87
Control - 0.07 Control - 0.12 Control - 0.18

La tabla muestra los valores de D.O (405 nm) obtenidos a partir de la evafuacion de la
presencia de anticuerpos en los sobrenadantes de los diferentes hibridomas, a través de
distintos ELISAS.

* Lineas celulares seleccionadas para realizar la clonacién.

5 VI.1.2. Determinacién del isotipo de cada anticuerpo monoclonal. Una vez obtenidos
los diferentes anticuerpos monoclonales del sobrenadante de las clonas, se determiné el
{ isotipo de cada anticuerpo mediante un ELISA de captura. El anticuerpo monoclonal
B106E fue isotipo IgG2a; los mAbs F14B y C16D fueron isotipo JgM y el mAb 1D5 fue
isotipo 1gG1. El saber a que isotipo pertenecian los diferentes anticuerpos ayudd a su
L purificacidn, pues mediante esta caracteristica se determiné el tipo de inmunocabsorbente

que se usaria en cada caso.



VI.1.3. Purificacién de los anticwerpos monoclonales. La purificaciéon de los
anticuerpos monoclonales se realizé por cromatografia de afinidad, utilizando diferentes
inmunoabsotbentes. La proteina A-sefarosa purificé al mAb BIOGE y a las
inmunoglobulinas de ratén no infectado; con la protefna Gr-agarosa se purificaron los
mAbs 1D5 y 32,2 (no relacionado), ¥ con el anticuerpo anti IgM de ratén-agarosa se
purificé el mAb F14B. La mayor concentracion de anticuerpos se obtuvo en la tercera o
cuarta fraccién, ésto vari con respecto al origen e isotipo del anticuerpo. A partir de 280
ml de sobrenadante de cultivo celular con ¢l mAb B106E, se purificaron aproximadamente
1.3 miligramos (mg) de anticuerpos; en tanto que con el mAb F14B obténido de 350 ml de
sobrenadante de cultivo o de 6 ml de ascitis, se purificaron 0.3 mg de anticuerpos. De 52
mg del mismo anticuerpo obtenido de ascitis y que se precipité con sulfato de amonio, se
purificaron 0.8 mg de anticuerpos puros. A partir de 60 mg del mAb 1DS5, que se obtuvo de
sobrenadante de cultivo celular y de la precipitacion con sulfato de amonio, se purificaron
2.7 mg de anticuerpos. Con el mAb 32.2 obtenido de 6 ml de ascitis, se recuperaron 3.2 mg
de anticuerpos puros. Finalmente, a partir de 3.5 ml de suero de ratén con ias IgGs, se

obtuvieron 2 mg de anticuerpos.

Para observar la pureza de los anticuerpos, se realizé una electroforesis en geles de
poliacrilamida. En cada gel se observé la cadena pesada de 50 kDa y la cadena ligera de 25
kDa de las inmunoglobulinas con isotipo 1gG, y la cadena pesada de 80 kDa y la cadena
ligera de 25 kDa de las inmunoglobulinas con isotipo IgM. También en el gel se observd el
patrén caracteristico de una curva de purificacidn, es decir se presentaron dos bandas
intensas que representaban el pico de anticuerpos monoclonales en la tercera o tercera y
cuarta fraccién, hasta que el anticuerpo ya no fuera evidente. En la grafica 1 y la figura 5,

se muestran resultados representativos de la purificacion y pureza del mAb B106E.
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GRAFICA 1. CURVA DE PURIFICACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL BI0GE.
El mAb B106E obtenido a partir de sobrenadante de hibridomas se purificd por cromatografia de
afinidad, usando una columna con proteina A-sefarosa. En total 350 ml de sobrenadante se paso a
través de 1a columna y el anticuerpo no retenido fue lavado con amortiguador de fosfatos 0.14 M,
pH 8. El anticuerpo retenido se eluyo con glicina 0.2 M, pH 2.8 y se colectaron fracciones de 1 ml.
E! pH de Ia solucién con el mAb puro se neutralizé con tris 1M, pH 8.2. La mayor conceniracion
de mAb se obtuvo en la fraccién tres. Cada fraccidn se leys a 280 nm y la concentracién de
proteinas se determiné bajo la relacién de que una D.O equivale a 0.8 mg.
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FIG. 5. DETERMINACION DE LA PUREZA DEL ANTICUERPO MONOCLONAL
B106E. Para visualizar la pureza del mAb B106E se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% con SDS y mercaptoetanol. Las proteinas se tifieron con azul de Coomasie.
En cada carril se agregaron 10 pl de cada fraccidn, de un total de 11. En el camril 12 ¥ 13, se
observan proteinas de sobrenadante anies y despuds de pasar a través de la columna. Del lado
izquierdo se muestran los pesos moleculares.
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V1.2, Caracterizacién de Epitopos de T, cruzi Mediante el Uso de Anticuerpos

Monoclonales.

VI.2.1. Peso molecular de epitopos de T. cruzi. Para determinar el peso molecular de
los epitopos de epimastigotes de T. cruzi que fueron reconocidos por los anticuerpos
monoclonales, primero se separé el extracto profeico por electroforesis en un gel de
poliacrilamida con y sin mercaptoetanol. Enseguida, las proteinas se transfirieron a un
papel de nitrocelulosa y se realizd el inmunoblot. Los cuatro anticuerpos monoclonales
identificaron cuatro diferentes proteinas en estado reductor. ElI anticuerpo monoclonal
B106E reconocié un doblete proteico de 180 kDa (Fig. 6A), peso determinado por el use
de marcadores de alto peso molecular (foto no mostrada); el mAb F14B identificd una
proteina de 35 kDa y dos més en ¢l drea de 40 kDa; el mAb CI16D reconocié ligeramente
dos antigenos, une de 42 kDa v otro de 71 kDa. Finalmente, el mAb 1D3 identificd una
proteina de 45 kDa (Fig. 6A). Las mismas proteinas fueron recenocidas en condiciones no

teductoras por los diferentes mAbs (foto no mostrada).

VL.2.2. Reactividad de los anficuerpos monoclonales comtra antigenos de tres
estadios de I. cruzi. Con el fin de evaluar si los mismos epitopos de epimastigotes,
tripomastigotes y amastigotes eran reconccidos por los mAbs B106E, F14B, C16D y 1D5,
se efectud un inmmunoblot. Los resultados de esta prueba mostraron que el mAb BI106E
identificd un doblete de aproximadamente 180 kDa en epimastigotes (Fig. 6A),
tripomastigotes v amastigotes; pero en estos dos Gltimos, las proteinas se observaron
difusas (Fig. 6B y C); el mAb F14B reconocid una proteina de 35 kDa, dos mas de 40 kDa
y otro antigeno de 60 kDa en epimastigotes (Fig. 6A). Este mismo anticuerpo reacciond
ligeramente con dos proteinas de 35 y 40 kDa, un antigeno 60 kDa y uno méds de 70 kDa en
tripomastigotes (Fig. 6B8); mientras que en los amastigotes identificd proteinas de 35 y 40
kDa (Fig. 6C). El mAb C16D identific6 dos proteinas de 42 y 71 kDa en epimastigotes y
no hubo reaccién con protefnas de tripomastigotes y amastigotes (Fig. 6A, B y C). El mAb

1D3, reacciond con un epitopo de 45 kDa en epimastigotes y no hubo reaccidn con
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tripomastigotes y amastigotes (Fig. 6A, B y C). Tales resultados sugieren que los mAbs
6
C16D y 1D5 son especificos de estadio; mientras que los anticuerpos monoclonales B10E

y F14B reconocieron a antigenos de los tres estadios.

V1.2.3. Presencia de las proteinas B106E, F14B, C16D y 1D5 en diferentes cepas de
T. cruzi. La presencia de las proteinas B106E, F14B, C16D y 1DS5 (nombre asignado con
base en el anticuerpo que las identificé) en extractos proteicos de epimastigotes de las
cepas Z10, JAL, JFA, JBE, QUE, Ninoa (Mexicanas) y las clonas Silvio y Esmeraldo
(Sudamericanas) de T. cruzi, se evalué mediante un inmunoblot. Los resultados de esta
prueba mostraron que los cuatro anticuerpos monoclonales identificaron aparentemente a
las mismas proteinas que se detectaron con anterioridad en la cepa QUE, sin embatgo,
hubo ligeras variaciones en el peso, intensidad v niimero de bandas en aigunas cepas. El
mAb BIOSE meostrd un patrdn proteico difuso en la cepa QUE, observdndose
principalmente las proteinas de 180 kDa; en H5, Ninoa, JAL, Esmeraldo y Silvio, el
reconocimiento fue similar; sin embargo, éstas dos (iltimas mostraron antigenos bien
delimitados, con Esmeraldo se observé claramente el doblete proteico de 180 kDa y en
Silvio un antigeno del mismo peso. El mAb F14B identificé principalmente un antigeno de
35 kDa y dos de 40 kDa en QUE; mientras que con Ninoa y HS reacciond con una proteina
de 32 kDa y con dos mds de 35 kDa; en JAL identificé un antigeno de 32 kDa y uno de 40
kDa, a diferencia de Esmeraldo, que sélo reconocié una proteina de 40 kDa y con Silvio se
obsetvaron dos antigenos, uno de 35 kDa y otro de 40 kDa. El mAb 1D5 identificd en
todas las cepas a Ia  proteina de 45 kDa, Finalmente, el mAb Cl6D reacciond

principaimente con los antigenos de 42 y 71 kDa en las diferentes cepas (Fig. 7).
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FIG. 6  REACYIVIDAD DE DIFERENTES
ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA TRES
ESTADIOS DE T. cruzl. Las proteinas de epimastigotes
(A), wipomastigotes (B) y amastigotes (C) de la cepa
Querétaro, se separaron en geles de poliacrilamida al 12%
con SDS en condiciones reductoras (con mercaptoetanol).
Lag proteinas de los diferentes estadios se transfirieron a
papel de nitrocelulosa, Después, se evalud la reactividad de
cada mAb para los tres estadios de T. cruzi mediante un
inmunoblot. Cada tira con protelnas de epimastigotes,
tripomastigotes y amastigotes se incubd con los mAbs,
B106E, F14B, C16D, 1D5 y con el 3G10 (control -). A la
izquierda, se muestran los marcadores de peso molecular,
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FIG. 7. REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA DIFERENTES
CEPAS DE T.cruzi, En esta figura se observan las proteinas de epimastigotes de las cepas QUE, JAL,
HS5, Ninoa (mexicanas) y de las clonas Esmeraldo y Silvio (sudamericanas) que reaccionaron con los
mAbs B106E, F14B, C16D, 1D5 y el 3G10 (control-} a través de un inmunoblot. Bn las primeras tiras, se
muestran las proteinas totales de cada cepa tefiidas con negro amido. Los marcadores de peso molecular

se sitiian a la izquierda.
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V1.2.4. Presencia de las proteinas B106E, F14B, C16D y 1DS en diferentes agentes
infecciosos. Para evaluar si las proteinas B106E, F14B, C16D y 1D5 estaban presentes en
miembros de la familia Tripanosomatidae a la que también pertenece T. cruzi, se probo la
cepa AMI de T rangeli y extracto de Leishmania sp, y otros agentes infecciosos,
Toxopiasma gondii, Taenia crassiceps y Mycobacterium tuberculosis. Para tal evalucién se
emplearon los cuatro diferentes anticuerpos monoclonales y a través de un inmunoblot, se
observd que en T rangeli el mAb F14B reconoci6 un antigeno de 44 kDa y dos mas de 68
kDa, el mAb C16D identifico ligeramente una proteina de 76 kDa, en tanto que los mAbs
BI0O6E y 1D35 no reaccionaren con proteinas del extracto (Fig. 8). Con Leishmania sp, el
mAb F14B identificé principalmente dos antigenos de 50 y 75 kDa, y el mAb C16D
reconocié una proteina de 53 kDa; mientras que B1O6E y 1D5 no cruzaron con ninguna
proteina (Fig. 8). Al analizar los antigenos de Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma
gondii y Taenia crassiceps, Unicamente el mAb FI4B cruzé con todos los agentes

patdgenos y el mAb C16D sélo reacciond ligeramente con M. tuberculosis (Fig. 9).

Por otro lado, se observd a través de un ELISA que los anticuerpos monoclonales B106E
y 1DS5 reconocieron tnicamente a proteinas en estado nativo de epimastigotes de T' cruzi,
alcanzando valores de D.O de 0.6 y 0.4, respectivamente y no cruzaron con proteinas de T.
rangeli y Leishmania sp, pues los valores de D.O fueron menores a 0.1, aun con mayores

concentraciones de proteina (Grifica 4).



FIG. 8. REACCION CRUZADA DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES CON T,
rangeli y Leishmania sp. En esta figura, se muesitan las proteinas de T. rangeli y Leishmania sp
identificadas por los mAbs B106E, F14B, Cl6D, 1D5 y 3G10 (control -), a través de un
inmunoblot. Las primeras tiras muestran las proteinas totales de los parésitos teflidas con negro
amido. Los marcadores de peso molecular se localizati a ia izquierda.
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GRAFICA 2. CURVA DE ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
POR PROTEINAS DE 7. cruzi. En la grafica se observa una cinética de reaccidn de fos mAbs
B106E y 1D5 con diferentes concentraciones de proteinas en estado nativo de epimastigotes de T
cruzi y T. rangeli, y promastigotes de Leishmania sp. La reaccién fue evaluada a través de un
ELISA. Los valores de reaccion dados en D.O son promedios de duplicados de un experimento.
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FIG. 9. REACCION CRUZADA DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA
PROTEINAS DE DIFERENTES AGENTES
INFECCIOSOS. En esta figura, se muestran las proteinas
de Toxoplasma gondii, Micobacterium (uberculosis y
liquido de cisticerco de Taemia crassiceps que fueron
identificadas por los mAbs B106E, F14B, C16D, 1D5 y
3G10 (control -), mediante un inmunoblot, Las primeras
tiras muestran las proteinas totales de los diferentes
pardsitos tefiidas con negro amide. Los marcadores de
peso molecular se observan a la izquierda.
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VIL.2.5. Presencia de las proteinas B106E, ¥14B, C16D y 1D3 en sobrenadantes de
epimastigotes y tripomastigotes de cultive. Para evaluar si las proteinas identificadas por
los anticuerpos monoclonales B106E, Fi4B, C16D y 1D5 eran secretadas por el pardsito en
cultivo, se realizd un inmunoblot. El mAb F14B reacciond ligeramente con una proteina de
38 kDa que fue secretada por los tripomastigotes; mientras que los mAbs B106E, C16D y
1D35, no reconocieron ninguna de las proteinas de secrecidn (Fig. 10A). Por otro lado, al
enfrentar los mismos anticuerpos con proteinas de secrecidn de epimastigotes, no hubo
reaccion {Fig. 10B). Bl control positive, swero de raton dirigido contra la proteina de

secrecion de T. cruzl, la cruzipaina, si reacciond con ambos estadios.

VI.2.6. Localizacion de antigenos de superficie de I. cruzgi por los anticuerpos

monocionales.

Para determinar si los antigenos de T. cruzf se localizaban en la superficie celular, se
utilizaron dos métodos  diferentes: la  inmunofluorescencia indirecta y la

inmunoprecipitacion de proteinas de superficie marcadas con I'*%,

V1.2.6.1. Inmunofluorescencia indirecta de epitopos de superficie. Los resultados por
inmunofluorescencia indirecta mostraron que Unicamente el mAb B106E reconocid al
antigeno que ileva su nombre en la superficie celular de los tripomastigotes (Fig. 11B). Los
mAbs F14B, (Fig. 11C) C16D y 1D5 aparentemente no reaccionaron con antigenos de
superficie de tripomastigotes (Fig, 11D y F), El contrel positivo de la prueba fue suero de
ratén contra la cepa QUE en estado crénice de la enfermedad (Fig 11H) y los controles

negativos fueron suero de ratdén no infectado y el mAb 32.2 (Fig. 11F y G).




T

FIG 10. RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS SECRETADAS POR LOS DIFERENTES
ANTICUERPOS MONOCLONALES. Las proteinas de secrecidn se obtuvieron a partir de
sobrenadante de epimastigotes y tripomastigotes de cultivo. Estas proteinas de secrecion, se
sepataron por electroforesis en geles de acrilamida al 12% con SDS y mercapteetanol. Después,
las proteinas se transfirieron a papel de nitrocelulosa y se realizé un inmunoblet. Las primeras firas
muestran las proteinas secretadas por el pardsito teflidas con negro amido. Cada tira de protefnas
secretadas por tripomastigotes (A) y epimastigotes (B), se incubaron con los mAbs B106E, F14B,
C16D, 1D5, 32.2 (control-) v suero de congjo anti-cruzipaina (dilucidon I: 500. Control +). Los
marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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FIG. 11. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE EPITOPOS PROTEICOS DE SUPERFICIE. La
localizacién de los antigenos de tripomastigotes de cultivo identificados por log mAbs BIOGE, F148, C16D y 1D5,
se evalud por inmunofluorescencia indirecta, Para ello, se fijaron 2X10° tripomastigotes en portachjetos y se pre-
incubaron con los diferentes mAbs, Los controles fueron: suerc de ratén no infectado (dilucién 1:50), el mAb 32.2
{controles -} y suere de ratén cronico anti-QUE (dilucién 1:50. Control +). Después, se incubaron con el conjugado
anti ratén IgG biotinilado, dilucidn 1:500 y finalmente se incubd con estreptavidina fluoresceinada, dilucién 1:500.
Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cdmara himeda a 37° C, por 30 min. Las muestras ge revisaron con luz
ultravioleta & través de un objetivo 63 X. A) tripomastigotes en campo claro, B) tripomastigotes + B106E en campo
fluorescente, C) tripomastigotes + F14B en campo fluorescente, D) tripomastigotes -+ C16D en campo fluorescente,
E) tripomastigotes + 1D5 en campe fluorescente, F) tripomastigotes + 32.2 en campo fluorescente, G}
tripomastigotes + suero de ratén no infectado en campo fluorescente y ¥) tripomastigotes + suere de ratoén crénico
en campo fluorescente.
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VL.2.6.2. Inmunoprecipitacién de proteinas de superficie. Al inmunoprecipitar las
proteinas de superficie de los epimastigotes con los diferentes anticuerpes monoclonales,
se observé que el mAb BIO6E pre-incubado con 46, 222 cuentas por rminuto {cpmy) de
extracto proteico, precipitd una proteina de 59 kDa (Fig. 12A, carril 4 ); mientras que los
mAbs F14B, C16D y 1D5 pre-incubados con la misma cantidad de proteinas marcadas, no
precipitaron ninguna proteina. Al pre-incubar con mayor cantidad de extracto proteico
marcado, 100, 000 cpm, con los mAbs F14B, C16D y 1D3, tnicamente el mAb F14B
precipitd a diferentes proteinas de 177, 155, 129, 84, 76 y 54 kDa (Fig. 12B, carril 4); en

tanto que los restantes anticuerpos siguieron sin precipitar proteinas.

V1.2.7. Identificacién de la reactividad de los anticuerpos monoclonales por
carbohidratos. Para determinar si los diferentes mAbs estaban dirigidos contra
carbohidratos, el extracto proteico de epimastigotes se tratd con 0, 5, 10 y 20 mM de 4cido
peryddico. El efecto de éste, se midié por variaciones en fa reactividad de los mAbs
B106E, F14B y C16D con respecto a extracto proteico no tratado, reflejadas en los valores
de D.O obtenidos a partir de un ELISA. El reconocimiento del mAb B106E tratade con 20
mM de 4cido peryédico, bajo ligeramente con respecto al extracto sin tratar, de 0.59 2 0.47.
Este regultado fue semejante a lo que se observd con el suero de ratdén crénico (contro! +),
en donde también bajo la D.O de (.85 a 0.75 {Grafica 2). Los mAbs F14B y C16D, al
enfrentarse con el extracto proteico de epimastigotes tratados con el dcido peryédico, no

mostraron cambios en los valores de D.O.

V1.2.8, Identificacién de la reactividad de los anticuerpos monoclonales por proteinas,
Los resultados anferiores sugirieron que los anticuerpos monoclonales estaban dirigidos
contra epitopos proteicos. Para evaluar ésto, se tratd el extracto de proteinas totales de
epimastigotes con 10 pg de proteinasa K. La variacidn en la reactividad de los anticuerpos
monoclonales se evalué mediante un ELISA. Los resultzdos obtenidos de esta prueba

mostraron que el reconocimtiento de los anticuerpos monoclonales B106E, F14B, C16D y
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1D3 por el extracto proteico se vio afectado después del tratamiento, ya que los valores de
D.0O bajaron con respecto a los valores con extracto no tratado. La D.O de la reactividad
del mAb B106E disminuyé de 0.46 a 0.i1; con el mAb F14B bajé de 0.85 a 0.04; con ¢l
mAb C16D disminuyé de 0.28 a 0.085; y con el mAb 1D5 bajé de 0.39 a 0.01 {Gréfica 3).

VE2.9. Actividad litica de los diferentes anticuerpos monoclonales sobre T. cruzi.
Para evaluar la actividad litica de los anticuerpos monoclonales contra tripomastigotes, se
empled el ensayo de lisis mediada por complemento. Los tripomastigotes muertos por fa
fijacidn de las proteinas del complemento a la membrana celulat a través de los diferentes
anticuerpos monoclonales, se representé como % de lisis. El mAb 1D5 indujo la lisis del
55 % 2 % de los tripomastigotes y el mAb F14B lisé al 38 + 0 % de éstos. Al aplicar la
prueba estadistica de T-student, s{ hubo diferencias significativas (p< 0.05) entre tales
valores de lsis, con respecto a la lisis de los tripomastigotes obtenida con los controles
negativos, el mAb 3G10 y el suero de ratén no infectado, es decir del 14 £ 7y 28 + 1 %,
respectivamente, El mAb B106E liso al 34 + 16% de los tripomastigotes y el mAb C16D
liso al 44 + 13 % de los tripomastigotes, no mostrandose diferencias significativas (p>
0.05) con respecto a los controles negativos, el mAb 3G10 y el suero de ratén no infectado.

El suero de ratén crdnico {control +) lis6 al 96 % de los tripomastigotes (Tabla IIT).
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FIG. 12. INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS DE SUPERFICIE. La

inmunoptecipitacién de proteinas de superficie de epimastigotes marcadas con 1'®, se realizé con

los mAbs B106E, F14B, CI6D y 1D5, unidos a proteina A-sefarosa, anti IgM de ratén-agarosa y
proteina Gr-agarosa, respectivamente. Las diferentes muestras se corrferon en un gel de
poliacrilamida al 10% y se expusieron a una pelicula para rayos X a—72° C por 4 y 16 dfas. En (A)
extracto de la cepa QUE marcado con %46, 222 cpm), carril 1; inmunoprecipitaciones realizadas
con snero de ratén crdnico anti-QUE (control +), carril 2; IgGs de ratdn no infectado (control-},
carril 3; mAb B106E, carril 4; mAb C16D, carril 5; mAb 1D35, carril 6. En (B) extracto de la cepa
QUE marcado con I'* (100, 000 cpm), carril 1; inmunoprecipitaciones realizadas con suero de
ratén crénico anti-Ninoa, carril 2; IgGs de ratén no infectado, carril 3; mAb F14B, carril 4, A la
izquierda y derecha se muestran los marcadores de peso molecular.
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GRAFICA 3. REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS MONOCLONALES POR
CARBOHIDRATOS. En esta grafica, se muestra el reconocimiento de los mAbs B106E, F14B,
C16D, y el suerc de ratdn crénico anti-QUE (control +) sobre extracto de epimastigotes tratado con
0, 5, 10 y 20 mM de acido peryodico. Esta reaccion se evalud por un ELISA. La D.0 se midio a 490
nm. Los valores son promedios de duplicados de un experimento.
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GRAFI(;‘A 4. REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS MONOCLONALES POR
PROTEINAS. Se muestra la reactividad de los mAbs BI106E, F14B, C16D, 1D5 y el suero de
raton ecrénico anti-QUE (Control +) sobre extracto de epimastigotes tratado con 0 y 10 ug de
proteinasa K. La reaccion se evalnd por un ELISA. La D O se midid a 490 nm Los valores son
promedios de duplicados de un experimento.
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TABLA IIl. ACTIVIDAD LITICA DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
DIRIGIDOS CONTRA T. cruzi.

mAb ISOTIPO % DE LISIS
BIOSE 1eG2a 34416
F14B TgM NE
CI6D TgM 3£ 13
1Ds IgGl 55 £ 2 %
3Gi0 IG2a 14 £ 7
S.R. CRONICO - 96 + 3
SR NO - 28% 1
INFECTADO

La actividad litica de los mAbs en contra de tripomastigotes de cultivo se evalué por ensayo de
lisis mediada por complemento. Los tripomastigotes se incubaron con 50 ug de los diferentes
mAbs a temperatura ambiente por 30 min y con el suero de cobayo (fuente de complemento) a 37°
C por 18 h. En la tabla se muestra los % de tripomastigotes lisados por los mAbs BI106E, F14B,
C1éD, 1D35, 3G10, suero de ratén crénico anti-QUE y suero de ratén no infectado. Los valores
son promedios de dos experimentos 4 desviacién estandar.

* Al realizar el andlisis estadistico (T-Student), los valores de lisis observados con los mAbs F14B
v 1D3 fueron significativamente difetentes (p< 0.05), con respecto a los valores obtenidos con tos
anticuerpos controles (3G10 y suero de ratdn no infectado).

V1.2.10. Efecto de los anticuerpos monoclonales sobre la infeccidn in vifro de células
Vero. El efecto de los mAbs sobre la infeccién de los tripomastigotes a las células Vero, se
evalud contando el nimero de células infectadas a través de un microscopio 6ptico a las 0,
24 v 48 h post-infecciébn de un total de 100 células (Tabla IV). A las 0 h, los
tripomastigotes pre-incubados con los mAbs B106E, F14B y 1 D35 infectaron at 35 % de las
células, mientras que con el mAb C16D infectaron al 49 % de las células. Tales porcentajes
de infeccidn no mostraron diferencias significativas {(p> 0.05) con respecto a los valores de
infeccion de las células infectadas sélo con los parasitos. Asi, los porcentajes de inhibicion
de la infeccion observados en las células, no fueron significativos a este tiempo. A las 24 h,

la infeccion de los tripomastigotes pre-incubados con los mAbs B106E, F14B y C16D fue
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del 24 £ 4, 30 £ 0.4 y 39 £ 0. 29 %, respectivamente, valores de infeccidn més bajos que
los alcanzados por las células infectadas tmicamente con los fripomastigotes, ya que
infectaron al 54 % 13 % de las células. Al someter tales valores a la prueba estadistica, no
se observaron diferencias significativas (p> 0.05) con referencia a los valores de infeccion
observados con las células infectadas soélo con parasitos. Los parasitos pre-incubados con el
mAb 1D5 que infectaron al 47 £ 12 % de las células, no mostraron diferencias
significativas (p> 0.03) con respecto a lag células infectadas Gnicamente con ios pardsitos.
Finalmente, a las 48 h, las células infectadas con pardsitos pre-incubados con el mAb
B106E, siguieron presentando porcentajes bajos de infeccidn, pues infectaron al 28 + 0.4 %
de las células; con el mAb F14B aumentaron los niveles de infeccion, alcanzando ¢l 52 + 8
% de infeccién; los tripomastigotes pre-incubados con el mAb 1D35 infectaron al 36 £ 4 %
de las células v con el mAb Cl6D se infectd al 45 + 3 % de las célutas. Al realizar el
analisis estadistico se observé que unicamente el valor de infeccién obtenido con los
pardsitos pre-incubados con el mAb B106E, con respecto al valor de infeccidn de las
células infectadas s6io con pardsitos presentaron diferencias significativas {p< 0.05). La
inhibicién de la infeccidn de los tripomastigotes pre-incubados con el mAb B10O6E fue del
35 % (Tabla IV).

El niimero de amastigotes intracelulares de las células infectadas con tripomastigotes pre-
incubados con los diferentes mAbs aumenté conforme transcurrio ¢l tiempo de infeccion.
A las 0 h, los niveles de infeccitn alcanzados con los tripomastigotes pre-incubados con
los mAbs B106E, F14B, C16D y 115 fueron de entre 149 a 227 amastigotes. El niimero de
amastigotes a las 24h, fue de entre 416 a 705 y a las 48 b, fue de entre 742 a 1063. Al
comparar estadisticamente los resultados del efecto de los mAbs BI0GE, F14B, C16D v
IDS con los obtenidos sélo con los parsitos, no se observaron diferencias significativas

(p> 0.05. Tabla IV).
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TABLA IV.EFECTO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES EN LA INFECCION DE CELULAS VERO.

TIEMPO ()
Mab 0 24 43

% DE PARASITOS/1400 ; % DE % DE PARASITOS/100 | % DE % DE INFECCION : PARASITOS/100 % DE

INFECCION | CELULAS ENEORICION  INFECCION | CELULAS INHIBICTON CELULAS INEOBICION
BIEE 3542 149+ 85 21 24+ 4 46248 55 280 * 1000 £ 100 35
F14B x4 15517 22 300 H5=45 44 52=8 303 + 103 0
Cl6D 496 ITEW ] EHET 416+ 24 27 d5+3 ey 0
1Ds 353 206+ 11 22 47+12 550 & 39 13 36+4 1083+7 16
3G10 456 155+131 ] 431 43515 0 453 1136 £ 76 1]
No 4518 189422 54113 449 £ 94 4311 110t +6
mAb

En esta tabla, se muestra el efecto de los mAbs B106E, F14B, C16D, 1D3, y el 3G10 (control -} sobre la infeccién de céhulas Vero
y el mimero de amastigotes/100 células. Los valores de infeccién se dan en porcentajes. Los tripomastigotes de cultivo se pre-
incubaron cor los diferentes mAbs a 4° C, por 2 h. Después, £stos se agregaron a las céhulas Vero (10 parasitos por cada célula) v
se co-cultivayon durante 18 b a 37° C. La infeccidn se evalud a las 0, 24 ¥ 48 b post-infeccidn, mediante el conteo de células

infectadas y el niimero de parasitos intracelulares tefiidos con May Grunwald-Giemsa.

a. Los valores representan promedios + desviacién estindar de dos experimentos.
b. Porcentajes de inhibicion de 1a infeccidn a partir de 100 células.
* Bl porcentaje de infeccidn a células Vero por pardsitos pre-incubados con ¢l mAb B106E fue mas bajo, mostrando
diferencias significativas (p< 0.05) con referencia a las células infectadas sélo con parasitos.

ESTA TESIS NO SALE

DE LA BIBLIOTECA
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V1.2.11. Efecto de ios anticuerpos moncclonales sobre la cinética de parasitemia en
sangre de ratones. La evaluacion del papel que juegan los cuatro mAbs sobre la infeccion
de tripomastigates a ratones BALB/c, se realizé por medio de la observacidn de la
parasitemia presente en la circulacidn sanguinea por 42 dias, después que se infectaron los
ratones. Para ello, se realizaron dos experimentos en donde se utilizaron anticuerpos
monoglonales semipuros, precipitados con sulfato de amonio y anticuerpos purificados por
cromatografia de afinidad, experimento I y II, respectivamente.

Los resultados obtenidos del primer experimento mostraron que los ratones infectados
con pardsitos pre-incubados con los mAbs 1D5 y Cl6D alcanzaron una parasitemia
méxima de 2+ 0 y 3 £ 1 X 10° de pardsitos/ml de sangre, respectivamente. Estos valores
fueron similates a los observados en los ratones controles que se infectaron tnicamente con
pardsitos y pardsitos pre-incubados con el mAb 3G10. Por otra parte, la parasitemia
méxima de los ratones infectados con pardsitos pre-incubados con los mAbs B106E y
F14B fue de 1 + } X 10° de parasitos. De esta manera se observd que 10s ratones
alcanzaron la misma carga parasitaria, pues al aplicar la prueba estadistica, no hubo
diferencias significativas (p> 0.05) con respecto a los ratones infectados sélo con parasitos.
Siguiendo la evaluacién del efecto del mAb BI06E en la cinética de parasitemia, se
observé que al final éste logrd bajar el nimero de pardsitos en circulacién hasta no ser
evidente (Grafica SA ). Al analizar estadisticamente el efecto de este mAb, si hubo
diferencias significativas (p< 0.05} con respecto a los ratones infectados Unicamente con

pardsitos.

En el segundo experimento, la parasitemia maxima alcanzada por ratones infectados con
parésitos pre-incubados con el mAb B106E fue de 3 + 3 X 10° de parasitos/ml de sangre, y
al Anatizar la cinética de parasitemia, no hubo pardsitos en circutacion en todos los ratones.
La parasitemnia mdxima de los ratones infectados con pardsitos pre-incubados con los
mAbs, F14B, y BLO6EA+F14B fue mayor con respecto a los valores del primer experimento,
pues los ratones alcanzaron valotes de infeccion de 7 % 4 a 10 + 2 X 10° pardsitos/ml de
sangre (Gréfica 5B), pero los niveles de pardsitos fueton semejantes a los obtenidos en los

ratones controles infectados con pardsitos pre-incubados con IgGs de suero de ratén no



81

infectado, los mAbs 3G10, 32,2 y dnicamente con los pardsitos. Al someter los valores de
parasitemia al andlisis estadistico, sélo hubo diferencias significativas (p< 0.05) entre los
ratones infectados con pardsitos pre-incubados con el mAb B106E vy los ratones controles,
pues la paragitemia desapareci6 de la circulacién, efecto no observado con los mAbs F14B,
C16D,1D5, ni con la combinatoria de F14B+B106E,

VL.2.12, Efecto de los anticuerpos monoclonales en la sobrevivencia de ratones
infectados, Para evaluar el efecto de los diferentes anticuerpos monoclonales en la
sobrevivencia de ratones infectados, se contd el nlimero de ratones que sobrevivieron a la
infeccion y los valores se reprasentaron en porcentajes. La sobrevivencia se evalud a lo
largo de 42 dias.

En el primer experimento, los ratones infectados con pardsitos pre-incubados con el mAb
BI06E, logrd proteger al 50% de los ratones. La sobrevivencia de los ratones infectados
con pardsitos pre-incubados con el mAb F14B fue del 17%, valor semejante al observado
por los ratones infectados con pardsitos pre-incubados con el mAb no relacionado (3G10);
mientras que con los mAbs C16D) y 1DS5, los ratones no sobrevivieron a la infeccion, al
igual que los ratones controles infectados vnicamente con parasitos. En el segundo
experimento, los ratones infectados con pardsitos pre-incubados con el mAb B106E logtd
proteger al 33% de los ratones vy con el mAb 1D3 sobrevivio el 17 % de los ratones;
mientras que los ratones pre-incubados con los mAbs FI14B y BIO6E+F14B, no
sobrevivieron. Estos resultados fueron similares a los observados por los ratones infectados
Ginicamente con pardsitos o pre-incubados con los mAb no relacionados (3G10 y 32.2).
Tales resultados mostraron que solaumente el mAb B106E, es capaz de proteger

parcialmente a los ratones infectados con T, cruzi.




82

———— 105

10
9 4

> —ciEs )
1 -e 4 - -B106E |
5 ——F14B

5 ——3G10

4 —@— o mAb
3 g

2 4.

1 |

0

MILLONES DE PARASITOS/ml

—_

O =N wddOO~N®DD
: PR PR
e B Rt

4 - BI0BE
—a——F14B !
——s—B10GE+F148
D5
——32,2
-1y Gs ;
[—#—NomAb |

i
i
1
'
I
|
|

38 40 42
DIAS POST-INFECCION i

MILLONES DE PARASITOS/ml

GRAFICA 5. EFECTO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES EN LA CINETICA
DE PARASITEMIA DE RATONES, En el experimento I, (A) se muesira el efecto de los mAbs
(precipitados con sulfato de amonio al 50%-PBS): B106E, F14B, C16D, 1D3 y 3G10 (control -)
sobre el nimero de parisitos presentes en la circulacion sanguinea de los ratones. En el
experimento 11, (B) se muestra el efecto de los mAbs (purificados por cromatografia de afinidad):
BI106E, F14B, B106E+F14B, 1D5, 3G10, 32,2 ¢ IgGs de suero de ratdn sano (los tres 1iltimos son
los controles -) sobre el nimero de pardsitos circulantes. Los ratones fueron infectados por via
intraperitoneal con 10° tripomastigotes pre-incubados con 0.5 mg de los diferentes mAbs, La
parasitemia fue evaluada a partir de sangre periférica (dilucién 1:500) bajo un microscopio éptico
por 42 dias. Los valores son promedios de parasitemia de ratones que sobrevivieron a la infeccion,
* El mAb B106E bajo los niveles de parasitemia, hasta no observar pardsitos en circulacion,
mostrando tales resuitados diferencias significativas (p< 0.03), con respecio a los controles.
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GRAFICA 6, EFECTO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES EN LA
SOBREVIVENCIA DE RATONES. En el experimento I, (A) se observan porcentajes de
sobrevivencia de los ratones infectados con los pardsitos pre-incubados con los mAbs
(precipitados) B106E, F14B, C16D, 1D5 y 3G10. En el experimento II, (B) sc¢ observa la
sobrevivencia de ratones que fueron infectados con pardsitos pre-incubados con los mAbs (puros)
B106E, F14B, BI06E+F14B, 1DS, 3G10, 32.2 & 1gGs de suero de raidn sano.
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VIL DISCUSION.

T. cruzi presenta una composicién antigénica compleja, y de entre ésta, los antigenos
situados en la superficie celular son de interés por ser los primeros en tener contacto con la
célula hospedera. De shi, la importancia de identificar antigenos que ayuden al
entendimiento de el/los mecanismos involucrados cn la infeccidn de 7. cruzf a las células
hospederas. Bl uso de anticuerpos monoclonales especificos contra antigenos de superficie
han sido de gran ayuda para la caracterizacién de moléculas del parasito. No obstante,
todos los trabajos se han enfocado en ef estudio de antigenos de cepas de origen
sudamericano, no evaludndose antigenos de cepas mexicanas, antigenos que pudieran ser

diferentes a los descritos con anterioridad.

En el presente estudio se caracterizaron quimica y biologicamente a diferentes antigenos
de la cepa Querétaro de T. cruzi, usando como herramienta diferentes anticuerpos
mionoclonales. Se produjeron cuatro anticuerpos monoclonales con isotipos diferentes y
dirigidos contra distintos epitopos de antigenos de tripomastigotes de cultivo. Los mAbs
fueron denominados: B106E (igG2a), F14B y C16D (IgM) y 1D3 (IgG1, Martinez, 1995).
Estos reconocieron a diferentes proteinas de epimastigotes, el mAb B1O6E identificd un
doblete de 180 kDa, el mAb F14B reconocié una proteina de 35 kDa y un doblete de 40
kDa, el mAb C16D identificé dos antigenos de 42 y 71 kDa, y el mAb 1D5 reaccioné con
un antigeno de 45 kDa (Fig. 6A). Con antigenos de tripomastigotes y amastigotes de
cultivo, los mAb B106E v F14B (Fig. 6B vy C) reaccionaron aparentemente con los mismos
antigenos que se observaron en epimastigotes, aunque hubo ligeras variaciones e el peso,
nGmero ¢ intensidad de las bandas, variaciones que pudieran deberse a modificaciones
post-traduccionales, tales como la glicosilacion o fosforilacién de las cadenas
polipeptidicas, lo que indica variabilidad estructural de estos antigenos segin la
metaciclogénesis del pardsito; en lo que respecta a los mAbs C16D y 1DS5, éstos no
reaccionaron con tripomastigotes ni con amastigotes (Fig. 6B y C). Tal observacidn sugirié
que a las concentraciones de antigenos utilizadas, los mAbs C16D y 1D5 podrian ser

especificos de estadio, no obstante serfa recomendable probar los anticuerpos con



85

concentraciones mayores de antigenos. Sin embargo, nuestros resultados si sugieren una
expresién diferencial de esios antigenos en los diferentes estadios del parasito. Los mAbs
B106E y F14B no fueron especificos de estadio. La especificidad de los anticuerpos por
uno u ofro estadio se ha observado en diferentes trabajos. Asi, hay anticuerpos especificos
para antigenos de epimastigotes (Cooper, 1991) y anticuerpos monoclonales especificos
para antigenos de tripomastigotes metaciclicos (Teixeira y Yoshida, 1986; Yeshida y col,,
1990; Saborio ¥y col., 1990; Ramirez y col., 1993), También, se han encontrado anticuerpos

que reconocen a todos los estadios de T eruzi (Araujo y col., 1982).

Por otro lado, se observo que los mismos antigenos identificados en la cepa QUE por los
mAbs, se presentaron en las cepas mexicanas (JAL, JFA, JBE, Z10, H5, Ninoa) y
sudamericanas (Esmeraldo y Sitvio) de T. cruzi; sin embargo al igual que con los antigenos
de los diferentes estadios del parasito, hubo variaciones en el peso, nlumero e intensidad de
las bandas (Fig. 7), resultado que sugiere la posibilidad de que estas proteinas fueran
expresadas como componentes polimérficos o que fueran variaciones dadas a nivel post-
traduccional. Resultados semejantes, se han observade con otros mAbs dirigides contra el
antigeno de 35/50 kDa de tripomastogotes metaciclicos y epimastigotes de diferentes cepas
de T. cruzi, pues se presentaron variaciones en la intensidad de las bandas proteicas y

puede expresarse ¢ no en las diferentes cepas (Mortara y col., 1992).

En nuestro caso, la variabilidad observada en la reaccidn de los mAbs con los antigenos
de diferentes cepas de T. cruzi podria ser efecto de la heterogeneidad observada en las
cepas mexicanas y sudamericanas (in vitro) a nivel bioldgico, metaciclogénesis,
infectividad vy virulencia; a nivel bioguimico, diferencias en los patrones isoenzimaéticos
(Lépez-Olmos v col,, 1998). También al estudiar el ADN de diferentes cepas con enzimas
de restriccién y luego ver su patron de corrimiento, fue evidente la variabilidad, la cual se
asocid con el origen geogrifico de las cepas (Zavala-Castro, Velasco-Castrején y
Hetndndez, 1992). Estas razones, podrian influir en la exposicién de los epitopos en la
supetficie de los pardsitos y por ello darse la variabilidad del reconocimiento de los

antigenos por los diferentes mAbs.
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Continuando con la caracterizacién de los epitopos de T. cruzi, se demostrd por
inmunoblot que los mAbs B106E y DS, no cruzaron con proteinas de T. rangeli y
Leishmania sp, parsitos que coexisten en la misma zona endémica que 7. cruzi; en tanto
que los mAbs F14B y C16D, si cruzaron con ambos extractos (Fig. 8). Ademés, se observo
por el BLISA que los mAbs BIG6E y 1D5 tampoco cruzaron con diferentes
concentraciones de las proteinas en estado nativo de 7. rangeli y Leishmania sp (Grafica
2).

También, se observd que los antigenos identificados por los mAbs B106E y 1D3, no se
presentaron en extractos proteicos de Toxoplasma gondii, Mycobacterium tuberculosis y
Taenia crassiceps; mientras que el mAb F14B, si cruzd con todos los extractos y el mAb
C16D reacciond ligeramente con Mycobacterium tuberculosis (Fig. 9). Tales resultados
sugieren que los mAbs B106E y 1D5 son especificos de especie, ya que Unicamente
identificaron a T. cruzi, y no cruzaron con antigenos obtenidos de organismos
pertenecientes a la misma familia, Tripanosomatidae, ni con antigenos de diferentes
agentes infecciosos causantes de enfermedad en el ser humano. Los mAbs Fi4B y C16D,
no son especificos de especie, sugiriéndose que las proteinas identificadas por dichos
mAbs se tratan de proteinas que se han conservado a lo largo de la evolucion, o a que los
gpitopos proteicos sean semejantes en los diferentes organismos y no se trate de las mismas

proteinas.

Todos estos resultados sefialan a el antigeno de 180 kDa como posibles candidatos para

usarlos en la inmunoprofilaxis y para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.

Al estudiar la localizacién de los antigenos del pardsito por medio de los mAbs a través
de la IFY, se observé que el antigeno BIOGE se localiza en la superficic de los
tripomastigotes (Fig 11B); en tanto que los antigenos F14B, C16D v 1DS5, no se localizaron
en la superficie de los pardsitos (Fig. 11C, D y E). Tale resultados pueden atribuirse quizd a

que los antigenos fueran de origen cifoplasmatico o que se tratard de epitopos que
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estuvieran enmascarados, lo cual impediria el acceso de los anticuerpos, y para exponerlos
se necesite solubilizar las proteinas membranales de los pardsitos con detergente. Un
resultado similar fue observado cen el anticuerpo monocional 155D3, especifico para el
antigeno de 85 kDa, pues éste no reconocié a ningin epitopo de superficie por IFI; sin

embargo al inmunoprecipitar las proteinas de superficie marcadas con Na 12

y al
solubilizarse con NP-40, se logrd observar al antigeno de 85 kDa (Ouaissi y col., 1990).
Debido a tales resultados, se realizé la inmunoprecipitacién de las proteinas de superficie

1'** de epimastigotes con los diferentes anticuerpos monoclonales para ver si

marcadas con
se repetian los resultados por IFI, sélo se trabaié con epimastigotes por ser el estadio
reconocido por todos los mAbs. Asi, el mAb B106E precipité una proteina de 59 kDa (Fig,
12A), proteina que no correspondio al peso observado por inmunoblot, es decir de 180 kDa
(Fig. 6A), ésto indicé que posiblemente el antigeno se degradé por accidn de proteasas.
Tales resultados coincidieron con lo observado en otro trabajo con la glicoproteina de 90
kDa, presente en tripomastigotes, pues el peso fue diferente, sugiriendo que hubo
proteolisis, debido a la velocidad de lavado de los pardsitos (destruccidén mecanica de los
parésitos) o a que el exfracto no se hubiera mantenido en hielo o congelacidn durante el
experimento (Snary y Hudson, 1979). En el presente trabajo se utilizaron inhibidores de
proteasas para la exiraccidon de proteinas marcadas, hecho que evitaria la proteolisis; sin
embargo la velocidad de lavado de los parsitos antes y después de marcar las proteinas fue
2 800 g, velocidad que también emplearon Snary y Hudson, y que sefialan que pudo inducir
la lisis de los parasitos e inducir la proteolisis de la proteina, en nuestro caso pudo ocurrir
lo mismo. Otro trabajo demostrd que las variaciones en los pesos moleculares de las
proteinas precipitadas y atin entre las proteinas ya descritas, dependen de la metodologia
empleada, es decir del tipo de radioiodinizacion (I o 1!, razén menos frecuente),
velocidad (400 a 800 g) de lavado de los pardsitos y la concentracién de detergente (0.5%-
2% de NP-40) (Schechter y Nogueira, 1988). Por otro lado, el mAb F14B, no precipité a
ninguna proteina a partir de 45 000 cpm de proteinas marcadas (Fig. 12ZA), pero al
aumentar la concentracion de proteinas marcadas a 100 000 cpm, se observd la
precipitacion de diferentes bandas de 54, 76, 84, 129, 155 y 177 kDa (Fig. 12B), mostrando

que la solubilizacién del antigeno con el detergente quiza provocd que se expusieran sitios
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de reconocimiento para el mAb y ademds que la expresién del antigeno en las
subpoblaciones del parasito parece ser reducida. La variedad en el mimero de bandas puede
deberse a que el anticuerpo reconocié diferentes epitopos de la misma meléeula, o son
epitopos compartidos por diferentes protefnas, o a las mismas razones observadas con el
antigeno precipitado con el mAb B106E.

A pesar de las variaciones observadas en el peso molecular de los antigenos, se confirmé
que el antigeno precipitado con el mAb B106E fue de superficie; mientras que el antigeno
identificado por ¢l mAb F14B, también se localizé en la superficie celular del pardsito, no
mostrando fluorescencia positiva debido a que como ya se menciond, quizé el epitopo se
encuentre enmascarado o que la expresidn del antigeno en las subpoblaciones de 7. cruzi es
reducida. Otro prueba que podria utilizarse para evitar cualquier duda de la localizacién
exacta de las moléculas identificadas por los cuatro mAbs, podria ser una microscopia
electrénica, ya que esta prueba mostraria la localizacién en el pardsito de cada molécula

identificada por los anticuerpos monoclonales.

Un gran néimeto de antigenos que intervienen en la interaccion pardsito-célula hospedera
son carbohidratos, por tal motivo se determind si los diferentes epitopos reconocidos por
los cuatro anticuerpos monoclonales eran carbohidratos o proteinas, De esta manera, se
tratd el extracto proteico con diferentes concentraciones de acido peryédico a pH 4cido
{4.5), reactivo que rompe grupos hidroxilos de los anillos de Ias hexosas, sin que se alters
la estructura de las cadenas polipeptidicas (Woodward, Young y Bloodgood, 1983). Para
determinar si los epitopos de epimastigotes identificados por los mAbs eran proteinas, el
exfracto se tratd con proteinasa K, enzima que rompe profeinas en estado nativo. El
reconocimiento de los mAbs B106E, F14B, C16D y 1D35 (Martinez, 1995) por el extracto
tratado con el dcido peryddico, no mostrd vatiacion en los valores de D.O, con respecto al
extracto sin tratar. Esto, sugirié que los epitopos identificados por los mAbs no son
carbohidratos o son carbohidratos que estan enmascarados, es decir ¢! sitio de unidn con el
anticuerpo no es terminal (Kabat, 1976). Al tratar el extracto proteico con proteinasa K y
enfrentarlo con los cuatro anticuerpos monoclonales, los valores de D.O se redujeron a

diferencia del extracto sin tratar donde se presentaron valores de D.QO mads altos (Grifica 4).
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Tales resultados sugirieron que los mAbs BI106E, F14B, C16D y 1D5 parecen estar

dirigidos exclusivamente contra epitopos proteicos.

La funcién biolégica de los diferentes anticuerpos monoclonales sobre T.cruzi, en cuanto
a la capacidad que tienen estos de fijar proteinas del complemento en la superficie de los
tripomastigotes y lisarlos, mostrd que el mAb 1D5 a pesar de no reconocer a los
tripomastigotes en las pruebas ya sefialadas, si ocasiond la muerte del 55 % de los pardsitos
a tiempos largos de pre-incubacidn, 18 h, pues a tiempos cortos de pre-incobacién como
reportaron Kipnis, Kreftli y Da Silva en 1985, no hubo lisis celular. Efecto que indicaria
que pata que el mAb fije a las proteinas del complemento en 1a membrana del parasito, éste
no debe sufrir ningin tratamiento previo, como sucedis en el inmunoblot e IFI o quizd a
que se necesite mayor tiempo para gue ocurra la fijacion de las proteinas del complemento.
Por otro lado, el mAb F14B iis6 al 38 % de los tripomastigotes, efecto que también pudo
ser dado por los tlempos largos de pre-incubacidn usados; mientras que los mAbs BI06E y
C16D mostraron porcentajes de lisis similares a los controles negativos (3G10 y suero de

ratén no infectado) (Tabla ).

Se continud con la evaluacién de la participacién de los antigenos del parisito en la
interaccién de éste con la célula hospedera, en especial la protefna de 180 kD identificada
por ¢l mAb BLOGE vy la proteina de 35-2/40 kDa identificada por el mAb F14B, debido a
que ambas se localizan en la superficie y presentan caracteristicas interesantes. Asi, al pre-
incubar los pardsitos con los diferentes mAbs v evaluar la infeccion a células Vero, a
diferentes tiempos post-infeccién, se encontré que a las 0 y 24 h post-infeccion no hubo
inhibicidn de la infeccidn, pues los valores fueron semejantes a los controles (Tabla IV). A
las 48 h post-infeccion, Gnicamente el mAb B106E inhibio parcialmente la infeccidn de los
pardsitos en el 35% de las células (Tabla IV). Tal resultado sugirié que la inhibicién de la
infeccion, se debe a que este mAb bloqued estéricamente a la proteina de 180 kDa del
pardsito, proteina que parece estar involucrada en la interaccion con la célula hospedera,
este mismo efecto se ha observado con los mAbs 1G7, 10D8 (Texeira y Yoshida, 1987),
3F6 (Ramirez y col., 1993), 16C11 (Gomes y col., 1995) y 3C9 (Franchin vy col., 1997),
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También, se observé que una vez que el pardsito entra a la célula, éste se reproduce
normalmente, pues los valores de parisitos intracelulares no variaron con respecto a fos
controles. Asi, en el estudio de la inferaccién ir vitro de T. cruzi con la célula hospedera, se
reportaron diferentes mAbs (Texeira y Yoshida, 1987; Yoshida y col., 1989; De Cassia y
col., 1993; Gomes y col., 1995; Franchin ¥ col., 1997) que bloquean parcialmente a
diferentes antigenos que participan en este fendmeno, lo que indicaria que para que ocurra
la invasion del parisito a la célula hospedera intervienen varios antigenos, y que el mayor o
menor éxito en la inhibicién también depende de la célula hospedera que se invada, fa cepa
utilizada, y la concentracion de mAb y del antigeno, Resultados que apoyan estas ideas
fueron aportados por Ramirez y colaboradores (1993), al estudiar el papel que juega el
antigeno 3F6 (82 kDa) obtenido de tripomastigotes metaciclicos en la infeccion de células
Vero por la cepa CL (altamente invasiva) y la cepa Tulahuén {menos invasiva), pues al
bloquear los recepiores de las células con diferentes concentraciones del antigeno
reconocidos por los mAbs, impidieron la invasién de los parasitos con la cepa CL; mientras
que los parédsitos de la cepa Tulahuén, que también wtilizaron al antigeno 3F6 pata invadir a
la célula hospedera, presentaron una via alterna que facilité la entrada de los pardsitos a las
células, pues no obstante que el receptor para este antigeno estaba ocupado, los pardsitos

reclutaron al antigeno 10D8 (35/50 kDa), logrando entrar a la célula hospedera.

Dada la participacion del mAb B106E en los ensayos de infeccion in vitro, se evalué su
papel en la infeccion de T. cruzi in vivo. También se probaron los otros tres anticuerpos
monoclonales, Los resultados obtenidos a partir de dos experimentos en donde se evalué la
cinética de parasitemia y la sobrevivencia de ratones infectados con pardsitos pre-
incubados con los diferentes mAbs, demostraron que unicamente el mAb B106E redujo la
carga parasitaria de los ratones hasta no ser evidente en la circulacion sanguinea. El
mecanismo por el cual el mAb interfiere con la infectividad de los tripomastigotes puede
ser el mismo que se sugirié en los ensayos de infeccion in vitro, es decir que la unién del
mAb al antigeno de 180 kDa de los tripomastigotes bloqued la entrada del parasito a las
células. La sobrevivencia de los ratones infectados con los pardsitos pre-incubados con el

mAb B106E fue del 50% en el primer experimento (Gréfica 6A) y del 33% en el segundo
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{Grifica 6B). La diferencia en los porcentajes de sobrevivencia puede deberse a variaciones
en las condiciones experimentales usadas. Otra razén de tal variabilidad en los resultados
podiia atribuirse a que la expresion del antigeno BIO6E en las subpoblaciones de los
parasitos fuera diferente. De esta manera, podemos decir que se identificoé una proteina de
180 kDa que estd presente en los tres estadios de una cepa mexicana de 7, cruzi, participa
en la interaccion con la célula hospedera v que al blogquarla con un anticuerpo especifico se
protege parcialmente a los ratones. También, se puede concluir que la interaccion pardsito
célula hospedera se lleva a cabo por la participacion de diferentes moléculas, como es el
caso del glicoconjugado de 35/40 kDa, la gp de 82 kDa, y en el caso de [a cepa QUE, la
proteina de 180 kDa. Estos resultados estarian a favor de que la invasion de T, cruzi a la
célula hospedera in vitro e in vivo se da por la participacién de un gran numero de
moléculas y que la intervencidén de una u otra molécula, va a depender de la cepa utilizada

y la célula infectada.

Antigenos de T. cruzi que pesen 180 kDa y que favorezcan la interaccion con la célula
hospedera no se han descrito, sin embargo existen anfigenos con pesos muy cercanos,
como el glicoconjugado Ssp-3, que pesa de 50 a 210 kDa y que se identific con los mAbs
3CS y 87. Este antigeno participd en la adhesién e invasion del pardsito a células de
mamffero no fagociticas (Schenkman, Diaz y Nussenzweig, 1991), al igual que el mAb
309, favorecié la adhesién a células trasfectadas con ¢l receptor Fe, demostrando que la
interaccion fue dependiente de éstos receptores (Schenkman y col,, 1992). También, el
antigeno Ssp-3 mostrd ser blanco del mAb 3C9, pues al inyectar tal anticuerpo a los
ratones (transferencia pasiva), y enseguida inocularlos con los pardsitos, se evitd la
infeccién (Franchin y col., 1997). Por otro 1ado, durante la fase cronica de la enfermedad de
Chagas, un exoantigeno de 160 kDa fue reconocido por sueros de enfermos cronicos. Este
antigeno sélo se localizd en tripomastigotes. Interesantemente no se presentd en individuos
que se curaron después de la inmunoterapia (Jazin y col., 1991). Otro antigeno que tiene un
peso molecular alto, de 121 a 222 kDa, es la neuraminidasa. Esta enzima participd en la
interaccidn 7. cruzi-célula hospedera, actuando como modulador de la infeccidn a través de

un mecanismo de control negativo, pues al utilizar el mAb TCN-1 dirigido contra Ia
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enzima del pardsito, se observé un incremento en los niveles de infeccidn de los parasitos a

las células (Prioli, Mejfa y Pereira, 1990),

Como se puede observar, la proteina B106E aqui caracterizada, solo tiene en comun con
los antigenos Ssp-3, 160 y neuraminidasa, que se pueden agrupar en antigenos de alto peso
moelecular, y que participan en la interaccidn del pardsito con la célula hospedera, pero no
de la misma manera que la proteina B106E, pues la neuraminidasa aumentd los niveles de
infeccion en las células (in vifro) y el antigeno de 160 kDa es de secrecién, mientras que
en nuestro caso parece no serlo. Tampoco parece tratarse del antigeno Ssp-3, que aunque
interviene en la invasion del parsito a la célula hospedera como el antigeno B106E, este
fue identificade por anticuerpos que reconocen dcido sidlico y en nuestro caso el mAb
B106E parece reconocer exclusivamente una region peptidica. No obstante estas
observaciones, es necesario que tna vez gue se purifique el antigeno, se secuencie y se
evalle si existe homologia con alguno de estos antigenos o con alglin otre antigeno ya

secuenciada,

Finalmente, es interesante sefialar que establecida la importancia de los epitopos
proteicos identificados con los diferentes anticuerpos monoclonales, es necesario
purificarlos, como ya se mencioné y volver a evaluar su importancia en la inhibicién de la
infeccion in vitre y ver si generan una respuesta inmune protectora a ratones. Asi, también
encontrar ¢l receptor del antigeno en la célula hospedera y estudiar su importancia en la
interaccion parasito-célula hospedera. Por otro lado, se puede investigar si los antigenos
puros, sobre todo el antigeno de 180 kDa, y los mAbs sirven para el diagndstico de la

enfermedad de Chagas en sus diferentes fases.
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VII. CONCLUSIONES.

+ Se produjeron y caracterizaron cuatro diferentes anticuerpos monoclonales: B106E,

F14B, 1D5 y Cl6D dirigidos contra T, cruzi.

+ El mAb B10O6E fue isotipo [gG2a, el mAb 1D5 fue isotipo IgGl v los mAbs F14B y
C16D pertenecieron al isotipo IgM.

¢Los mAbs BI06E y F14B reaccionaron con epitopos proteicos de epimastigotes,
tripomastigotes v amastigotes; mientras que los mAbs 1D5 y C16D podrian ser especificos

de estadio, pues aparentemente sélo identificaron a epimastigotes.

¢ Los anticuerpos monoclonales teaccionaron con antigenos de las cepas de T, cruzi: Z10,
JAL, JFA, JBE, H3, Ninoa, Silvio y Esmeraldo, aunque hubo variaciones en el peso,

nimero & intensidad de Jas proteinas reconocidas por éstos.

¢+Los mAbs B1OSE y 1D5, no reconocieron antigenos de lisados de 7. rangeli y
Leishmania sp, miembros de la familia trypanosomatidae a la que también pertencce T,
cruzi, ni reconocieron antigenos de lisado de Toxoplasma gondii, de fluido de cisticerco de
Taenia crassiceps, y tampoco reaccionaron con proteinas de secrecion de Myecobacterium
tuberculosis, 1o cual hace a estos antigenos interesantes para estudios posteriores.
Asimismo, el antigeno B106E y su anticuerpo correspondiente podrian emplearse en el

diagnéstico de la enfermedad de Chagas,

¢ Los mAbs B106E y F14B identificaron un epitopo localizado en la superficie celular de

T. cruzi.

+ Unicamente e! mAb F14B identificé una proteina secretada por tripomastigotes.
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+ Los epitopos identificados por los cuatre mAbs fueron de naturaleza proteica.

+ En enisayos de infecein in vitro, el mAb B106E inhibié parcialmente la infeccion de las
células Vero por el parasito. Sefialando la participacién de el antipeno BIOGE en la

interaccién con la célula hospedera.

+ En los ensayos de infeccion in vive, el mAb BI0SE logrd bajar los niveles de

parasitemia hasta no ser evidentes y logrd proteger parcialmente a los ratones infectados,
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APENDICE TEORICO I

Prevalencia e Incidencia de Ia enfermedad de Chagas.
Los paises endémicos para la enfermedad de Chagas, se muestran a continnacién:

Argentina, Todas las provincias del noreste son endémicas, principalmente Chaco,
Santiago del Estero, Salta y Jujui. 7. infestan es pricticamente el lnico vector,
presentandose en mas del 55% del territorio nacional. Mas de dos millones de individuos
estdn infectados con T. cruzi y de ellos, del 20 al 30% presentan manifestaciones clinicas,
especialmente cardiopatias. Las alteraciones digestivas se presentan en bajas proporciones.
La tasa de incidencia es alta, probablemente alrededor de 50 000 nuevos casos al afio. El
mimero de casos anuales disminuyd, después que se implementd a nivel nacional el

programa de control de vectores a nivel nacional.

Bolivia, Bolivia es probablemente el pais mas endémico, estdn afectados siete de nueve
departamentos, comprendiendo un srea endémica de aproximadamente 1, 000 000 km®. T
infestan es el principal vector, siguiendole T. sordida. De 500, 000 individuos infectados,
miés del 25% presentaron cardiopatia y del 5 al 10% presentaron alteraciones digestivas
{principalmente megacolon). La incidencia es muy aita, reportandose 20, 300 nuevos casos
al afio, En algunas provineias, se han iniciado programas de control de los vectores, tales

como Cochabamba, Tupiza y Tarija,

Brasil. El area endémica comprende més de 3,500,000 km 2, abarcando 17 estados ¥ 2,
400 municipios situados al noreste, sureste, sur y las regiones centrales del oeste. Cerca de
5,000,000 individuos estan infectados, estimdndose 20,000 nuevos casos al afio. T, infestan
es el principal vector en el pais, especialmente en el sudeste y las regiones central-oeste. 7.
brasifiensis, T. pseudomaculata, Panstrongylus megistus y Rhodnius nasutus son otros

vectores, que se dispersan en la region noreste. Estas especies fueton dristicamente



109

afectadas por el programa de control del vector efectuado a nivel nacional, erradicandose
cerca del 85% de su drea original de distribucion. La cardiopatia crénica que afecta de entre
el 20 y el 30% de la gente chagasica, y las alteraciones digestivas que son prevalecen en
mds del 10% de las personas, parecen ser mas severas en la regidn central que en los
estados del sudeste, Se realizé un programa de control del vector que cubrié todas las dreas
endémicas, hasta 1988. Por esta instancia, la serologia positiva entre nifios de edad escolar
disminuyo de 25% a casi el 0% en varias dreas de Sac Paulo y Minas Gerais entre 1978 y
1989,

Chile, La mitad del pais (la mayoria de Ia parte noreste) es endémica para la enfermedad
de Chagas, abarcando 350,000 km 2. Se estima que la prevalencia es de 370,000 casos, con
aproximadamente §,800 nuevos casos al afio. El principal vector es I. infestan. Las
alteraciones cardiacas y digestivas son detectadas en Chile, pero aparentemente son menos

frecuentes que en los paises vecinos,

Colombiz. Las ireas estudiadas tienen las mds altas incidencias, se sittan en el Valle del
Rio Magdalena, en la regién este {(Macarena) y en la cuenca del Rio Catacumbo, con una
poblacion de tres millones en riesgo de infeccién, v una prevalencia estimada de 900,000
individuos infectados y una tasa de incidencia en el pais que se estima en 24,000 nuevos
casos al afio. El principal vector es R. prolixus v T. dimidiata. En el Departamento de

Santander, la cardiopatia chagdsica prevalecio en 9% de los individuos infectados.

Ecuador. Las tasas de prevalencia mas altas se presentaron en Guayaquil y las regiones
costoras, en donde existe alrededor del 11% de seropositividad en la poblacién general, Se
estima que la incidencia es de 930 nuevos casos al afio . 1. dimidiata v R. Prolixus, son los

principales vectores domiciliarios, y R, ecuadoriensies es la segunda especie vectora.

Guyana Francesa, Guyana y Suriname, La enfermedad de Chagas parece tener poca
importancia en estos paises, pues pocos vectores salvajes y reservorios infectados se han

reportado. Las tasas de incidencia y los casos de infeccidén humana son aislados, El
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principal vector es R. Prolixus. Se estima que la incidencia podria enriquecerse a 29,300 y
160 nuevos casos al afic para la Guayana Francesa, Guyana y Suriname, respectivamente.

Mo hay datos clinicos disponibles.

Paraguay. 7. infestans es el principal vector, presentandose en la mayoria de los paises.
La prevalencia se estima en un 16% de la poblacidn, con una tasa de incidencia de cerca de
14,000 nuevos casos al afio. La tasa de mortalidad no esta disponible, y el programa de

control del vector se realizard préximamente.,

Perd. El drea endémica esta situada en la parte central-sudeste del pais, donde la tasa de
prevalencia varia de 5.7% al 12% (Departamentos de Arequina, Montegua y Tacha). La
poblacion en riesgo es de aproximadamente 6.7 millones de habitantes, mientras gue la
incidenica se estima en 19,000 nuevos casos al afio. T. infestans, es el principal vector en
las regiones endémicas del sureste, En el norte del pais, Panstrongylus lingnarius es una
especie selvitica que eventualmente invade habitaciones del hombre. Los datos clinicos de

la enfermedad no se encuentran disponibles (Citado de Pinto, 1992).

Uruguay. Tiene un 4rea endémica de 125,000 km?, la cual representa el 67% del pals,
principalmente en las regiones noteste y notoeste. Cerca de 130,000 individuos estdn
infectados, y Ia tasa de incidencia se estima en 700 nuevos casos al aflo, 7. infestans es el
principal vector. Mas del 20% de los individuos infectados presentan cardiopatia cronica.

Las alteraciones digestivas estin presentes, pero su nimero no se sabe.

Venezuela. El principal vector es R prolixus y T. maculata es la segunda especie
vectora. Fl drea endémica comprende 700,000 Km? en la regién no-amazénica, con 12,5
millones de gente en riesgo de infectarse, 1,2 millones de personas infectadas por T. cruzi y
una incidencia estimada en 27 000 nuevos casos al afio, Cerca del 20% de la poblacién
adulta infectada presenta enfermedad del corazén crdnica, pero las alteraciones digestivas
no son detectadas en el pais. Durante los {ltimos 25 afios, Venezuela llevé a cabo un

programa naclonal en contra del vector, consistiendo en el mejoramiento de las casas
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{400,000 casas rurales consiruidas) y esparciendo insecticidas. El indice de infestacion en
las casas disminuyé de 17.9% a 5% y el indice de infeccidn de triatéminos por T. cruzi
desminuyé del 11.5% al 2.5%,

Costa Rica. El principal vector es T. dimidiata, con la mas alta tasa de infestacién en el
plano central del pais (34%) con una tasa de infestacidn natural por 7. cruzi de mas del
30%, Cerca de 130,000 personas estén infectadas y las tasas de incidencia se estima en
3,600 nuevos casos al afio. En algunos enfermos se ha presentado cardiopatia chagésica y

las alteraciones digestivas son escasas.

Guatemala. La mitad de la poblacion esta en riesgo, 730,000 individuos estin infectados
por I. cruzi y la tasa de incidencia anual podria ganar 29,000 casos al afio. T. dimidiata es
¢l principal vector, con una tasa de infestacion de las casas del 34% (Distrito de
Chiquimula). K. prolixus puede también ser detectado en habitaciones rurales, Recientes

datos clinicos no se han reportado.

Honduras. Los mismos vectores que se reporian en Guatemala son encontrados en
Honduras, con similar infestacion y tasas de infeccion. El drea endémica comprende las
regiones del oeste, este v suveste del pafs, con 47% de la poblacién en riesgo de infectarse
con T. cruzi. Se estiman 300,00 individuos chagasicos y una incidencia de 11,000 nuevos
casos al afio. La cardiopatfa chagdsica es defectada frecuentemente en los hospitales de

Tegucigalpa. Las alteraciones digestivas no se han reportado.

Panama. Cerca de 900,000 personas estdn bajo riesgo de infectarse en casi la mitad del
pafs v principalmente en la zona central (Chorrera). Se estima gque mas de 200,000
individuos son chagdsicos y la incidencia es de 5,800 nuevos casos al afio. Parece que
algunos enfermos presentan alteraciones del corazén, mientras que las alteraciones
digestivas no se han detectado. Los vectores pueden ser capturados en varias provincias, de
fas cuales T. dimidiata se ha detectado en 16.42% de las casas, con una tasa de infeccion

con 7. eruzi del 3.1% (Gualaca) y R. pallecens tiene una tasa de infestacion del 3.2% y una
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tasa de infeccién por T. cruzi del 10.6%.

México, Mis de 1,300 000 personas estan infectadas, con una tasa de incidencia de 2,400
nuevos casos. T. longipennis, T.dimidiata, T. phyllosoma, T. pallidipennis, T.picturara, T.
rubida y R. prolixus son los principales vectores (particularmuente los tres primeros). Estos
pueden encontrarse a lo largo de la costa del Pacifico y en la parte sur y central del pais,
Las tasas de prevalencia van del 3 al 21% en poblaciones rurales y la incidencia es de
39,000 nuevos casos al afio. La cardiopatia chagdsica ha sido reconocida en la ciudad de

México y en el estado de Jalisco, asi como casos esporadicos de alteraciones cardiacas.

Otros paises de América. En Cuba y Jamaica, no se han detectado humanos con
enfermedad de Chagas autdctonos, pero si se han encontrado triatomas (7. bruneri, T.
obscura, T. flavida, Bolbodera sabrosa) y mamiferos salvajes infectados, En Belice, T
dimidiata es el vector domiciliario principal. Las tasas de prevalencia humana fueron dei
2.7% en ireas rurales. En el Salvador, de entre el 30 al 80% de las casas estan infestadas
con T. dimidiata, con una tasa de infeccidn natural del 25%. Se estima que existen 300,000
individuos chagdsicos. En Nicaragua, T. dimidiata y R. prolixus se detectaron a nivel
domestico, distribuyendose principalmente a lo largo de la Costa del Pacifico.
Aproximadamente, 60,000 personas estan infectadas. En Estados Unidos se han reportado
tres casos humanos autdotonos, vectores salvajes {T. protrata, T. neolomae, T. rubida, T.
recurva, 1. sanguisuga, etc.) y reservorios selvdticos infectados (Urecyon
cyhereoargenteous, Mephitis mephitis). En este pais, existe una inmigracidn intensa de
personas de América Latina, lo cual incrementa el riesgo de contraer la infeccién vy la

enfermedad de Chagas a través de [a transfusidn sanguinea (Citado de Pinto, 1992).
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APENDICE TEORICO I

Anticuerpos Monoclonales,

El desarrollo de la téonica para la produccién de anticuerpos monoclonales fue
importante para entender problemas biol6gicos. La combinacién del nicleo de células
normales productoras de anticuerpos con su contra parte, células malignes, fue realizada
por Koller y Milstein (1975), con ello se logréd analizar y purificar moléculas individuales
dentro de una enorme y compleja mezcla contenida en el material bioldgico. Estos
investigadores fueron galardonados en 1984 con el Premio Nobel de Fisiologia y medicina,
debido al desarrolo de dicha técnica.

Es importante apreciar que el monumental descubrimiento de K&ller y Milstein fue la
culminacién de otros descubrimientos llevados a cabo por diferentes investigadores. De
importancia particular fue: la comprobacién de la teoria de la seleccidn clonal en donde
Burpet (1957) proponia que los linfocitos presentaban en su superficie receptores
especificos para un antigeno determinado, que conducia a la proliferacion y diferenciacién
de clonas que secretaban anticuerpos de la misma especificidad que el receptor (Nossal y
Lederberg, 1958), el desarrollo de la téonica de fusion celular (Okada, 1962; Littlefield,
1964), la induccién artificial de plasmocitomas (Potter v Boyoe, 1962), v su adaptacidn a

crecer en cultivos de tejido (Horibata y Harris, 1970).

De esta manera los anticuerpos monoclonales se produjeron a partir de una célula que
resultd de la fusion de células secretoras de anticuerpos (obtenidas de ratones inmunizados)
y de células inmortales (mielomas). La fusién de las membranas celulares de ambas
células, se realizd al tratar las células con el virus Sendai o con concentraciones altas de
polietileno glicol (PEG), resultando con ello células multinucleadas (heterocariontas). Al
dividirse estas células, los niicleos de los heterocariontes se fusionaron, y las células hijas
presentaron més o menos ja misma cantidad de material genético. Las células hibridas no
son genéticamente estables, y hay una fuerte tendencia a perder cromosomas. Esta

tendencia no es completamente al azar, depende de la especie ¥ del tipo celular individual
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con que se trabaje (Goding, 1986). Las células hibridas resultantes fueron llamadas
hibridomas, fusién A-B, y para aislar éstas de otras fusiones que se pudicran presentar
como A-A, B-B o de los mielomas sin fusionar, fue necesario contar con un método de
seleccion, el cual consistid en lo siguiente: los mielomas presentan una mutacién en ia
enzima de la ruta alterna “salvaje” de la biosintesis de purinas, el gen de la hipoxantina
guanina fosforibosil transferasa (HGPRT). Tomando en cuenta esta caracteristica, se
blogued fa via principal “de novo” de biosintesis de guanosina por un antagonista del dcido
félico, la aminopterina v se obligé a utilizar la via alterna de sintesis de nucledtidos, en
donde los metabolitos hipoxantina o guanina son convertidos a guanosina monofosfatada
mediante la enzima HGPRT. Las células carentes de HGPRT mueren en un medio que
contenga hipoxantina, aminopteting y timidina (medio HAT), debido a que tanto la via
principal como la alterna estdn bloqueadas. Los hibridomas pueden crece en el medio
HAT, ya que la deficiencia de HGPRT en los miclomas se ve compensada con la presencia
de HGPRT en las células productoras de anticuerpos (células B), sintetizando nucledtidos a
través de la via alterna. La ruta principal de sintesis de nucledtidos en los hibridomas se
restablece al suprimir fa aminopterina del medio. La hipoxantina y la timina, se agregan
debido a que la sintesis de purinas y pirimidinas se bloquea por ta aminopterina (Littlefield,
1964).
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APENDICE EXPERIMENTAL I,

Medie de cultivo para el crecimiento de epimastigotes.

Medio LIT.

Composicién:
Cloruro de Sodio (NaCl) 40¢g
Cloruro de Potasio (KCI) 04g
Fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,) 80¢g
Glucosa (o dextrosa) 20g
Triptosa (DIFCO, niim de cat, 0124-01-0) 50g
Infusion de Caldo de Higado (DIFCO, nim. de cat. 6269-17-7) 50¢g
Hemina* (SIGMA, niim de cat. H-2250) 0.025 g
Suero Fetal de Bovino (GIBCO, num de cat. 200-614A) 100 ml

* 8e pesan (.25 g de hemina y se disueiven en 5 ml de frietanol amina (SIGMA, num de

cat. T-1377). Esta solucidn se mantiene en oscuridad a 4°C.

Mode de preparacién:

Todos los componentes del medio, excepto el ST'B y la hemina se disuelven en 1000 ml
de agua bidestilada, ajustando el pH a 7.2. Se esteriliza en autoclave a 120 °C y con presion
de 1 atmdsfera por 20 min. El medio se somete a una prueba de esterilidad, dejandose a
femperatura ambiente y en oscuridad durante tres dias. Finalizando la prucba de esterilidad,
el medio se complementa con 50 1 de hemina por cada 100 ml de medio a complementar
(quedando a una concentracidn de 25 pg de hemina/mi) y con 10 % de SFB inactivado,

Previo a su uso se realiza la misma prueba de esterilidad ya mencionada.
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APENDICE EXPERIMENTAL IF.

Preparacién de soluciones.

a) Soluciones utilizados en la produccién de anticuerpos monoclonales.

a.1. Polietilenglicol al 41% (PEG. SERVA)). Pesar 3 g de PEG y disolverlos en 4.2 ml
de medio D-MEM (GIBCO) a 56° C. Esta solucion se esteriliza por filtracion, empleando

una membrana de 0.22 pm.

a.2. Hipoxantina, timidina (HT. SIGMA) 100 X. Preparar una solucion madre de
hipoxantina 10 mM y de timidina 1.6 mM. Para ésto, disolver 0.136 g de hipoxaniina y
0.038 g de timidina en agua bidestilada y aforar a 100 ml. Si los reactivos ne se disuelven
completamente, calentar a 70 6 80°C. La solucidn se esteriliza a través de un filtro de .22

pot,
a.3. Aminopterina (A. SIGMA) 100X. Preparar una solucién madre 0.04 mM. Para ésto,
disolver 0.00176 g de aminopterina en agua bidestilada y aforar a 100 ml. La solucién se

esteriliza por filtracion a través de un filtro de 0.22 um,

Las soluciones HT y A, se usaron para preparar ¢l medio HAT y HT.

b) Soluciones amortiguadoras.
b.1. PBS, pH 7.2.
Fosfato de sodio monobésico (NaH;PQ,, 2H,0) 036¢g

Fosfato de sodio dibésico (NaHPO,) lidg
Clorure de sodio (NaCl} 90 g
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b.2. PSG, pH 7.5

Fosfato de sodio monobésico (NaH;POQ4. 2Hz0) 0.78 g
Fosfato de sodio dibdsico (NayHPO,) 1348 g
Cloruro de sodio (NaCl) 425¢g
Glucosa 50¢g

Los reactivos se disuelven en 900 m! de agua destilada, se ajusta el pH v se afora con 1000

ml de agua destilada.
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APENDICE EXPERIMENTAL IIL

a) Reactivos para ELISA.

a.1. Solucién amortiguadora de carbonatos.

Nap;COs 059¢g
NaHCO, 0293 g
NaNj3 002¢g

a.2. Albfimina al 1%-PBS.
Albimina lg,
aforar a 100ml con PBS pH 7.2

a.3.Tween 20 a} 0.05%-PBS.
Tween 20 50 ul,

diselver en 100 ml de PBS.

a.4. Sustrato OPD,

OPD 0.004 g

Agua destilada 5ml

Amortiguador citrato-fosfato a pH 5 [4c. citrico (H;CsHsO7. H20) 0.1 M y fosfato de sodio
dibdsico (Na,FHIPO4) 0.2 M] 5ml

H,0, 0.004 ul

a.5. Sclucidén para detener la reaccién.
H,80, (2.5N) 33 ml

Aforar con 50 ml de agua destilada.



a) Preparacion de soluciones para purificar anticuerpos.

a.l. Purificacién [y G2a,

a.L.L. Solucion de equilibrio.

APENDICE IV.

Solucién amortignadora de fosfatos de sodio 0.14 M, pH 8.

NasHPO, anhidro 17.03 g
N3H1P04 H'J_O 2.75 g

a.1.2. Solucion de elucidn.
Glicina 0.2M 1504 ¢
pH 2.8

a.2. Purificacién Ig G1.

a.2.1, Solucién de equilibrio.

Tris-Base 0.1M 12.11g
NaCl0.2 M 11.68 g
pH 8.2

a.2.2. Solucion de elucion.
Glicina 0.2M 1504 g
pH 2.8,

119



a.3. Purificacién Ip M.

a.3.1, Solucién de equilibrio.

Solucién amortiguadiora de fosfato de sodio (PB) 0.01 M, pH 7.2,

Na,HPO, anhidro 0.708 ¢
NaH;PO; H;O 0.688 ¢
NaCl (0.5 M) 2922

a.3.2, Solucién de elucién,

Glicina 0.1M 750 g
NaClQ.15M 87 g
pH 24

Todos los reactivos se disuelven y aforan con 1000 ml de agua destilada,

a.4. Solucién neutralizante,
Tris 1 M, pH 8.2 60.5¢g

Disolver y aforar en 200 ml de agua destilada.
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APENDICE EXPERIMENTAL V.

a) Electroforesis en gel de acrilamida/bisacrilamida.

La separacion de proteinas de extractos de T. cruzi y otros pardsitos; asi como de
sobrenadantes y anticuerpos, se realizé en una cdmara Mini-Protean Il Dual 8lab Cell (Bio-

Rad). Las proteinas inmunoprecipitadas, se corrieron en una cdmara grande (Bio-Rad).

Preparacion de geles: chicos grandes
(5.5 X 8 ¢m) (10 X 15.6 cm)

a.1. Gel Separador 10% 12% 16%,

Acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.8%  1.66 ml 2.00 ml 7.50 ml

4X de Tris-HCI 1.5 M-SDS 0.4%, 1.25 ml 1.25 ml 5.62ml

pH 8.8

Agua bidestilada 2.08 ml 1.75 ml 9.37 ml

Estas, se agregan a un kitasato de 25 ml y se degasifican al vacio, manteniéndose en

agitacidn constante por 10 min; enseguida se agregan los siguientes reactivos:

Persulfato de Amonio al 10% (100 mg/  0.016 ml 0.075 ml
TEMED 0.003 ml 0.015 ml

Inmediatamente se agrega la solucion entre los cristales de la camara y se deja polimerizar.

a.2. Gel concentrador al 4%.
Acrilamida al 30%-bisacrilamida al 1% 0.210 ml 0.960 ml
4X de Tris-HC1 0.5M-SDS 0.4%,pH 6.8  0.417 ml 1.875 m!
Agua bidestilada 1.017 ml 4.570 mi
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Estas se agregan a un kitasato y se degasifican al vacié manteniéndose en agitacién por

10 min. Después, se agregan las siguientes soluciones;

Persuifato de amonio al 10% 0.0083 mi 0.0370 ml
TEMED 0.0016 ml 0.0075 ml

Enseguida, esta solucidn se agrega sobre el gel separador y se pone un peine preparativo de
0.75 mm de ancho para los geles chicos y para el gel grande se pone un peine de 15

carriles. Se deja polimerizar,

Preparacion de muestra proteica y condiciones de corrida.

Para correr la muestra proteina, ésta se mezcla con amortiguador de muestra con o sin
mercaptoetanol dependiendo el caso, proporcién 1:1. Después, la muestra se hierve por 5
min y se agrega al carril del gel concentrador, junto con los marcadores pretefiidos de peso
molecular (BIO-RAD). Enseguida se agrega el amortiguador de electroforesis. La
separacion de proteinas se realiza a 200 volts por 45 min aproximadamente. Una vez que
concluye la corrida, se fija el gel por 1h con solucidn fijadora y después se tifie con azul de
Coomasie por 1h. Finalmente, se agrega solucion destefiidora hasta visualizar las bandas

proteicas.




#. 3. Soluciones para efectuar la electroforesis y tincién de geles.

2.3.1. Amortiguador de muestra.

Tris-HCL pH 6.8 0.5 M
sSDS 2%

Azul de bromofenol 1%
Glicerol 20%
2-B-mercaptoetanol 2%

a.3.2. Amortiguador de electroforesis.

Tris-HCl 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0.1%

a.3.3. Selucién Fijadora.
Isgpropanol 50%
Acido acético 7%

2.3.4. Colorante Azul de Coomasie.

Metanol 50%
Acido acético 10%
Azul de Coomasie 0.05%

a.3.5. Solucidén desteiiidora.
Metanol 20%

Acido acético 7%

Todas las soluciones se disuelven con agua bidestilada.
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b) Transferencia proteica a papel de nitrocelulosa.

Para efectuar la prueba de Inmunoblot {0 Western blot), se inmovilizan las proteinas en
un papel de nitrocelulosa. Esto se realiza sepatando las proteinas mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida, como ya se explicd. Después, ¢l gel, un par de
esponjas, un par de hojas de papel filtro y un pedazo de papel de nitrocelulosa de 6 X § cm,
se humedecen con amortiguador de transferencia por 10 min. Transcurrido este periodo de
tiempo, los implementos se colocan en un cassette en forma de emparedado. En uno de los
extremos se pone una esponja, enseguida un papel filtro, juego el gel con las proteinas,
siguiendole ef papel de nitrocelulosa y un papel filtro. Finalmente se pone una esponja y se
cierra el cassette. La colocacion de todos los implementos se hace evitando que se formen
burbujas en el papel de nitrocelulosa, ya que no habria transferencia de las proteinas. El
cassette se pone dentro de una cdmara Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell Bio-
Rad, junto con una unidad de enfriamiento v el amortiguador de transferencia en agitacion.
La transferencia de las proteinas se efectua del polo (-) donde esta el gel, al polo (+) donde

esta el papel de nitrocelulosa a 100 volts por 1h.

Para comprobar que se han transferido las proteinas, se corta una tira de papel de
nitrocelulosa y se tifie con colorante negro amido por 5 min y para visualizar las proteinas

se dan varios lavados con solucidn destefiidora.

b.L. Soluciones para realizar la transferencia,

b.1.1. Amortiguador de transferencia.
Trizma base 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20% a pH 8.3




b.1.2. Colorante Amido Negro.

Colorante Negro Amido  0.1%
Isopropanol 25%

Acido acético 10%

b.1.3. Solucién destefiidora.
Isopropanol 25%

Acido acético 10%

Todas estas soluciones se disuelven en agua destilada.
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APENDICE EXPERIMENTAL VI.

Experimentos de infeccién in vitro.

a} Lavado de portaobjetos.

Los portaobjetos se sumergen 18 h en alcohol al 70%. Enseguida, se lavan 10 veces con
agua cortiente, después se les agrega HCI IN y se ponen en agitacién por 30 min, Pasado este
periodo de tiempo, se lavan 10 veces con agua corriente y se dejan en PBS  por 30 min en
agitacion, luego se vuelve a lavar 10 veces con agua corriente, Finalmente se hace un lavado
con agua destifada libre de pirogéno {estéril). Lavados los portaobjetos, cada uno de ellos se
colocan dentro de una caja petri de 100 X 15 mm sobre un papel filtro del nimero 1 y se
esieriliza a 120° C, a 1 atmdsfera de presidn, durante 30 min, Antes de usar los portaobjetos

para cultivar las células, se agregan 5 ml de agua destilada sobre el papel filtro.

b) Fijacitn y tincién de células infectadas.

Las células infectadas que estdn adheridas en los portaobjetos, primero se dejan secar al aire
y enseguida se fijan con unas gotas de metanol. Una vez que se fijaron las células, se tifien
con la técnica de May Grunwald Giemsa, utilizando el colorante azul de metileno (MERCEK,
nim de cat 4003T09204), por 15 min. Bl colorante de azul de metileno se prepara diluyendo
10 gotas del colorante (frasco original) en 10 mi agua destilada, pH 7. Tefifdas las células, se

lavan varias veces con agua destlada, hasta quitar el exceso de colorante.
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APENDICE EXPERIMENTAL VIL

Preparacion de Alsever (anticoagulante).

Composicion.
- Cloruro de Sadio (NaCl) 042 ¢
- Citrato de Sodio dihidratado (CsHs NazOy. 2H;0) 08 ¢
- Glucosa (o dextrosa) 205¢
- Acido citrico menohidratado (HyCglH:07. H2O) 0.055¢g
Modo de Preparacion.

Todos los componentes se disuelven en 100 ml de agua bidestilada, ajustando el pH a 6.1.

La solucién se esteriliza por filtracion a través de un filtro de 45 uM.
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