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RESUMEN

ANALISIS ANTIGENICO DE EPIMASTIGOTAS DE Trypanosoma cruzi
OBTENIDOS EN CONDICIONES AXENICAS A 27°C Y 37°C EMPLEANDO
SUEROS DE PACIENTES CHAGASICOS.

Autor: Lcda. Diana Irene Graterol Romero.
Tutor: Dr. Victor Tulio Contreras Alvarez.
Fecha: Octubre del 2017.

Epimastigotas (E) de Trypanosoma cruzi creciendo en cultivos axénicos a 27°C se
usan rutinariamente para diagnostico. Epimastigotas de 37°C sobrenadantes de
cultivos celulares se consideran formas degenerativas de cultivos envejecidos
procedentes de tripomastigotas o de amastigotas. El nivel de semejanza se desconoce
por cuanto no se pueden separar de su estadio de procedencia. Con la obtencion de
epimastigotas derivados de amastigotas primarios fue posible solventar el problema.
Nuestro objetivo fue comparar epimastigotas de 37°C derivados de amastigotas
extracelulares primarios (A) y epimastigotas de 27°C, derivados de tripomastigotas
(T) inducidos en medio axénico. Se trabajo con el clon 7. cruzi (Dm28c) incubando
los A a37°CyTa27°C, en ML15-HA. Se compararon los cambios morfolégicos y
poblacionales por recuento en cdmara de Neubaiier y tincion con Giemsa. Los perfiles
proteicos y glicoproteicos se analizaron por SDS-PAGE y tinciones especificas. Los
cambios antigénicos mediante [nmunobloting con suero hiperinmune anti-
epimastigotas (anti-E), anti-4estadios (anti-TEMA) y contra antigenos totales y
fraccionados por electroelucion usando pool de sueros de pacientes chagasicos
agudos y cronicos. Nuestros resultados muestran que las cinéticas de transformacion
son diferentes segun sea el estado de procedencia del epimastigota. Las
transformaciones morfoldgicas estan asociadas a cambios proteicos y glicoproteicos
diferentes, relacionados con el estadio de procedencia y parece culminar morfoldgica
y molecularmente en un epimastigota estandar surgido del cultivo axénico por tiempo
prolongado. Mediante sueros hiperinmunes antiestadio se evidencio la existencia de
antigenos epimastigota especificos asociados a la procedencia, esos antigenos parece
no tener relevancia para usarlos en técnicas serologicas convencionales para el
diagnostico de la enfermedad de Chagas. Abordajes inmunoldgicos mas finos son
necesarios para validar o descartar la utilidad de esos antigenos con fines
diagnosticos. Sin embargo, es de interés analizar la dindmica a nivel protedmico que
confirmen la condicién de estadios de transicion de estos epimastigotas.

Palabras Claves: Trypanosoma cruzi, epimastigotas, Medio ML15-HA.
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ABSTRACT

ANTIGENIC ANALYSIS OF EPIMASTIGOTES OF Trypanosoma cruzi
OBTAINED IN AXENIC CONDITIONS AT 27°C AND 37°C USING CHAGAS
PATIENTS’ SERA.

Author: Lcda. Diana Irene Graterol Romero.
Tutor: Dr. Victor Tulio Contreras Alvarez.
Date: October 2017.

Epimastigotes (E) from Trypanosoma cruzi growing on axenic cultures at 27°C are
routinely used for diagnosis. Epimastigotes of 37°C supernatants from cell cultures
are considered degenerative forms of aged cultures from trypomastigotes or
amastigotes. The level of similarity is unknown because it can not be separated from
its stage of origin. With the obtaining of epimastigotes derived from primary
amastigotes it was possible to solve the problem. Our objective was to compare 37°C
epimastigotes derived from primary extracellular amastigotes (A) and epimastigotes
of 27°C, trypomastigote (T) derived induced in axenic medium. Worked with the 7.
cruzi clone (Dm28c) incubating the A at 37°C and T at 27°C, in MLI5-HA.
Morphological and population changes were compared by counting in Neubaiier
chamber and Giemsa staining. Protein and glycoprotein profiles were analyzed by
SDS-PAGE and specific stains. Antigenic changes by Immunoblotting anti-
epimastigotes (anti-E), anti-stage (anti-EMAT) hyperimmune sera and against total
and fractionated antigens by electroelution using pooled sera from acute and chronic
chagasic patients. Our results show that the transformation kinetics is different
according to the state of origin of the epimastigote. Morphological transformations
are associated with different protein and glycoprotein changes related to the stage of
origin and appear to culminate morphological and molecularly in a standard
epimastigote emerged from axenic cultivation for prolonged time. Through anti-stage
hyperimmune sera evidenced epimastigote specific antigen associated with the origin,
these antigens seem to have no relevance to use in conventional serological
techniques for the diagnosis of Chagas’ disease. Immunological approaches are
needed to validate or discard the utility of these antigens for diagnostic purposes.
However, it interest to analyze the dynamics at proteomic level that confirm the
condition of transitional stages of these epimastigotes.

Key words: Trypanosoma cruzi, epimastigotes, Medium ML15-HA.
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CAPITULO 1

1. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Trypanosoma cruzi (T. cruzi), agente etiologico de la enfermedad de Chagas
(ECh), es un protozoo flagelado que tiene un ciclo de vida natural que involucra dos
tipos de hospedadores: los mamiferos (incluyendo al hombre) y el insecto vector
hematoéfago (triatomino o chipo). En el insecto vector se identifican los estadios
epimastigotas y tripomastigotas metaciclicos, estos ultimos son eliminados con las
heces y orina del insecto y son las formas parasitarias infectantes para el vertebrado.
Estos metaciclicos invaden las células y en el mamifero se multiplican como
amastigotas, se diferencian intracelularmente a tripomastigotas y conducen al
estallido de la célula, con liberacion de tripomastigotas sanguicolas (Tyler y Engman,

2001; Goldenberg y Avila, 2011).

Los estadios presentan morfologias diferentes que cambian durante el ciclo
vital del parasito (De Souza, 2002; De Lima y col.,, 2007). Ademdas de estas
morfologias, otras formas intermedias se describen en el ciclo celular del parasito, lo
que lleva a algunos autores a sugerir una transformacion continua entre estadios sin
distincion del hospedador vertebrado o invertebrado (Almeida de Faria y col., 1999;
Tyler y Engman, 2001). En particular, existen evidencias de una forma epimastigota
en el hospedador vertebrado y en células de cultivo de tejidos (Faucher y col., 1995;
Almeida de Faria y col., 1999; Tyler y Engman, 2001; Tonelli y col., 2004) indicando
que el estadio epimastigota podria ser parte de los estadios del hospedador
vertebrado. Las formas intermedias aparecen transitoriamente en la diferenciacion de

amastigotas a tripomastigotas y comparten caracteristicas de ambos estadios, aunque



sus propiedades predominantes son de epimastigotas, incluyendo la morfologia

general (Almeida de Faria y col., 1999; Contreras y col., 2006).

Las transformaciones morfologicas de un estadio a otro estdn asociadas a
procesos de diferenciacion molecular que son disparados por factores como
temperatura, pH, tension de oxigeno y estrés nutricional. Los eventos se inician con la
transmision desde el insecto vector al hospedador vertebrado, donde los parasitos
experimentan un aumento de temperatura. Asi como un cambio de ambiente
extracelular en el insecto a una localizacion intracelular, donde es expuesto a otros
cambios como disminucioén del pH y exposicion a agentes oxidantes toxicos. Estos
procesos de transformacion morfoldgica y molecular pueden ser estudiados in vitro e
in vivo en parasitos mantenidos bajo condiciones controladas en el laboratorio

simulando los eventos que ocurren en la naturaleza (Contreras y col., 2006).

T. cruzi es un tripanosomatideo genéticamente heterogéneo con capacidad para
reproducir in vitro las fases de multiplicacion y diferenciacion que ocurren en la
naturaleza, el ciclo de vida en el hospedador vertebrado se puede simular cuando se
infectan cultivos celulares con 7. cruzi (Pan, 1971; De Souza, 2002) y del
invertebrado, al inocular sangre de un animal infectado en un medio de cultivo a
temperatura ambiente pasando por las mismas etapas de crecimiento y diferenciacion
que ocurren en el tracto digestivo del insecto vector (Brener, 1973; Zeledon y
Rabinovich, 1981). El cultivo in vitro de T. cruzi en condiciones axénicas no solo se
emplea para la produccion de antigenos para diagndstico, sino también para el estudio
del parasito desde el punto de vista inmunoldgico, metabodlico, bioquimico, genético y

de morfogénesis (Pan, 1978; Schuster y Sullivan, 2002).

Ha sido reportado la presencia de formas epimastigotas creciendo en el
sobrenadante envejecido de cultivos celulares in vitro a la temperatura del hospedador

vertebrado (37°C). Asi como también que células Vero infectadas con 7. cruzi en



pocos dias los amastigotas se transforman en epimastigotas (Contreras y col., 2006).
Se plantea la cuestion de si este estadio es una etapa intermedia obligatoria en la
diferenciacion de los amastigotas a tripomastigotas, cuyo tiempo de permanencia es
dependiente de las condiciones medioambientales o representa un mecanismo para la
sobrevivencia del parasito en condiciones adversas. La presencia de esta morfologia
no habia sido estudiada con detenimiento por considerar que carecia de significacion
biologica, desde el momento mismo que los epimastigotas fueron considerados

estadios exclusivos del hospedador invertebrado.

Cada vez se acumulan mas evidencias indicando que el estadio epimastigota
podria ser parte de los estadios del hospedador vertebrado. Faucher y col., (1995)
dieron evidencias concluyente sobre la existencia de una forma tipo-epimastigota en
menos de 1% de las células infectadas usando un anticuerpo monoclonal especifico
para epimastigotas. Almeida de Faria y col., (1999) demostraron la presencia de una
forma tipo-epimastigota transitoria como intermediario en la diferenciacion de
amastigotas a tripomastigotas, proponiendo identificarla como epimastigota
intracelular el cual es un estadio de transicion obligatorio cuyo tiempo de
permanencia en el citoplasma de la célula hospedadora es dependiente de las
condiciones medioambientales. Tonelli y col., (2004) trabajando con un linaje de
células dependiente de L-prolina cultivada a 33°C lograron arrestar la diferenciacion
de amastigota en epimastigota intracelular y restauraron su culminacion hacia

tripomastigota suplementando el medio con L-prolina.

En condiciones naturales también se evidencid al estadio epimastigota como
formando ser parte de los estadios del hospedador vertebrado. Deane y col., (1984)
reportaron el crecimiento de formas epimastigotas y su diferenciacion a metaciclicos
en la glandula odorifera de Didelphis marsupialis reservorios de 7. cruzi,
evidenciando que estas formas propias del vector pueden existir en el hospedador

vertebrado. Vale destacar, que los eventos de crecimiento y diferenciacion en el



interior de la glandula, ocurre a una temperatura de 35°C (temperatura de la piel)
mayor que en el insecto y menor que en las visceras de los mamiferos homeotermos
(Carreira y col., 2001). El estadio epimastigota durante la transicion de amastigota a
tripomastigota y en ubicaciones espurias en el vertebrado, sin estudios que expliquen
su significacion bioldgica, excluye que los epimastigotas derivados de amastigotas
primarios sean solo artefactos metodologicos. En 7. cruzi la expresion génica
antecede la diferenciacion morfologica (Contreras y col., 1985), esto es, los genes que
se expresan en los tripomastigotas y amastigotas pudieran estar siendo expresados en
los epimastigotas intracelulares descritos por Tonelli y col., (2004) y en los
epimastigotas extracelulares referidos por Graterol y col., (2014). La revision
bibliografica nos lleva a proponer la investigacion de estos epimastigotas de 37°C
derivados de amastigotas primarios como una primera aproximacion al estudio de

estadios singulares y formas de transicion presentes en el ciclo vital de 7. cruzi.



Objetivos de la Investigacion

1.2. Objetivo general

Analizar el perfil proteico, glicoproteico y antigénico de epimastigotas de

Trypanosoma cruzi Dm28c obtenidos en condiciones axénicas a 27°C y 37°C.

1.3. Objetivos especificos

1.- Producir formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c a 27°C y 37°C por

cultivo en medio axénico.

2.- Identificar mediante microscopia Optica las formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi Dm28c de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo.

3.- Caracterizar el perfil proteico y glicoproteico de los epimastigotas de diferentes

procedencias y temperaturas de cultivo.

4.- Caracterizar el perfil antigénico de los epimastigotas de diferentes procedencias y
temperaturas de cultivo con antisueros estadio especifico y pool de sueros de

pacientes chagasicos.

5.- Fraccionar por electroelucion multiple los antigenos de epimastigotas totales de
27°C y 37°C y caracterizar las bandas antigénicas fraccionadas mediante

Inmunobloting con pool de sueros de pacientes chagasicos.

6.- Evaluar la calidad de los antigenos totales procedentes de epimastigotas de 27°C
y 37°C para el diagnostico de la enfermedad de Chagas mediante ELISA usando

sueros de pacientes chagasicos confirmados.



1.4. Justificacion

Ferrer (2015) en una detallada actualizacion de técnicas moleculares para el
diagnostico de la ECh destaca la baja sensibilidad de las técnicas parasitoldgicas y la
baja especificidad de las inmunolédgicas frente a la utilidad de los métodos
moleculares en la fase aguda de la ECh, en Chagas congénito y en pacientes con
inmunodeficiencias. A la vez, recomienda la incorporaciéon de los métodos
moleculares al grupo de pruebas diagnosticas de la ECh. La comparacion de las
técnicas inmunoldgicas (ELISA, HAI e IFI) con las técnicas moleculares (PCR para
la amplificacion de ADN de minicirculo de kinetoplasto y ADN satélite) mostrd que
la eficacia diagnostica de las técnicas moleculares es elevada en la fase aguda,
mientras que en la fase cronica son més eficaces los ensayos inmunoldgicos (Ferrer y
col., 2013). Es evidente que, métodos diagndsticos basados en la deteccion de
anticuerpos contra 7. cruzi continian siendo ampliamente utilizados (Cooley y col.,
2008) y los antigenos de 7. cruzi mas usados son las formas del vector
(epimastigotas, 84%) que se cultivan en el laboratorio, mientras que las formas del
vertebrado (tripomastigotas, 9% y amastigotas 7%) se utilizan menos por ser de mas
laboriosa obtencion (Primavera y col., 1990). Por la facilidad de su produccion
masiva en el laboratorio, los epimastigotas de cultivo a 27°C son el material
antigénico mas utilizado en las técnicas inmunologicas. No conseguir en la
bibliografia trabajos usando epimastigotas procedentes de cultivos a 37°C plantea

interrogantes que deben ser dilucidadas.

Se ha descrito que los estadios del vertebrado tienen mayor especificidad
diagnodstica que los del invertebrado obtenido rutinariamente en cultivos a 27°C
(Primavera y col, 1990). Adicionalmente a esto, no se han encontrado reportes que
estudien la similitud entre los epimastigotas crecidos a 27°C y 37°C. La mayor
limitacion metodoldgica a considerar para realizar estudios comparativos entre

epimastigotas en cultivos celulares, derivados de amastigotas es garantizar la no



“contaminacion” con epimastigotas derivados de tripomastigotas. Con el desarrollo
del protocolo para la produccion de amastigotas primarios (Contreras y col., 2002)
derivados de metaciclicos en un medio quimicamente semi-definidlo MEMTAU es
posible solventar el problema de la mezcla de epimastigotas derivados de
tripomastigotas. Hay evidencias que el estrés induce la diferenciacion de los
amastigotas hacia epimastigotas a 37°C y que estos pueden ser mantenidos en medios
comunes MEMTAU y en un medio Unico quimicamente semi-definido ML15-HA
(Graterol y col., 2011). De ahi que, al disponer de estos abordajes metodoldgicos se
hace factible comparar morfologia, proteinas, glicoproteinas y expresion antigénica
de epimastigotas derivados de tripomastigotas y crecidos a 27°C y los derivados de
amastigotas extracelulares primarios y crecidos a 37°C utilizando un medio comun de
crecimiento para ambos epimastigotas. Adicionalmente, se abre la posibilidad de una
linea de investigacion inédita con nuevas interrogantes tanto a nivel de la

morfogénesis de 7. cruzi como su potencial utilidad en el diagnéstico de la ECh.



CAPITULO 11

2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Generalidades de 1a enfermedad de Chagas

La ECh o tripanosomiasis americana es una antropozoonosis que afecta
millones de pobladores rurales y urbanos en Venezuela y Latinoamérica (Dias y col.,
2002). Esta enfermedad fue descubierta en 1909 en Brasil por el Doctor Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas, quien describe la forma aguda de la enfermedad en
Berenice Soares de Moura, una nifia de dos afios que muere a los 82 afios infectada y
sin haber padecido la enfermedad; asi mismo, describe la morfologia y ciclo
bioldgico del parésito en hospedadores vertebrados e insectos transmisores y realiza
observaciones del curso de la infeccion en animales de laboratorio y cultivos (Chagas,

1909).

La enfermedad tiene como agente etiologico a 7. cruzi, protozoo hemoflagelado
que pertenece taxondOmicamente a la familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida
por poseer una organela caracteristica denominada kinetoplasto, localizada en la base
del flagelo. El parasito es transmitido principalmente a través del contacto con la
materia fecal de insectos hematdfagos de la subfamilia Triatominae (Hemiptera:
Reduviidae) conocidos como triatominos o chipos, los cuales son los vectores de la

enfermedad (Brener, 1973).

Otros mecanismos son la transmision por transfusion sanguinea y por
transplante de organos (Diaz-Bello y col., 2008). Puede llevarse a cabo también la
transmision vertical de la madre al feto por via transplacentaria y con menor

frecuencia por ingestion de leche materna (Otero y col., 2012; Carlier y col., 2015).



Los accidentes en laboratorio son raros y la ingestion de artropodos infectados, de
carne cruda o insuficientemente cocida y de alimentos o bebidas contaminadas con
materia fecal de triatominos o con orina, secreciones de las glandulas anales y con
heces de marsupiales infectados, han sido descritos (Dias, 2006; Alarcon de Noya y

col., 2010; Alarcén y col., 2011; Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012).

Originalmente, la tripanosomiasis americana debid ser una enfermedad
endozoonotica manteniéndose el ciclo a través de animales salvajes, transforméandose,
en una enfermedad antropozoonotica, al invadir el hombre los ecosistemas salvajes y
ocupar el espacio fisico perteneciente a estos mediante su accion desforestadora al
construir viviendas en dichos lugares, donde los triatominos han podido adaptarse

facilmente (Coura, 2007).

2.2. Epidemiologia. Situacion actual.

La infeccion por 7. cruzi constituye un problema de salud publica de relevancia
social y econdmica que afecta a 21 paises de América Latina (Figura 1), desde el sur
de EEUU hasta el sur de Chile y Argentina (Mathers y col., 2007), con gran
diversidad en las caracteristicas de transmision, cuadros clinico-patoldgicos y tasas de
incidencia y prevalencia de la infeccion. Segun estadisticas publicadas en 2016 por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se calcula que en el mundo hay entre 6 y 7
millones de personas infectadas, con una incidencia de hasta 200.000 casos y millares

de muertes (OMS, 2016).

En Venezuela, esta enfermedad es importante no solo por su prevalencia que
oscila entre 7,2 y 16,3% en diferentes localidades (Bonfante-Cabarcas y col., 2011),
sino por la presencia de focos de transmision activa en pobladores menores de 10
afios, lo que le da a esta patologia caricter de enfermedad re-emergente y

particularmente en el estado Carabobo (Cannova y col., 2003; Afez y col., 2004;
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Traviezo y Bonfante-Garrido, 2004; Flores, 2005). Sin embargo, existe un grave
problema de sub-registro, esto debido a casos no diagnosticados o no reportados al
Ministerio del Poder Popular para la Salud, lo que trae como consecuencia una

subestimacion de la enfermedad en el pais.

[[] Endemic areas

[JEnzootic areas

Figura 1: Distribuciéon geografica de la enfermedad de Chagas. Zonas endémicas
en gris y antropozoonaoticas en blanco (Coura y Dias, 2009).

En areas endémicas rurales, el parasito se transmite a los seres humanos y otros
mamiferos principalmente por via vectorial a través del contacto con la materia fecal
del insecto hematdfago de la subfamilia 7Triatominae (Dias, 2000). De esta subfamilia
los géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus tienen particular importancia
epidemioldgica en Venezuela. La existencia de otras vias de transmision del parasito
ha sido descrita (Diaz-Bello y col., 2008; Carlier y col., 2015). Recientemente,
Alarcon de Noya detectd una microepidemia urbana de Chagas agudo de transmision
oral en la comunidad educativa Andrés Bello en el municipio Chacao en Caracas
(Alarcon de Noya y col., 2010) y una segunda en la poblacién de Chichiriviche de la
Costa en abril 2009 (Alarcon de Noya y Martinez, 2009), lo cual pudiera ser resultado

de dificultades técnicas para controlar la enfermedad asociado a modificaciones de
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los habitos de los triatominos (Afiez y col., 2003). La deteccion de estos brotes de
Chagas agudo plantea la necesidad de considerarla una enfermedad re-emergente,
dado que en el pais se desconocia hasta el momento, esta via de transmision (MPPS,
2014). Sosa-Estani y Segura (2015) en una revision reciente sobre el control de la
enfermedad y su eliminacion como problema de salud publica concluyen que si bien
no puede ser erradicada debido a la existencia de triatominos silvestres en contacto
con el ciclo doméstico, sin embargo, es posible interrumpir la transmision del parasito
y reducir la pesada carga de esta enfermedad. Mdas recientemente, en un articulo
espafiol analizan las diferentes variables que permiten el mantenimiento de la
enfermedad en Latinoamérica y refiere localidades donde se ha podido reducir
significativamente las cifras de incidencia (Moriana y col., 2016). En abril de 2017,
se publicd el boletin epidemiolégico del Ministerio de la Salud con cifras

correspondientes al periodo junio-julio de 2015 y no se hace referencia a la ECh.

2.3. Morfologia de Trypanosoma cruzi

T. cruzi presenta durante su ciclo evolutivo cuatro estadios con propiedades
biologicas diferentes; dos de esos estadios estan en el hospedador invertebrado
(vector) a 27°C, los epimastigotas y los tripomastigotas metaciclicos y los otros dos
en el vertebrado (hombre y animales salvajes) a 37°C, los amastigotas y los
tripomastigotas sanguineos o hemdticos (Brener, 1973). El parasito se caracteriza
por la presencia de un unico flagelo que desaparece en la fase o estadio de vida
intracelular. Contiene en su citoplasma una Unica mitocondria muy desarrollada y
cuya matriz engloba un largo filamento de ADN estrechamente empaquetado,
llamado kinetoplasto. El flagelo puede estar formando el borde de una membrana
ondulante o ser libre en toda su longitud y desaparecer externamente, reduciéndose
entonces a un axonema intracitoplasmatico cuando vive como parasito intracelular

(Berenguer, 2007). Las tres morfologias basicas del 7. cruzi se definen por su forma,
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la posicion del kinetoplasto respecto al nticleo y la region por donde emerge el flagelo

(Figura 2) y son los siguientes:

Citofaringe
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endoplasmatico
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)/ Microtabulos.
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Figura 2: Morfologia de diferentes estadios de Trypanosoma cruzi. A. Amastigota.
B. Epimastigota. C. Tripomastigota. (Teixeira y col., 2012).
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» Amastigota: Es la forma de multiplicacién intracelular del mamifero, se
caracteriza por sus pequefias dimensiones (2-3 pum de didmetro) y contorno
circular, ovoide o fusiforme. El citoplasma es escaso y el nucleo es
relativamente grande, redondo y excéntrico. El kinetoplasto tiene forma de
barra, grande cercano al ntcleo y el flagelo se reduce a un pequefio segmento
intracelular. Esta forma proviene de la diferenciacion de los tripomastigotas,
tanto metaciclicos como sanguineos y tiene la capacidad de infectar a otras

células.

» Epimastigota: Es la forma de multiplicacion del parasito dentro del vector, no
infectiva para el ser humano o mamifero. Es de aspecto fusiforme con 20 a 25
pm de longitud. Posee cuerpo alargado, ntcleo en la porciéon media del cuerpo
y se multiplican mediante division binaria. Posee flagelo libre que favorece su
locomocién y kinetoplasto en forma de barra, localizdndose en la mitad
anterior del parésito y delante del ntcleo, con presencia de una membrana
ondulante en esa region del cuerpo. Se multiplica de manera profusa en el

tubo digestivo de los triatominos y en los medios de cultivo.

» Tripomastigota: Es una forma no replicativa pero infectiva para el humano u
otros mamiferos y es de localizacion extracelular. Tiene un cuerpo alargado
con 20 a 25 um de longitud, puede adoptar forma de “C” o “S”. Posee un
nucleo alargado y redondeado ubicado en la porcion media del parasito,
presenta un kinetoplasto circular en forma de baston grueso o redondeado
muy proximo a la extremidad posterior y un flagelo libre con su membrana
ondulante que bordea todo el cuerpo. Existen dos tipos: el tripomastigota
sanguicola, que se localiza fundamentalmente en sangre periférica del
hospedador vertebrado y el tripomastigota metaciclico, localizado en la

ampolla rectal del insecto y es eliminado con la orina (De Souza, 2002).



2.4. Ciclo evolutivo de Trypanosoma cruzi

T. cruzi posee un ciclo de vida complejo que incluye la infeccion del
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hospedador vertebrado (Figura 3) y la transmision por insectos vectores (Figura 4).

Los hospedadores definitivos son animales vertebrados y el hombre. Entre los

animales domésticos estan el perro y el gato; entre los silvestres figuran cachicamos,

rabipelados, murciélagos y roedores (Brener, 1973). El ciclo de vida comienza
cuando el ftriatomino ingiere tripomastigotas sanguicolas de la sangre de un
vertebrado infectado. Esta morfologia en el estdbmago del insecto se transforma a la
forma epimastigota, se multiplica y luego se transforma a tripomastigotas

metaciclicos que es la forma infectante para el hombre y otros mamiferos; estas

formas se ubican a nivel de la ampolla rectal del insecto (Figura 4) y cuando el

triatomino vuelve alimentarse de sangre de un individuo sano, las formas infectantes
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Figura 3: Ciclo evolutivo de Trypanosoma cruzi
(Tomado de http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/index.html)
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Figura 4: Vision esquematica en 3D del ciclo de 7. cruzi en el hospedador
invertebrado.

A. Insecto vector ingiriendo tripomastigotas presentes en sangre del hospedador
vertebrado. B. En el estomago del insecto los tripomastigotas se transforman en
epimastigotas y esferomastigotas. C. Los epimastigotas se multiplican en el intestino
y se anclan a la membrana perimicrovilar de las células intestinales. D. La adherencia
ocurre predominantemente a través de la region del flagelo. E. En la region posterior
del intestino, muchos de los epimastigotas se transforman en tripomastigotas
metaciclicos y se adhieren a la cuticula del epitelio de la bolsa rectal del insecto. F.
Cuando los parasitos salen del epitelio, los tripomastigotas metaciclicos son
eliminados en la orina o excrementos del insecto (Teixeira y col., 2012).
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se eliminan con las heces y orina del insecto e invaden al nuevo hospedador a través
del orificio de la picadura y penetran las células cercanas. Dentro de la célula se
transforman en amastigota, para comenzar alli la multiplicacion y en el citoplasma
invadido (nido de amastigotas) empieza una rapida transformacion hacia
tripomastigota, que al adquirir movimiento lisan la célula que los contienen liberando
los tripomastigotas sanguicolas para invadir nuevas células y tejidos o ser ingeridos

por el insecto vector (Figura 3) y asi completar el ciclo (Goldenberg y Avila, 2011).

2.5. Fases clinicas de la enfermedad de Chagas

Actualmente, segiin Consenso Internacional sobre etapa indeterminada de la
ECh, se definen 2 fases en la infeccion: aguda y crénica (Mordini, 2010). Las
alteraciones descriptas en cada una de estas fases suelen ser diversas y dependen tanto

del contexto genético del hospedador, de la edad, forma de transmision (Figura 5), su

Via oral

FASE AGUDA

§
-

Tripomastigote

Tripomastigote

FASE CRONICA

Via tranfusional Via transplacentaria

Figura 5. Fases y formas de transmision de la enfermedad de Chagas
(Tomado de http://www.fac.org.ar/neuquen/cientifica/Guias_chagas 2012.pdf).
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estado inmunoldgico y nutricional, como de las caracteristicas bioldgicas del parasito

(cepa, virulencia, in6culo) (Coura, 2007).

2.5.1. Fase aguda

Se inicia entre 4 y 10 dias después de haberse producido la infeccion que suele
durar unos dos meses y en general es asintomatica en el 90% de los infectados. Se
caracteriza por un parasitemia relativamente elevada y por presentar sintomas de
origen local, mejor conocidos como signos de puerta de entrada, ya que dependen del
sitio por el cual penetre el parasito al cuerpo, aqui se encuentran el signo de Mazza-
Romaiia si la via de entrada es través de la mucosa ocular y el chagoma de
inoculacion si penetra a través de la piel; también hay sintomas de origen sistémico
que tienen una intensidad variable, y puede cambiar desde un sindrome febril hasta
hipertermias. Excepcionalmente, y solo en niflos o pacientes inmunocomprometidos,
pueden presentarse formas severas con miocarditis aguda o severa, con pericarditis y

meningo-encefalitis (MPPS, 2014).

En la infeccion por via oral las manifestaciones clinicas son mas severas y con
particularidades como lo es el edema facial, mas notorio en nifios, mientras que en los
adultos se puede presentar con edema generalizado o anasarca (Alarcon de Noya y
col., 2010). La existencia de una relativamente elevada parasitemia durante esta fase
permite realizar el diagnostico de la infeccion por métodos directos. Ante un avance
favorable, la respuesta inmune controla la carga parasitaria en circulacion y tejidos

(Moncayo y Ortiz Yanine, 2006), dando paso a la etapa crénica de la infeccion.

2.5.2. Fase cronica

Una vez transcurrida la etapa aguda de la infeccion, la respuesta inmune del

hospedador logra controlar la parasitemia dando comienzo a la siguiente fase de la
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infeccion. La fase cronica es la etapa posterior a la aguda, en la cual los pacientes,

con serologia positiva, pueden o no poseer signos y sintomas clinicos.

Se caracteriza por una parasitemia baja concomitantemente con elevados titulos
de anticuerpos IgG. Se estima que ~30% de los chagasicos tendrian manifestaciones
de la etapa cronica, lo que podria aumentar al emplear métodos diagnosticos mas
sensibles. Durante la fase cronica, hasta un 40% de los casos presentan lesiones que
afectan a drganos internos tales como el corazon, el es6fago o el colon y al sistema
nervioso auténomo. Tras varios afios de infeccidn asintomatica, del 20% al 30% de
las personas infectadas sufren lesiones cardiacas (que pueden producir muerte subita),
del 5% al 10% de lesiones del aparato digestivo (tipicamente, agrandamiento del
esofago o del colon), disfagia, dolor epigéstrico, regurgitacion, estrefiimiento
prolongado, distension abdominal y los pacientes inmunodeprimidos presentan

afectacion del sistema nervioso central (Rassi y col., 2010).

En esta fase, la infeccion es detectable principalmente por métodos
inmunologicos (que demuestran la respuesta inmunologica del hospedador frente al
parasito) y también por métodos moleculares. La severidad de la enfermedad en el
humano, se atribuye al pleomorfismo natural que tienen las cepas de 7. cruzi lo cual
se evidencia estudiando sus aspectos bioldgicos, bioquimicos y moleculares; se cree
que el vector influye en las diferencias del comportamiento de las cepas (Guzman-

Marin y col., 1999).

2.6. Diagnostico de la enfermedad de Chagas

El diagnostico de la ECh reviste unas caracteristicas especiales debido a que,
segun la etapa en la que se encuentre el paciente se utilizara técnicas de busqueda del
parasito, o bien técnicas de deteccion de parasitos. La primera fase de la enfermedad,

la fase aguda, se caracteriza por una parasitemia elevada, detectable por medios
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parasitologicos directos. La parasitemia desciende paulatinamente y se instaura la
fase cronica (asintomadtica o sintomatica). En esta fase la parasitemia persiste pero es
dificilmente detectable. En fase crénica hay una elevada produccion de anticuerpos
especificos de tipo IgG que son facilmente detectables por técnicas seroldgicas. Estos

anticuerpos, en la mayoria de los pacientes estaran presentes durante toda la vida.

Para el diagnoéstico de la enfermedad en la fase aguda, se emplean métodos que
evidencien directa o indirectamente los parasitos en sangre. Las pruebas mas
utilizadas para la demostracion directa del parasito son: (a) el examen al fresco, (b)
los extendidos de sangre coloreados y (c) el examen de gota gruesa. Para la
demostracion indirecta del parasito son: (a) el hemocultivo, (b) el xenodiagnostico y
(c) la infeccion de animales sensibles. En las diferentes fases de la enfermedad (aguda
y cronica) cuando la parasitemia es escasa, la infeccion parasitaria se detecta usando
técnicas inmunoldgicas por cuanto al inicio de la infeccion aparecen anticuerpos IgM,

los cuales son sustituidos gradualmente por IgG (Dutra y col., 2005).

Las técnicas inmunologicas desarrolladas para el diagndstico seroldgico de la
ECh son: (a) la reaccidon de fijacion de complemento o Machado-Guerrreiro, (b) la
reaccion indirecta de anticuerpos fluorescentes (RIAF), (¢) hemaglutinacion pasiva o
indirecta (HAI), (d) la reaccion de anticuerpos liticos sanguineos (ALBA), (e)
radioinmunoensayo (RIA), (f) Inmunobloting y la técnica de ELISA, que parece ser el
método de preferencia en la mayoria de laboratorios clinicos (Contreras, 1994).
Adicionalmente, técnicas de biologia molecular como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de alta especificidad y sensibilidad y de alto costo para estudios

mas especificos (Kirchhoff y col., 1996).

Actualmente, los ensayos diagnosticos disponibles comercialmente estan
basados sobre fracciones antigénicas totales o semi-purificadas procedentes de

epimastigotas de 7. cruzi mantenidos en el laboratorio por varios afios en cultivos
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axénicos, lo cual representa una condicién artificial de mantenimiento (condicidon
cultivo) distinta a la alternancia vector/vertebrado que ocurre en la naturaleza
(condicion triatomino). Como la fraccion antigénica de los epimastigotas es una
mezcla heterogénea de diferentes moléculas, una variable a considerar en el
desarrollo de antigenos para el diagndstico de la ECh es la posibilidad de falsos
positivos por reaccidon cruzada con antigenos comunes de otros tripanosomatideos
como Leishmania sp. y Trypanosoma rangeli (Chiller y col., 1990), los cuales pueden
ser excluidos o confirmados complementando el diagnostico con la técnica de
Inmunobloting (Saldafia y Sousa, 1996), considerada como la técnica inmunolédgica
confirmatoria en el diagnostico de diversas enfermedades y que puede ser utilizada
para identificar aquellas fracciones antigénicas especificas que son
inmunologicamente relevantes para confirmar la ECh. Reiche y col., (1998) encontrd
que la técnica tenia una sensibilidad del 86,6% y una especificidad del 100%,
mientras que Umezawa y col., (2009) y Nakazawa y col., (2001) reportaron una
sensibilidad y especificidad del 100%, Otani y col., (2009) una sensibilidad del 99%
y especificidad de 100% y Sénchez y col., (2001) una especificidad del 100%.

Cervantes-Landin y col.,, (2014) trabajando con formas epimastigotas
estandarizaron la técnica de Dot-ELISA y la compararon con la técnica de ELISA y
Western blot para el diagndstico de pacientes chagéasicos cronicos de la ECh.
Reportaron una buena correlacion entre el Dot-ELISA y las otras dos pruebas.
Recomiendan la técnica de Dot-ELISA como una prueba de screening (cribado
inicial), por ser econdmica y sencilla de aplicar en estudios de campo y bancos de
sangre. Vale destacar que si bien el andlisis por Inmunobloting ha mostrado alta
sensibilidad y especificidad para confirmar los resultados obtenidos con las pruebas
serologicas convencionales (Reiche y col., 1998), no ha sido posible encontrar dos
patrones idénticos entre las muestras de sueros de pacientes chagésicos usando

epimastigotas de una cepa de 7. cruzi (O’Daly y col., 1994; Sanchez y col., 2001).



21

Aun no se cuenta con un estindar de oro para el diagnostico de la ECh, por lo
que el Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS, 2014), considera necesaria
la deteccion de anticuerpos anti 7. cruzi con por lo menos dos técnicas de principio
diferentes, como el ELISA y el Inmunobloting. En conjunto, ambas pruebas alcanzan
el 95 a 98% de sensibilidad y especificidad; sin embargo, cuando existe un conflicto
de diagnostico, la OMS (1991) sugiere el uso de una tercera prueba confirmatoria
como las técnicas moleculares. Existen evidencias mostrando la imposibilidad de
establecer relacion directa entre aislados del parasito (tipificados con los distintos
marcadores moleculares) y las manifestaciones clinicas de la ECh. Ademas, al tratar
de comparar técnicas inmunoldgicas con ensayos moleculares se encuentra
variabilidad de concordancia entre esas técnicas. Esta variabilidad se debe a que son
pruebas de distinta naturaleza y detectan cosas diferentes, donde no necesariamente
se encuentra concordancia (Wincker y col., 1994; Aguiar y col., 2012; Ferrer y col.,

2013; Ferrer, 2015).

Es bien sabido, que la especificidad de cualquier técnica diagnostica, depende
mas de la calidad del antigeno que del método empleado. Algunos datos sugieren que
ciertos estadios del parasito son mejores antigenos para el diagndstico de diferentes
formas clinicas de la ECh (Matsumoto y col., 1993; De Lima y col., 2001), pero la
utilidad del repertorio antigénico de los diferentes estadios del ciclo de vida de T.
cruzi ain no se ha estudiado con fines diagndsticos, en particular el estadio
epimastigota que se produce espontaneamente a 37°C, por lo tanto, valdria la pena
investigar los perfiles proteicos, glicoproteicos y antigénicos de los epimastigotas de
27°C y 37°C y determinar si en sueros de pacientes chagésicos podria encontrarse

anticuerpos contra epimastigotas de 37°C asi como establecer su utilidad diagnostica.

2.7. Proteinas y sueros hiperinmunes estadio especificos de 7. cruzi
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Los diferentes estadios de 7. cruzi poseen distintos grupos de proteinas que se
relacionarian con la biologia de cada forma del parasito. Las formas no infectivas, es
decir los epimastigotas replicativos, estan enriquecidos en enzimas metabdlicas,
mientras que los tripomastigotas infectivos no replicativos, estan enriquecidos en
proteinas de superficie que se asocian a la invasion de la célula del hospedador. T.
cruzi es altamente inmunogénico y representa una oferta antigénica amplia para el
hospedador vertebrado, con glicoproteinas periféricas localizadas en la membrana
celular y cuya presencia e inmunogenicidad puede variar en los diferentes estadios

del ciclo vital del parasito.

Se han identificado glicoproteinas (gp) especificas tipo mucina en estadios del
vector como la gp72 en epimastigotas cuya funcion esta asociada con la adhesion del
flagelo a la superficie del epitelio del intestino del vector (Harth y col., 1992). En
tripomastigotas metaciclicos se encuentran proteinas de adhesion y de invasion
celular, tales como la gp82, gp90 y gp35/50 (Teixeira y Yoshida, 1986; Harth y col.,
1989; Ramirez y col., 1993). En tripomastigotas sanguicolas se encuentra la trans-
sialidasa, cuya funcion es transferir unidades de 4cido sidlico de sustratos exogenos a
proteinas de membrana del parasito con el fin de facilitar la adhesion y la penetracion
del parasito en la célula del hospedador y ayudar a proteger el parasito de la accion de
los anticuerpos (Frevert y col., 1992), asi como la gp85. En este estadio también se
encuentran epitopos sialilados en su superficie, como el Ssp3 capaz de inhibir la
adhesion y penetracion del parasito en la célula del hospedador (Schenkman y col.,
1992). Por otro lado, en los amastigotas se encuentra amastina (Teixeira y col., 1994)
el epitopo Ssp4 (Burleigh y Andrews, 1995) y ASP que son miembros de la
superfamilia de sialidasas (Low y Tarleton 1997). Recientemente, Manso Alves y
col., (2017) usando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion-
espectrometria de masa en tdndem (LC-MS/MS) para andlisis de glicoperfiles totales
de epimastigotas y tripomastigotas de 7. cruzi lograron identificar y quantificar 690

glicoproteinas, 170 fueron especificas para epimastigotas y 334 en tripomastigotas.
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Destacan que la presencia de tal cantidad de glicoproteinas estadio-especificas en T.
cruzi podria estar asociado a la interaccion con diferentes hospedadores durante su

complejo ciclo vital.

Las primeras evidencias de diferencias antigénicas entre los estadios
epimastigotas, tripomastigotas y amastigotas de 7. cruzi fueron reportadas por
Kloetzel y col., (1975) usando técnicas de inmunofluorescencia indirecta. Andrews y
col., (1988) reportaron la existencia de antigenos de superficie amastigota-especificos
regulados durante la diferenciacion del parasito. Texeira y Yoshida (1986) usando
anticuerpos monoclonales (MAD) identificaron y caracterizaron tres antigenos de
superficie en formas metaciclicas de 7. cruzi procedentes de insectos o cultivos
axénicos con masas moleculares de 90, 82 y 75 kDa. Posteriormente Neira y col.,
(2003) demostraron que el antigeno de superficie gp82 participa en la adhesion a la
mucina gastrica e invasion de las células epiteliales. Pan y McMahon-Pratt (1989)
produjeron MAD usando fracciones de membranas de epimastigotas o de amastigotas.
Ellos encontraron que el MAb obtenido contra epimastigotas no era estadio
especifico, mientras que tres diferentes MAb (Cl1, C2 y C3) obtenidos contra
amastigotas revelaban antigenos amastigota-especificos de 83 kDa. Usando el MAb
C2 separaron por cromatografia de afinidad una proteina de 83 kDa la cual fue

reconocida por sueros chagésicos humanos.

Berrizbietia y col., (2004) usando un panel de 435 sueros desarrollaron y
compararon tres inmunoensayos enzimaticos (EIAs) usando formas epimastigotas,
tripomastigotas y amastigotas de 7. cruzi fijadas y evaluaron la estabilidad antigénica
de los tres ensayos. Ellos encontraron que todos los ensayos mostraron un 100% de
sensibilidad y una razonablemente alta especificidad para amastigotas (97,6%),
epimastigotas (98,3%) y tripomastigotas (99,3%); los tripomastigotas fijados fueron
estables por méas de 4 meses a 4°C y a temperatura ambiente. Los autores sugieren

que el EIA con tripomastigotas fijados puede ser 1til para triaje en los bancos de
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sangre. La inmunogenicidad y la variabilidad de las glicoproteinas de 7. cruzi
reportada por multiples autores avalan el desarrollo de antisueros estadio especificos
como herramientas de diseccion de estados de transicion durante el ciclo vital de este

parasito (Almeida y col., 1994; 1999; Manso Alves y col., 2017).

2.8. Fraccionamiento de proteinas de mezclas complejas mediante electroelucion

La utilizacion de mezclas complejas de antigenos reduce la especificidad de las
técnicas diagnodsticas. Esto puede solventarse mediante la utilizacion de antigenos
altamente purificados que, al mismo tiempo, deben ser homogéneos y de
composicién conocida para evitar la interferencia diagnostica. La electroelucion
como metodologia de purificaciéon de antigenos ha sido usada como procedimiento
complementario de purificacion de fracciones semipurificadas obtenidas por
cromatografia principalmente en infecciones causada por Fasciola hepatica (Santiago
y Hillyer, 1986). Con esta técnica es posible resolver biomoléculas (proteinas) de
mezclas complejas, separandolas como bandas finas dependiendo de la capacidad
resolutiva de la técnica de electroforesis en condiciones reductoras (SDS-PAGE). Su
aplicacion en mezclas proteicas permite la purificacion de bandas para produccion de

anticuerpos, secuenciamiento o estudios de caracterizacion de actividad biologica.

Andersen y Heron (1993) reportaron un procedimiento que permite un rapido
tamizaje de mezclas de proteinas complejas en ensayos celulares. La electroelucion
del contenido total del gel de poliacrilamida usando un equipo de electroelucion
multiple y simultdnea (Whole Gel Eluter, BioRAD), permitié cosechar las bandas
separadas por SDS-PAGE como fracciones individuales. Siguiendo las
recomendaciones del fabricante, obtuvieron una eficiente remocion del gel,
obteniendo fracciones proteicas no toxicas en un tampon fisioldégico adecuado para
ensayar directamente en cultivos celulares. El método se usod para investigar la

respuesta de células-T murinas a antigenos de secrecion micobacterial durante la
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infeccion con M. tuberculosis. Los autores obtuvieron a escala semi-preparativa una
fraccion proteica secretada e inmunodominante que usaron para inmunizar ratones, lo
que permitid investigar la especificidad y la produccion de linfoquinas por células-T

generadas de los ratones inmunizados.

Recientemente, Crisante y col, (2015) empleando un protocolo de
electroelucion usando el mismo equipo Whole Gel Eluter (BioRAD) lograron aislar,
purificar, caracterizar y validar antigénicamente proteinas de membrana de 7. cruzi
ancladas por enlaces glicosil-fosfatidil-inositol (7. cruzi-GPI-AMP) para proponerse
como candidatos para el diagndstico seroldgico de la ECh. La separacion por
electroelucion reveld la presencia de varias fracciones de 7. cruzi-GPI-AMP,
variando de 23 a 123 kDa, reconocidas especificamente por los anticuerpos anti-7.
cruzi contenidos en 112 muestras de sueros de pacientes chagasicos agudos y
crénicos. Concluyeron que el antigeno 7. cruzi-GPI-AMP es una prueba diagnostica
alternativa sensible y suficientemente especifica y recomiendan esta metodologia
como una nueva alternativa para el diagnostico serologico de la ECh. Trabajos
realizados por nuestro grupo, han permitido adaptar ese abordaje metodoldgico para
estudiar la expresion de isoformas de la Hsp90 de 7. cruzi, durante los diferentes
procesos de diferenciacion que ocurren a lo largo del ciclo vital de este parasito
(Navarro y col., 2010). Por la experiencia en nuestro equipo de trabajo es necesario
afinar multiples detalles metodologicos para poner a punto todo el abordaje
inmunologico usando la técnica de electroelucion de bandas antigénicas de
epimastigotas de 27°C y 37°C para buscar antigenos de interés en el diagndstico de la

ECh.



CAPITULO III

3. METODOLOGIA

3.1. Reactivos

Todos los materiales usados fueron de alta pureza y adquiridos en diferentes
casas comerciales: Medio L-15 Leibovitz (Sigma, L-4386-10X), Resina DEAE-52
(Whatman, 05-720), E-64 [trans-epoxi-succinil-L-leucilamido-(4-guanidino)-butano]
(Sigma, E-3132), TLCK [Na-p-tosil-L-cloro-lisina metil cetona] (Sigma, T-7254),
TPCK [N-p-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona] (Sigma, T-4376), Fenantrolina
(Sigma, 131377), Urea (Sigma, U-1250), Thiourea (Sigma, T-8656), CHAPS [3-[(3-
colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato] (Sigma, C-9426), ASBl14
[amidosulfobetaine-14, 3- [N, N- dimetil (3-myristoylaminopropyl) amonio]
propanosulfonato] (Sigma, A-1346), B-Mercaptoetanol (Sigma, M-7154), Acido
tricloroacético (R.D.H., 33731), Desoxicolato de sodio (Sigma, D-6750), Marcadores
de peso molecular rango amplio (Promega, V-8491), Fetuina de suero fetal bovino
(Sigma, F-2379), al-acida-glicoproteina (Sigma, G-9014) Mucina de glandula sub-
maxilar de buey (Tipo I-S Sigma, M-3895), Seroalbumina bovina (Sigma, P-5619),
Tween 20 (Sigma, P-7949), Anticuerpo polivalente anti-IgG de humano acoplado a
peroxidasa de rabano (Sigma, A-8667), Anticuerpo anti-IgM de humano acoplado a
peroxidasa producido en cabra (Sigma, A-0420), Anticuerpo polivalente anti-IgG de
conejo acoplado a peroxidasa producido en cabra (Sigma, A-0545), Membranas de
nitrocelulosa 0,45 um (Pierce, 88018), Luminol - sustrato para luminografia
SuperSignal West Pico (Pierce, 34080), Coomassie® Plus The Better Bradford Assay
(Pierce, 23236), Coomassie Blue G-250 (Serva Blue G-250, 42655), Alcian Blue
(E.M.S., 10350), Glutaraldehido (Sigma, G-6257), Orto-fenilendiamina (Sigma, P-
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9029), Placas Radiograficas (Medical Film Konica Minolta, 23357). Todos los otros

reactivos no mencionados fueron de grado analitico.

3.2. Material biologico

3.2.1. Parasitos y condiciones de mantenimiento

Se empled un aislado de Trypanosoma cruzi cepa de referencia de 7. cruzi |
Dm28c (MDID/BR/1982/Dm-28c), mantenido varios afios en el laboratorio mediante
pases alternos trimestrales triatomino/cultivo. La cepa Dm28 fue aislada por
hemocultivo el 17/11/76 de un rabipelado (Didelphis marsupialis) procedente de Los
Colorados, estado Guarico, Venezuela y desde entonces ha sido mantenida por 40
afios (2016) en Rhodnius prolixus con pases eventuales en raton. El clon Dm28c
procede de la cepa Dm28 que fue clonada por micro-manipulacion de tripomastigotas
sobrenadantes de cultivo de fibroblastos A9 infectados con metaciclicos inducidos en
medio TAU e inoculacion en la mucosa bucal de ratones recién nacidos. El clon se
obtuvo en Brasil el 14/06/82 y a partir de entonces se ha mantenido por 33 afios

(2016) en Rhodnius prolixus con pases trimestrales en raton (Contreras, 1994).

El mantenimiento del parasito se efectud en el laboratorio de Protozoologia del
Instituto de Biologia Molecular de Parasitos (Instituto BioMolP) de la Universidad de
Carabobo, empleando ninfas de IV y V estadios de Rhodnius prolixus alimentadas
previo a la infeccidn con aves de corral y una vez infectadas con ratones sanos

adultos.

A partir de las ninfas infectadas se hizo un macerado en solucion salina
fisiologica y el sobrenadante conteniendo los parasitos fue inoculado via
intraperitoneal en ratones albinos. La parasitemia se determind mediante analisis de

gota de sangre tomadas de la porcion distal de la cola. Para el cultivo de estos
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parasitos en medio axénico, se procedid al aislamiento de sangre de ratones
infectados mediante puncidon cardiaca. La sangre fue colocada en una fiola que
contuvo medio LITB (Infusién de higado y triptosa modificado) (Goitia-Aular y
Boisso, 1982) e incubada en estufa a 27°C (Nuaire, GP Autoflow).

Las masas de epimastigotas se produjeron con parasitos de no mas de 4 meses
en cultivo desde el ultimo re-aislamiento de ratones usados en el mantenimiento

vertebrado/invertebrado.

3.2.2. Produccion de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c a 27°C

y 37°C por cultivo en medio axénico

3.2.2.1. Obtencion de tripomastigotas metaciclicos por induccion en medio

TAU3AAG

La obtencion de los tripomastigotas metaciclicos se hizo siguiendo el protocolo
de Contreras y col., (1985). Brevemente consistié en dar estrés en medio TAU (orina
artificial de triatomino; NaCl 180 mM, KCIl 17 mM, Fosfato 8 mM, MgCl, 2 mM,
CaCl, 2 mM pH 6,0) a epimastigotas cultivados por 6 dias (final de la fase de
crecimiento exponencial) a 27°C en medio LITB. Se colocaron 7,8 x 10°
epimastigotas/mL en frascos Roux con 70 mL de medio (7 mm de altura) TAU
suplementado con aminodcidos y glucosa 3AAG (Glutamato 50 mM, Aspartato 2
mM, Prolina 10 mM, Glucosa 10 mM) y se incubaron durante 3 dias a 27°C. Al cabo
de ese tiempo se sedimentaron (3200 rpm, 15 min, 4°C) los parasitos, se
resuspendieron en solucion de lisis (Hank/HEPES/NaHCOs3) (1:2 v:v) y se trataron
durante 45 min a 37°C con suero fresco de cobayo (fuente de complemento) para lisar
los epimastigotas. Se retird6 una alicuota para el recuento diferencial antes del
complemento. Después de la lisis, se sedimentaron los parésitos (3200 rpm, 15 min,

4°C) y se resuspendieron en tampon de elucion fosfato glucosado (PSG) 0,181 pH 8,0
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(Na,HPO4 94,9 mM; NaH,PO4 4,3 mM; NaCl 72,7 mM; Glucosa 1%) (De Sousa,
1983) y se purificaron en columna de intercambio i6nico con 10 mL de resina DEAE-
52 equilibrada a fuerza i6nica 0,181 con PSG y con un flujo de 18 gotas/min. Se
colocaron al menos 1,0 x 10° parasitos totales por columna. Los parésitos se eluyeron
de la columna con 20 mL de PSG a la misma fuerza ionica para obtener 100%
metaciclicos. Los metaciclicos purificados fueron tratados con complemento y
nuevamente purificados por columna de DEAE-52 y se hizo recuento en cdmara de
Neubaiier bajo microscopio de contraste de fases (Nikon, Optiphot) para calcular el
rendimiento y la pureza de los parasitos eluidos. Los pardsitos se usaron
posteriormente para la obtencion de: a) tripomastigotas tipo hemaético por infeccion
de células Vero (item 3.2.2.2) y b) amastigotas por induccion de amastigogénesis

extracelular primaria (item 3.2.2.3).

3.2.2.2. Obtencion de tripomastigotas tipo hematico en medio ML15-HA pH 7,0

Para la obtencion de los tripomastigotas sobrenadantes de células se sigui6 el
protocolo descrito por Piras y col., (1982): frascos de cultivo (Falcon) de 75 cm? con
cultivos de células Vero infectadas con tripomastigotas metaciclicos (item 3.2.2.1) del
clon Dm28c¢ inducidos in vitro (Contreras y col., 1985; Gigante y col., 2009) en una
relacion de infeccion 10 parésitos/célula, se dejaron en contacto durante 8 horas a
35°C en atmosfera de 5% de CO,. Luego los recipientes fueron lavados con medio
esencial minimo (MEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB),
manteniendo los envases con células infectadas en ese medio durante tres dias a 35°C.
Posteriormente, se hicieron cambios a medio ML15-HA pH 7,0 (Base de medio L-15
comercial (Tabla 1) suplementado 1:1 con solucion de Triptosa-Fosfato Glucosado,
SFB 10%, Hemina 20 mM vy antibidticos 100 U/mL de Penicilina y 100 pg/mL de
Sulfato de Estreptomicina) y se dejaron en la estufa dos dias adicionales. Pasado este

tiempo, se recolectaron los tripomastigotas sobrenadantes de células para infectar
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nuevas capas de células Vero sanas en medio ML15-HA empleando envases de

mayor tamafio (175 cm?) segin el procedimiento antes descrito.

Tabla 1. Composicion del medio L-15 Leibovitz utilizado para cultivo de
epimastigotas de 7. cruzi

Componentes g/L
Cloruro de calcio (anhidro) 0,1396
Cloruro de magnesio (anhidro) 0,09366
Sulfato de magnesio (anhidro) 0,09767
Cloruro de potasio 0,4
Fosfato de potasio Monobasico (anhidro) 0,06
Cloruro de sodio 8,0
Fosfato S6dico Dibasico (anhidro) 0,19
L-Alanina 0,225
L-Arginina (base libre) 0,5
L-Asparagina (anhidro) 0,25
L-Cisteina (base libre) 0,12
L-Glutamina 0,3
L-Glicina 0,2
L-Histidina 0,25
L-Isoleucina 0,125
L-Leucina 0,125
Monohidrocloruro de L-Lisina 0,0937
L-Metionina 0,75
L-Fenilalanina 0,125
L-Serina 0,2
L-Treonina 0,3
L-Triptéfano 0,02
L-Tirosina (base libre) 0,3
L-Valina 0,1
Cloruro de colina 0,001
Flavin Mononucleétido ¢ Na 0,0001
Acido Félico 0,001
Mio-inositol 0,002
Niacinamida 0,001
DL-Acido Pantoténico (hemicalcium) 0,001
Piridoxina « HCI 0,001
Tiamina Monofosfato « HCI 0,001
D-Galactosa 0,9
Rojo Fenol » Na 0,011
Acido Pirtivico * Na 0,55

Medio L-15 Leibovitz (Sigma, L-4386-10X). (Tomado de
] . > .
\dricl ]I Si & luct Inf ion_S| lgfii' i
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3.2.2.2.1. Obtencion de epimastigotas a 27°C en medio ML15-HA pH 7,0

Para la obtencion de los epimastigotas a 27°C se sigui6 el protocolo descrito por
Gigante y col., (2009) y Graterol y col., (2013b). Se indujo epimastigogénesis del
clon Dm28c (Contreras, 1994) en medio ML15-HA, a partir de tripomastigotas (item
3.2.2.2) sobrenadantes de células Vero infectadas (equivalentes a tripomastigotas tipo
hematico) incubandolos en MLI5-HA pH 7,0. Se colocaron 2 x 10°
tripomastigotas/mL en tubos conicos estériles de 15 mL con 4 mL del medio ML15-
HA pH 7,0 y se incubaron a 27°C durante 5 dias. Para determinar el numero de
parasitos, se hizo dilucion de los parasitos en tampon salino fosfato (PBS) 0,15 M pH
7,2 (Na,HPO4 57 mM; KH,PO4 18 mM; NaCl 76,9 mM) y se hizo recuento en
camara de Neubaiier bajo microscopio de contraste de fase (Nikon, Optiphot).
Posteriormente los parasitos fueron sedimentados mediante centrifugacion a 3400
rpm por 15 min a 4°C (Centrifuga IEC, centra GP8R) y lavados dos veces en PBS a
fin de eliminar los restos del medio de cultivo. Los parasitos fueron centrifugados en
tubos eppendorf previamente pesados a 14.000 xg, 5 min a 4°C (microcentrifuga
eppendorf 5415C) y se determind el peso humedo (en miligramos) de la masa de

parasitos y se conservaron a -20°C hasta su uso.

En los ensayos se emplearon como condicion control, tripomastigotas
sobrenadantes de células Vero infectadas (equivalentes a tripomastigotas tipo
hematico) en medio MLI15-HA (Villalta y Kierszenbaum, 1982) asi como
epimastigotas de final de fase de crecimiento exponencial obtenido al 6to dia de la
curva de crecimiento y mantenidos a 27°C en medio LITB (Goitia-Aular y Boisso
1982) por varias semanas. Para ello, volimenes de 35 mL de sobrenadante ricos en
parasitos fueron centrifugados a 3400 rpm por 15 min a 4°C (Centrifuga IEC, centra

GP8R) para la obtencion de masas humedas de parasitos.
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3.2.2.3. Obtencion de amastigotas por induccion de amastigogénesis extracelular

primaria en medio ML15-HA pH 7,0

Para la obtencion de los amastigotas extracelulares primarios a 37°C se
modificéd ligeramente el protocolo de Contreras y col., (2002) y Navarro y col.,
(2003). Se indujo amastigogénesis extracelular primaria partiendo de tripomastigotas
metaciclicos (item 3.2.2.1) seleccionados por doble tratamiento con complemento y
purificados con doble columna de DEAE-52, colocando 2,6 x 107 parasitos/mL y se
incubaron a 37°C empleando frascos Falcon de 175 cm® con 30 mL de medio ML15-
HA pH 7,0 y 10% SFB para obtener la condicion de alta tension de oxigeno (2,7 mm)
durante 8 dias. Pasado este tiempo, se realizod recuento de los parasitos en camara de

Neubaiier e inmediatamente el ensayo para la obtencion de los epimastigotas a 37°C.
3.2.2.3.1. Obtencion de epimastigotas a 37°C en medio ML.15-HA pH 7,0

Para la obtencion de los epimastigotas a 37°C del clon Dm28c (Contreras,
1994) en medio ML15-HA, a partir de amastigotas extracelulares primarios (item
3.2.2.3) se modifico ligeramente el protocolo de Graterol y col., (2011). Se coloco 13
x 10° amastigotas/mL y se incubaron a 37°C empleando frascos Falcon de 25 cm? con
3 mL de medio ML15-HA pH 7,0 y 10% SFB para obtener la condicion de alta
tension de oxigeno (2,7 mm) y se incubd durante 5 dias. Pasado este tiempo, se
realiz6 dilucion de los parasitos en PBS y se hizo recuento diferencial en camara de

Neubaiier bajo microscopio de contraste de fase (Nikon, Optiphot).

Posteriormente los pardsitos fueron sedimentados mediante centrifugacién a
3400 rpm por 15 min a 4°C (Centrifuga IEC, centra GP8R) y lavados dos veces en
PBS a fin de eliminar los restos del medio de cultivo. Los parasitos fueron

centrifugados en tubos eppendorf previamente pesados a 14000 xg, 5 min a 4°C
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(microcentrifuga eppendorf 5415C) y se determind el peso humedo de la masa de

parasitos y se conservaron a -20°C hasta su uso.

Como condicion control en los ensayos, se usaron amastigotas inducidos de
metaciclicos en medio ML15-HA empleando volimenes de 35 mL de sobrenadante
ricos en parasitos que fueron centrifugados a 3400 rpm por 15 min a 4°C (Centrifuga

IEC, centra GP8R) para la obtencion de masas hiimedas de parasitos.

3.2.3. Obtencion de antigenos

El antigeno de laboratorio (epimastigotas de 27°C y 37°C) a comparar en este

trabajo, se produjo como se describe en el item 3.3.2.

3.2.4. Obtencion de sueros y preparacion de las mezclas (pool)

Los sueros fueron obtenidos de la seroteca (banco de sueros) del laboratorio de
Protozoologia del Instituto BioMolP, criopreservados a -20°C por diferentes tiempos.
Se preparo diferentes lotes de cada “pool” de sueros, mezclando igual volumen (100

uL) de cada suero individual. Se prepararon cuatro pool:

(a) Pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos, conformado por diez sueros
obtenidos por la Profesora Miriam Flores en los caserios “El Pueblito” y “Las
Minas”, correspondientes a pacientes clinicamente identificados, de titulos
serologicos conocidos y clasificados como de fase crénica franca de la ECh.
Para la obtencion de los sueros, se cumplio con los requisitos Bioéticos de la
Convencion del Helsinki 1984 contenidos en el documento “Pautas éticas
internacionales para investigacion bioética en seres humanos”, publicado por

CIOMS (2002).
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(b) Pool de sueros de pacientes chagasicos agudos, conformado por doce sueros
gentilmente donados por la Dra. Gladys Crisante del laboratorio de
Investigaciones Parasitologicas “J. F. Torrealba”, Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Los Andes; correspondientes a pacientes
clinicamente identificados, de titulos serologicos conocidos y clasificados

como de fase aguda de la ECh.

(c) Pool de sueros de pacientes de otras patologias, constituido por seis sueros
gentilmente donados por el laboratorio de Malariologia de Valencia estado
Carabobo, correspondientes a pacientes clinica o serologicamente identificados
como enfermos de Toxoplasmosis, Cisticercosis y Leishmaniosis Cutanea;
diagnosticados como negativos a Chagas por técnicas inmunoldgicas y

parasitologicas.

(d) Pool de sueros de individuos sanos, constituido por cinco sueros de
individuos clinicamente sanos, procedentes de las mismas zonas endémicas del
estado Carabobo y diagnosticados como negativos a Chagas por al menos 3
técnicas diagnosticas diferentes (ELISA, IFI y HAI).

3.3. Métodos

3.3.1. Analisis de las transformaciones morfolégicas a epimastigotas mediante

microscopia optica

Se realizaron laminas tefiiddas segun la técnica de Giemsa-acido (Carvalho,
1973) de los diferentes dias de incubacion de los epimastigotas (item 3.2.2.2.1 y
3.2.2.3.1). Para ello, los parasitos fueron lavados en PBS 0,15 M pH 7,2 y fijados en
solucién fijadora (NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, glutaraldehido 2%). El protocolo en
detalles consistio en: (a) de la suspension fijada se tomaron alicuotas de 10 pL y se

colocaron en ldminas portaobjetos, previamente pulidas y rotuladas, dejandolas secar
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a temperatura ambiente, (b) se fijaron con metanol al 100% y se dejaron secar, (c) las
sales del PBS se retiraron lavando por 2 min con etanol 70% tres veces, (d) se lavaron
con abundante agua y se dejaron secar, (e) se trataron las laminas con HCI 5N por 10
min, (f) se retird el acido lavando con abundante agua y se dejaron secar, (g) se
lavaron rapidamente con tampon fosfato 0,2 M pH 6,7 (NaH,PO4 0,11 M; Na,HPOy4
0,09 M) diluido 1/10 (para amortiguar el 4cido), (h) se realiz6 tincidon con solucion de
Giemsa, preparada al 5% en tampon fosfato 0,2 M pH 6,7 y se dejo el tiempo
necesario para lograr la tincion deseada, la cual varié con el estadio (epimastigotas=
19 min, amastigotas= 24 min y tripomastigotas= 26 min). Las morfologias fueron
visualizadas a un aumento de 1000X en un microscopio trinocular de epifluorescencia
de mercurio (Nikon, Eclipse 400) contando al menos 300 formas para determinar
porcentajes morfoldgicos y las morfologias mas representativas se fotografiaron con
una camara digital (Nikon, Coolpix 4500) acoplada al microscopio para identificar las
caracteristicas morfolégicas (forma del cuerpo, tamafio, nucleo, forma del

kinetoplasto, ubicacion de la membrana ondulante) que particularizan cada estadio.

3.3.2. Produccion y fraccionamiento de antigenos

Los antigenos totales corresponden a fracciones proteicas solubles obtenidas
mediante lisis por sonicacidon en presencia de agentes caotropicos (Urea) y
detergentes (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato, CHAPS).
Las bandas antigénicas relevantes identificadas en los antigenos totales, se
fraccionaron por electroelucion multiple para confirmar su utilidad diagnodstica

mediante Inmunobloting.

3.3.2.1. Produccion de antigenos totales

Los antigenos totales fueron obtenidos siguiendo protocolos (Herbert, 1999)

estandarizados en el laboratorio, mediante lisis por sonicacion en presencia de Urea y
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CHAPS, usado para isoelectrofocalizacion (IEF). El protocolo consistio en
resuspension de cada una de las masas humedas de pardsitos (item 3.2.2.2.1 y
3.2.2.3.1) en agua ultrapura en una relacion de 300 mg masa/1000 pL de agua,
suplementada con una mezcla de inhibidores de proteasas (E-64 10 uM; TLCK 0,5
mM; TPCK 0,5 mM; Fenantrolina 25 mM). Para la homogenizacién por sonicacion,
las suspensiones se mezclaron con tampoén de IEF (Urea 5 M, Thiourea 2 M, CHAPS
2%, ASB14 2%, Tris/HCI 30 mM pH 8,0) en una relacion de 1 g masa/6000 pL de
tampon de lisis y se homogenizo en bafio de hielo con el disruptor de ultrasonido
(Branson Sonifier, modelo 150) aplicando 4 pulsos (7 W de potencia) de 15 segundos
de duracion con intervalos de descanso de 2 minutos y se observé en microscopio de
contraste de fases (Nikon, Optiphot) para comprobar lisis a homogeneidad completa.
Seguidamente se centrifugd en microcentrifuga eppendorf (14000 xg, 30 min a 4°C),
se retird el sobrenadante el cual fue isotonizado a 150 mM NaCl, seguido de
determinacion de concentracion de proteinas (item 3.3.3.2). Los sobrenadantes se

guardaron a -20°C para uso posterior.

3.3.2.2. Obtencion de las bandas antigénicas por electroelucion multiple

Para obtener las bandas proteicas individuales de los antigenos totales
(epimastigotas de 27°C y 37°C) obtenidos mediante lisis por sonicacién en presencia
de Urea y detergentes (item 3.3.2.1), se utiliz6 el equipo de electroelucion multiple
(Whole Gel Eluter), siguiendo el protocolo del fabricante (BioRAD laboratories, Inc),
que brevemente consistié en: (a) separacion de las proteinas (Laemmli, 1970) en gel
preparativo por electroforesis en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) con
gradiente lineal de poliacrilamida (7-15%), gel de apilamiento de 4,5% poliacrilamida
y peine de 2 dientes, uno pequeio para el marcador de peso molecular y otro grande a
lo ancho del gel preparativo para la separacion de las bandas proteicas cargando 2 mg
de cada antigeno (epimastigotas de 27°C y 37°C) por gel; (b) electroelucion multiple

en 30 canales de la unidad de electroelucion (Whole Gel Eluter) con tampon de
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electroelucion (Tris 50 mM, acido borico 25 mM), aplicando una corriente constante
(250 mA, 15 W y 300 V) por 30 min; (c¢) recoleccion de las bandas por aplicacion de
vacio delicado a una unidad colectora de acrilico con 30 tubos (12 x 75 mm)
conectados por mangueras finas a los puertos de elucion de la camara de
electrotransferencia, para retirar las fracciones de 3 mL de cada banda proteica las
cuales se isotonizaron a 150 mM NaCl; (d) congelamiento de las fracciones proteicas
a -20°C para reducir el volumen (20 veces, 150 uL) usando un equipo de liofilizacién
(Edwards Modulyo 4K) y determinaciéon de concentracion de proteinas de las
fracciones por la técnica de Bradford modificada (item 3.3.3.2); (e) eliminacion de las
sales del tampon de electroelucion por precipitacion de las fracciones proteicas con
TCA/DOC/Acetona (item 3.3.3.1); (f) identificacion de los polipéptidos presentes en
las fracciones electroeluidas por SDS-PAGE (item 3.3.4).

3.3.3. Preparacion de las muestras y determinacion de proteinas

3.3.3.1. Precipitacion de proteinas con TCA/DOC/Acetona

Para evitar la deformacién en la migracion electroforética de las muestras
proteicas fraccionadas por electroelucion multiple fue necesario retirar el exceso de
sales en condiciones de minimizar la pérdida de proteinas. Las sales en las muestras
se eliminaron con el protocolo de precipitacion con Acido tricloroacético
(TCA)/Desoxicolato de sodio (DOC)/Acetona para concentrar proteinas muy diluidas
(Lebendiker, 2002). Para la técnica se usaron tubos eppendorf de 1,5 mL adicionando
99,0 uL de muestra proteica (3 a 5 pg de proteina) y 1,0 pL de DOC al 2% para una
concentracion final de 0,02%. Se agité con vortex (Maxi Mix Plus) y se incub6 a
temperatura ambiente por 15 min. Luego, se adiciond 33,7 uL de TCA al 24% para
una concentracion final de 6%, se agité con vortex y se incubd en bafio de hielo por
una hora. Seguidamente se sedimentd en microcentrifuga eppendorf (14000 xg, 10

min, 4°C) se descart6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendié con 200 pL de
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acetona fria (-20°C) y se incubd en hielo 15 min. Posteriormente se centrifugd en
eppendorf (14000 xg, 10 min, 4°C) y se descarto6 el sobrenadante. La acetona residual
se evaporo en un desecador al vacio por 2 a 5 min. El sedimento se conservé a -20°C
hasta el momento de resuspender en el tampoén a ensayar y se determind la

concentracion proteica para la electroforesis.

3.3.3.2. Determinacion de proteinas mediante Bradford modificado

La concentracién de proteinas totales obtenidas con el protocolo de lisis en
presencia de Urea y detergentes (item 3.3.2.1) y las bandas proteicas fraccionadas por
electroelucion multiple (item 3.3.2.2) para muestras con Urea, se estimd por la
técnica modificada de Bradford (1976), por reaccion colorimétrica basada en el
empleo del estuche comercial Coomassie® Plus (Pierce 23236. Rockford, IL, U.S.A)
siguiendo instrucciones del fabricante. Los patrones de seroalbiumina bovina (BSA)
se prepararon por dilucion de un estdndar (BSA 2 mg/mL, Sigma P-5619) con
cantidad suficiente de tampon de IEF para concentracion (Urea 8 M; CHAPS 4%;
Triton X-100 0,2%) en 20 pL de volumen final de cada patrén (4, 8, 12, 16 y 20 ug)
para realizar curva de calibracion, ajustando a cero el aparato con el blanco reactivo.
Los 20 pL de cada patron se mezclaron con 1000 pL de reactivo de Bradford
(Coomassie® Plus, Pierce 23236). Para la muestra problema se us6 18 pL de tampon
de IEF mas 2 pL de la solucidon de proteinas problema (a diferentes diluciones), se
mezclo con vortex y se leyo la absorbancia en espectrofotdémetro (Pharmacia Biotech,

Ultrospect 3000) en micro celdas a 595 nm.

3.3.4. Caracterizacion de las proteinas

3.3.4.1. Analisis monodimensional de proteinas y glicoproteinas mediante

electroforesis en condiciones disociantes (SDS-PAGE)



39

Los polipéptidos constituyentes de cada antigeno (epimastigotas de 27°C y
37°C) obtenidos mediante lisis por sonicacion en presencia de Urea y detergentes
(item 3.3.2.1) y las bandas proteicas fraccionadas por electroelucion multiple (item
3.3.2.2) se analizaron por SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Se prepararon minigeles de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio de resolucion al 10% y gel de
apilamiento de 4,5%, con 0,75 mm de espesor en camaras Mini-Protean Tetra Cell
(BioRAD, 165-8001) y con peines de 10 6 15 dientes. Alicuotas de concentracion de
proteina conocida (16 pg para el minigel de proteinas, 20 pg para glicoproteinas y
cantidades variables para las bandas fraccionadas) se colocaron en tampén de muestra
(Tris/HC1 60 mM pH 6,8; Glicerol 10%; Azul de Bromofenol 0,1%; SDS 3% y -
mercaptoetanol 5%) en volimenes variables de 10 a 15 pL y se desnaturalizaron por
calor (3 min a 100°C). Para determinar la movilidad, en cada minigel se coloco un
canal con proteinas marcadoras de peso molecular conocido (225, 150, 100, 75, 50,
35, 25, 15 y 10 kDa) (Promega, V-8491). En los minigeles para el analisis de
glicoproteinas se incluyd un canal adicional con marcadores de referencia para
carbohidratos (dilucion % de 0,5 ng de fetuina, 1,5 ug de al-acida-glicoproteina y 1,5
ng de mucina). La electroforesis se desarrolld a corriente constante (15 mA, 45 min

para cada minigel) y a 4°C hasta que el frente de migracion saliera del gel.

Una vez terminada la separacion electroforética, se desmontaron los minigeles,
se fijaron y se realizaron las tinciones segun la naturaleza de las muestras cargadas.
Los minigeles para el analisis de proteinas fueron tefiidos segun la técnica combinada
de Coomassie-Plata (De Moreno y col., 1985) como se describe en item 3.3.4.2 y los
correspondientes a la identificacion de glicoproteinas seglin la técnica combinada de
Acido Periédico, Alcian Blue, Glutaraldehido, Plata (APABGP) (De Lima y col.,
1996, Moller y Poulsen, 2002) como se describe en item 3.3.4.3. Terminada la
tincion, los minigeles se lavaron con agua destilada y se secaron durante 2 horas a
80°C entre hojas de papel celofan Gel Drying Film (Promega, V-7131) utilizando un
secador de geles (BioRAD Gel Dryer modelo 543).
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3.3.4.2. Tincion de proteinas mediante la técnica combinada de Coomassie-Plata

La tincién de los minigeles para evidenciar los polipéptidos separados de cada
antigeno se hizo a temperatura ambiente mediante la técnica de Coomassie-Plata
como referido por De Moreno y col., (1985) en el que: (a) los polipéptidos se fijaron
dentro del minigel por incubacion por al menos 1 hora en solucion acuosa de 50%
metanol y 10% de 4cido acético, (b) la tincion se realizd durante toda la noche con
0,25% de Coomassie Blue G-250 en solucion acuosa 50% metanol - 12,5% acido
tricloroacético, (c) decoloracion por incubacion en metanol al 50%, con tres cambios
de 20 min cada uno, hasta que se evidencien bandas azules, (d) acondicionamiento
del minigel para embeberlo en plata por incubacién en 5% metanol - 10% acido
acético (15 min), etanol 30% (15 min) y 4 lavados en agua destilada (5 min cada
lavado), (e) incubacion en el segundo colorante, nitrato de plata al 0,1% en agua,
durante 45 min y un lavado rapido de 15 segundos con agua destilada para retirar el
exceso de plata, (f) revelado de las bandas con afinidad por la plata por incubacion en
solucion acuosa de carbonato de sodio al 3,75% y 0,03% de formaldehido por
tiempos variables entre 10 y 60 segundos hasta evidenciar las bandas color marron,
(g) detencion de la reaccion de revelado por incubacion en solucion acuosa de acido
acético al 1%. Durante todo el proceso de tincion cada minigel se mantuvo en

constante agitacion suave con un agitador orbital (Hoefer, Red Rotor).

3.3.4.3. Tincién de glicoproteinas mediante la técnica combinada del Acido

Periddico, Alcian Blue, Glutaraldehido, Plata (APABGP)

La tincion de los minigeles para evidenciar la constitucion de glicoproteinas o
proteoglicanos de los polipéptidos separados de cada antigeno se realizo mediante la
técnica combinada de APABGP siguiendo el protocolo modificado de De Lima y
col., (1996) y Moller y Poulsen (2002). Se utilizaron dos tipos de marcadores

colocados en el mismo minigel, uno de peso molecular rango amplio de Promega,
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que permitid la estimacion de la masa molecular de las bandas y sirvié de control de
tincion proteica reversa de plata (no tefiidas) y el otro, una mezcla (1 pg/pL) de
proteoglicanos y glicoproteinas (3,5 pg/canal). La mezcla de marcadores
glicoproteicos estuvo constituida por dilucion % de 0,5 pg de fetuina, 1,5 pg de al-
acida-glicoproteina y 1,5 pg de mucina, usados como control positivo de tincién
diferencial de glicoproteinas. Brevemente consiste en tefiir el minigel en tres fases, la
fase 1 a 30°C, la fase 2 a 50°C, ambas se realizaron en estufa (Precision Incubator
modelo 3EG) y la fase 3 a temperatura ambiente. En la Fase 1 se procedio a: (a)
fijacion del minigel toda la noche en 10% acido tricloroacético, (b) lavados con 5%
acido acético (2X, 2 min cada uno), (c) oxidacion de azucares por incubacioén en
oscuridad en 1% acido periddico disuelto en agua (20 min), (d) extraccion del exceso
de dacido periddico por lavado en 5% 4cido acético (2X de 2 min), (e)
acondicionamiento del minigel para reducir los carbohidratos por lavado en agua
destilada (2X de 2 min), (f) actividad mordiente y reducciéon de aminoacidos por
incubacidon por 12 min en solucidon reductora (0,5% meta-bisulfito de potasio en

agua).

En la Fase 2 se realizo: (a) lavado con agua destilada para retirar el exceso de
meta-bisulfito de potasio (2X de 2 min), (b) acondicionamiento del minigel para la
tincion por lavados en 25% etanol, 10% 4&cido acético (2X de 2 min), (c)
acomplejamiento de azlcares oxidados por incubacion durante 15 min en solucion de
coloracion (0,125% alcian blue en 25% etanol, 10% acido acético), (d) extraccion del
colorante por lavados en 25% etanol, 10% acido acético (3X de 4 min) y en 10%
etanol, 5% 4&cido acético (2X de 2 min), (e) incubacion por 6 min en 5%
glutaraldehido en agua para incrementar la sensibilidad de los grupos acomplejados a
la tincion con plata, (f) eliminacion del exceso de glutaraldehido por lavados en 10%

etanol, 5% &cido acético (2X de 5 min).
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En la Fase 3 se realizo6: (a) lavado en agua destilada (2X de 2 min), (b) tincion
de grupos acomplejados por incubacion por 1 hora en 0,4% nitrato de plata en agua y
dos lavados de 30 segundos en agua destilada para retirar el exceso de plata, (c)
incubacion en soluciéon de revelado (carbonato de sodio 2,5%; formaldehido 0,013%)
por tiempos variables hasta que se evidenciaron las bandas azucaradas oxidadas junto
a la apariciéon de los marcadores, (d) detencion de la reacciéon de revelado por
incubacidn en solucion acuosa de acido acético al 10%. Durante todo el proceso de
tincion cada minigel se mantuvo en constante agitacion suave con un agitador orbital

(Hoefer, Red Rotor).

3.3.5. Identificacion de los antigenos mediante Dot Blot e Inmunobloting

3.3.5.1. Analisis mediante Dot Blot

Los analisis por Dot Blot para evaluar la reactividad de diferentes diluciones de
anticuerpos para identificar los polipéptidos totales constituyentes de cada antigeno
(epimastigotas de 27°C y 37°C) obtenidos mediante lisis por sonicacion en presencia
de Urea y detergentes (item 3.3.2.1) fueron variables seglin la condicién experimental
del estudio y se hicieron siguiendo los protocolos de Hubsch y col., (1988) y de
Towbin y col., (1979). Se empleé6 membrana de nitrocelulosa (MNC) cuadriculada
(10 x 5 cm con cuadrados de 1 cm?®) cargadas con concentraciones variables (entre
500 y 31,25 ng) formando puntos (colocando 2 micro-volumenes de 2 pL cada vez)
de los antigenos respectivos. Seguidamente, la MNC se incubd con solucion
bloqueadora (7,5% de leche descremada y 0,1% Tween 20 en PBS) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd la MNC con los pool de sueros a
ensayar (chagésico cronico, otras patologias y sanos) a diluciones variables segin el
protocolo experimental y anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina humana
polivalente acoplada a peroxidasa de rabano (Sigma, A-8667), ambos en solucion de

reaccion (Tris-HC1 10 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; Tween 20 0,1% en PBS 0,15 M
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pH 7,2 conteniendo 7,5% de leche descremada). Los inmunocomplejos se revelaron
por quimioluminiscencia empleando luminol como sustrato siguiendo el protocolo
del fabricante. Los luminogramas se registraron sobre peliculas de Rayos X (Medical
Film Konica Minolta) por exposiciones de tiempos variables de 3 hasta 20 segundos
y los filmes fueron fijados y revelados segun la técnica de fotografia convencional,

lavados y secados para su procesamiento y analisis posterior.

3.3.5.2. Analisis mediante Inmunobloting

Las condiciones para el analisis por /nmunobloting de los polipéptidos totales
constituyentes de cada antigeno (epimastigotas de 27°C y 37°C) obtenidos mediante
lisis por sonicacion en presencia de Urea y detergentes (item 3.3.2.1) y las bandas
proteicas relevantes fraccionadas por electroelucion multiple (item 3.3.2.2) fueron
estandarizadas en cuanto a la cantidad de proteinas a colocar en los minigeles segun
la condicion experimental en estudio y los andlisis contra los anticuerpos se hicieron
siguiendo el protocolo de Towbin y col.,, (1979). Las proteinas totales de los
antigenos (epimastigotas de 27°C y 37°C) o las bandas proteicas fraccionadas por
electroelucion maultiple fueron separadas por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) como
descrito en el item 3.3.4.1. Después de la separacion electroforética, se desmont6 el
minigel y se realizo la electrotransferencia a MNC en tampon de electrotransferencia
(Tris 25 mM, Glicina 192 mM y Metanol 20%). Se corté una MNC de igual tamafio
que el minigel, se colocd en agua para que se hidratara, rdpidamente se colocod en
tampon de transferencia; posteriormente se armé el sandwich, con el minigel y la
MNC, para realizar la transferencia en un aparato Trans-Blot (BioRAD, USA)

durante 1 hora a voltaje constante (100 V).

Concluido ese tiempo, se desmont6 el sandwich, se verifico la transferencia de
proteinas y glicoproteinas por tincion del canal del marcador de peso molecular en

solucion de Coomassie Blue (0,025% Coomassie Blue R-250 en 12,5% 4cido
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tricloroacético). Seguidamente, las MNCs fueron incubadas en solucién bloqueadora
(7,5% de leche descremada y 0,1% Tween 20 en PBS) durante 90 minutos a

temperatura ambiente.

Después del bloqueo, las MNCs fueron incubadas con los anticuerpos a ensayar
(antisueros estadio especificos y pool de sueros) a diluciones variables segin el
protocolo experimental, diluyéndolos en solucién de reaccion (solucion bloqueadora
suplementada con Tris/HCl 10 mM pH 7,4 y NaCl 0,9%) y se incub6 toda la noche a
4°C con agitacion delicada en un agitador orbital (Hoefer, Red Rotor). Finalizada la
incubacion, las MNCs se lavaron con solucion de bloqueo (4 veces, 10 min).
Seguidamente se incubd por 90 min a 37°C con el anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa a diluciones variables (segun el material en estudio) en solucién de
reaccion. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-IgG de conejo acoplado
a peroxidasa producido en cabra (Sigma, A-0545), anti-IgG de humano acoplado a
peroxidasa de rdbano (Sigma, A-8667) o anti-IgM de humano acoplado a peroxidasa

producido en cabra (Sigma, A-0420).

El exceso de conjugado se retird por lavados (8 veces, 10 min) con solucion de
lavado (PBS 0,15 M pH 7,2 y Tween 20 0,1%), dejandose reposar luego la membrana
hasta realizar el revelado. Los inmunocomplejos formados se revelaron por
quimioluminiscencia, empleando luminol como sustrato, en presencia de peroxido de
hidrogeno siguiendo el protocolo del fabricante y el registro se hizo como descrito en

el item 3.3.5.1.

3.3.6. Titulacion de pool de sueros mediante la técnica de ELISA

La titulacion de los pool de sueros para evaluar la calidad de los antigenos

totales (epimastigotas de 27°C y 37°C) se realizd mediante la técnica indirecta de

ELISA segun el protocolo de Engvall y Perlmann (1971). Placas de policarbonato de



45

96 pozos (Immulon™ 2HB, USA) se sensibilizaron a 37°C durante una hora con 500
ng de antigeno (epimastigotas de 27°C y 37°C) por pozo diluidos en solucion
carbonato-bicarbonato (SCB) pH 9,5. Los pozos se lavaron al menos 3 veces con
tampon de lavado (PBS 0,15 M pH 7,2 y Tween 20 0,05%) y se bloquearon con
tampon de bloqueo (7,5% de leche descremada en SCB). Se prepararon lotes de 2
placas sensibilizadas con cada antigeno, se cubrieron con papel parafilm y se

envolvieron en papel aluminio hasta su uso.

En la titulacion de los pool de sueros (chagésico crdnico, otras patologias y
sanos) se us6 como control negativo un suero de individuo sano de referencia y como
control positivo un suero de un paciente chagasico confirmado de titulo conocido
(1/5.120). Ambos sueros usados como sueros de referencia del banco de sueros del
laboratorio. La titulacion de los anticuerpos se hizo por duplicado mediante
diluciones seriadas dobles de los pool de sueros, colocando en el ler pozo de cada fila
5 pL de suero del paciente con 195 puL de PBS 0,15 M pH 7,2; para obtener una
dilucién de 1/40 en el primer pozo y se hicieron diluciones seriadas dobles en los
pozos sucesivos. Los pozos del 2 al 8 contenian 100 uLL de PBS y se mezclaron con
100 puL del pozo anterior descartando los ultimos 100 pL para obtener una dilucion
maxima de 1/5.120 en el 8vo pozo. Los anticuerpos primarios se hicieron reaccionar
durante 90 min a 37°C, seguidamente se lavaron tres veces los pozos con tampdn de

lavado (PBS-Tween 20 al 0,1%).

Como anticuerpo secundario se us6 conjugado anti-IgG de humano acoplado a
peroxidasa de rdbano (Sigma, A-8667) diluida 1/5000 en PBS-Tween 20 y se incubd
1 hora a 37°C. Seguidamente se retird el exceso de conjugado por lavados sucesivos
(3X) con tampodn de lavado y los inmunocomplejos se revelaron por incubacién de
10-12 min a temperatura ambiente y en oscuridad usando como sustrato 0,4% orto-
fenilendiamina en tampon fosfato-citrato pH 5,0 (Na,HPO4 0,051 M; acido citrico

0,024 M) y H,0, 10%. La reaccion se detuvo con solucién de parada (azida de sodio
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0,01% en acido citrico 0,1 M). La reaccion se leyo a 490 nm con un lector de ELISA
(Bio-Teck modelo ELx800, USA) sustrayendo a cada valor de densidad dptica (DO)
de las muestras el valor de DO del control negativo. Se consideré6 como titulo del

suero, la dilucién maxima inmediata anterior a partir de la cual la DO es igual a cero.

3.3.7. Procesamiento y analisis de los resultados

Los valores obtenidos de los recuentos diferenciales fueron tabulados y el
incremento poblacional se estim6 por el nimero de veces que increment6 el indculo
usando la relacion Ny/Ny, donde N; = N° de parésitos/mL a cada tiempo de incubacion
y No = N° de parasitos/mL a tiempo cero (indculo). El analisis morfologico se hizo a
partir de iméagenes digitalizadas de tomas fotograficas identificando las caracteristicas
morfoldgicas (forma del cuerpo, tamafio, nticleo, forma del kinetoplasto, ubicacion de

la membrana ondulante) que particularizan cada estadio.

La comparacién y determinacion de los pesos moleculares de los diferentes
perfiles polipeptidicos y luminogramas fueron estimados usando el densitometro
(Scanner BioRAD Imaging Densitometer, modelo GS-690) y los valores se
calcularon utilizando el Programa Multi Analyst Software version 1.2, por
comparacion con las movilidades relativas de los marcadores de peso molecular

separados en cada minigel.

El arte grafico y procesamiento de imagenes digitalizadas se realizd en una
Laptop Hewlett Packard Pavilion, con los programas Adobe Photoshop CS4 version
11.0 y Microsoft Office PowerPoint version 2007.



CAPITULO IV

4. RESULTADOS

4.1. Analisis de los cambios morfologicos y poblacionales de 7. cruzi (Dm28c) en
medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C durante la transformacion de tripomastigotas

sobrenadantes de cultivo de células Vero en epimastigotas

La transformacion de tripomastigotas sobrenadantes de células Vero
(tripomastigotas tipo hematico) en epimastigota en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C
pasando por varias morfologias intermediarias, fue seguida simultdneamente por
visualizacion al microscopio Optico previa a la obtencion de las masas. Se utilizo un
indculo inicial de 2 x 10° tripomastigotas/mL constituido por un 95% de
tripomastigotas sobrenadantes de células Vero (dia 0) caracterizados por poseer

forma alargada, kinetoplasto redondo y muy préximo a la extremidad posterior.

En términos cuantitativos, la Tabla 2 muestra que los cambios mas
significativos ocurren en las primeras 24 horas con una caida abrupta del porcentaje
de tripomastigotas (dia 0) desde 95 hasta 4% e incremento de la morfologia
redondeada (identificada como amastigota) desde 0 a 89% sin incremento
significativo de la poblacion (N¢/Nop=1). En términos poblacionales estimado por la
relacion N¢/Ny, se observa que el indculo se incrementa progresivamente desde 1,8
hasta 10,3 entre el dia 2 y el dia 5, lapso en el cual ocurre un incremento progresivo
del porcentaje de epimastigotas entre el dia 2 y dia 5 desde 25% hasta 87%,
respectivamente. Vale la pena resaltar que el incremento de los epimastigotas también
se debe a las formas amastigotas que se transformaron en epimastigotas ademas de la
condicion de estrés de temperatura. El establecimiento de los epimastigotas como

morfologia predominante ocurre a partir del dia 2 manteniéndose hasta el dia 5



48

(87%). La fase exponencial de la curva de crecimiento se ubica entre el dia 2 y 5
donde el numero de parasitos/mL se incrementa desde 3,6 x 10° hasta 20,1 x 10° con
un aumento de la relacion Ny/Ny que se duplica cada 24 horas (1,8; 2,9; 6,5; 10,3

veces).

Tabla 2. Cambios morfoldgicos y poblacionales de 7. cruzi (Dm28c) en medio
ML15-HA pH 7,0 a 27°C durante la transformacion de tripomastigotas
sobrenadantes de cultivo de células Vero en epimastigotas

Porcentaje de Formas (X+DS)

Tiempo Paras/mL N¢/N,
(dias) (10) T Difer A E M Inmo
0 2,0 95 0 0 5 0 0 1,0
1 1,9 4 3 89 4 0 0 1,0
2 3,6 0 29 45 25 0 0 1,8
3 5,6 1 7 34 58 0 0 2,9
4 12,6 2 12 15 71 0 0 6,5
5 20,1 0 6 7 87 0 0 10,3

T = tripomastigotas; Difer = formas en diferenciacion; A = amastigotas; E = epimastigotas; M =
metaciclicos; Inmo = formas inmdviles; X£DS =promedio mas o menos desviacion estindar de al
menos tres recuentos en camara de Neubaiier; Ni/Nj = la relacion entre el recuento de parasitos/ml
a tiempo (t) sobre el recuento a tiempo 0.

La Figura 6 muestra los cambios morfologicos de 7. cruzi (Dm28c) en medio
MLI15-HA pH 7,0 a 27°C que ocurren durante la transformacion de tripomastigotas
sobrenadantes de cultivo de células Vero en epimastigotas, por microscopia optica y
tincion con Giemsa. A tiempo 0 dias se aprecia la morfologia tipica de los
tripomastigotas tipo hematico caracterizados por presentar un cuerpo alargado con
membrana ondulante conspicua, un kinetoplasto puntiforme en la parte posterior del

cuerpo del parésito y la presencia de un flagelo que sale por la porcion anterior
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Figura 6. Micrografia de luz de los cambios morfologicos de 7. cruzi (Dm28c) en
medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C durante la transformacion de tripomastigotas
sobrenadantes de cultivo de células Vero en epimastigotas, tefiidos con Giemsa acida. n
=nucleo; k = kinetoplasto; d = dias. Tincion de Giemsa 100X
(Figura 6, foto 0d). A partir del dia 1 se observan formas redondeadas en
diferenciacion entre los tripomastigotas alargados y los amastigotas redondos (Figura

6, foto 1d), las cuales no son verdaderos amastigotas por presentar el kinetoplasto

redondo caracteristico de los tripomastigotas, hasta alcanzar la morfologia tipica del
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amastigota con kinetoplasto en barra. A partir del dia 2 aparecen epimastigotas cortos
y amastigotas (Figura 6, foto 2d) que incrementan su tamafio y aparecen formas en
multiplicacion formado rosaceas (Figura 6, foto 5d). El predominio de los
epimastigotas a los 4 y 5 dias (Figura 6, foto 4d y 5d) confirma los datos obtenidos en
la Tabla 2. Estos resultados indican que el tripomastigota tipo hematico para
transformarse a epimastigota a 27°C sufre un acortamiento para formar el amastigota

y luego un alargamiento hasta formar el epimastigota.

4.2. Analisis de los cambios morfologicos y poblacionales de 7. cruzi (Dm28c) en
medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C durante la transformacion de amastigotas

extracelulares primarios en epimastigotas

La transformacion de amastigotas extracelulares primarios de 7. cruzi en
epimastigota en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C pasando por varias morfologias
intermediarias, fue seguida simultdneamente por visualizacion al microscopio Optico
previa a la obtencion de las masas. Se utilizd un in6culo inicial de 13 x 10°
amastigotas/mL constituido por un 89% de amastigotas extracelulares primarios (dia
0) caracterizados por poseer forma redondeada u oval, nicleo grande, kinetoplasto en

barra cercano al nticleo y carecer de flagelo.

En términos cuantitativos, la Tabla 3 muestra en las primeras 48 horas una
caida mas leve del porcentaje de amastigotas (dia 2) de 89 a 50% e incremento de la
transformacion de los amastigotas en la morfologia epimastigota desde 9 a 42% con
un significativo aumento de la poblacion (Ny/N¢=2,8). En términos poblacionales
estimado por la relacion N¢/Ny, se observa que el inoculo se incrementa
progresivamente desde 2,8 hasta 4,1 entre el dia 2 y el dia 5, lapso en el cual ocurre
un incremento progresivo del porcentaje de epimastigotas entre el dia 2 y dia 5 desde
42% hasta 78%, respectivamente. El establecimiento de los epimastigotas como

morfologia predominante ocurre a partir del dia 2 manteniéndose hasta el dia 5 (78%)
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con un incremento de 4 veces (Ni/Ny) el indculo a consta de la multiplicacion de los
epimastigotas. Se observa en las primeras 48 horas mayor porcentaje de formas
epimastigotas a 37°C (42%) que a 27°C (25%, Tabla 2). Mientras que una baja
proporcion de formas en diferenciacion se aprecia durante los dias de incubacion, que
pudiese estar asociado al cultivo de los parasitos en una condicion de alta tension de

oxigeno que aumenta la velocidad de diferenciacion a epimastigotas.

Tabla 3. Cambios morfolégicos y poblacionales de 7. cruzi (Dm28c) en medio
ML15-HA pH 7,0 a 37°C durante la transformacion de amastigotas
extracelulares primarios en epimastigotas

Porcentaje de Formas (X+DS)

Tiempo Paras/mL NNy
(dias) (105) A Difer E M T Inmo
0 13,0 &9 2 9 0 0 0 1,0
1 10,5 88 1 7 0 2 1 1,0
2 36,0 50 8 42 0 0 0 2,8
3 43,0 39 1 59 0 1 0 3,3
4 44,0 25 0 75 0 0 0 3.4
5 53,2 22 0 78 0 0 0 4,1

A = amastigotas; Difer = formas en diferenciacion; E = epimastigotas; M = metaciclicos; T =
tripomastigotas; Inmo = formas inmoviles; X+DS = promedio més o menos desviacion estandar
de al menos tres recuentos en camara de Neubaiier; Ni/Ny = la relacidon entre el recuento de
parasitos/mla tiempo (t) sobre el recuento a tiempo 0.

La fase exponencial de la curva de crecimiento se ubica entre el dia 2 y 5 donde
el nimero de parésitos/mL se incrementa desde 36,0 x 10° hasta 53,2 x 10° con un
ligero aumento de la relacion Ny/Nj cada 24 horas. El incremento poblacional de los
epimastigotas multiplicdAndose a 37°C en alta tension de oxigeno no fue el esperado

como demostrado por Graterol y col., (2011) lo que pudiese ser debido a que el
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indéculo de amastigotas fue 7 veces mayor que de tripomastigotas y que los

epimastigotas pudieron agotar mas rapidamente los nutrientes del medio.
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Figura 7. Micrografia de luz de los cambios morfologicos de 7. cruzi (Dm28c) en
medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C durante la transformacion de amastigotas extracelulares
primarios en epimastigotas, teflidos con Giemsa acida. n = nucleo; k = kinetoplasto; d =
dias. Tincion de Giemsa 100X



53

La Figura 7 muestra los cambios morfoldgicos de 7. cruzi (Dm28c) en medio
MLI15-HA pH 7,0 a 37°C que ocurren durante la transformacién de amastigotas
extracelulares primarios en epimastigotas, por microscopia Optica y tincion con
Giemsa. A tiempo 0 dias (0d) se aprecia la morfologia tipica de los amastigotas
caracterizados por presentar un cuerpo redondeado u oval, nucleo grande, redondo y
excéntrico, un kinetoplasto en forma de barra cercano al nucleo y carecer de flagelo
libre (Figura 7, foto 0d). A partir del dia 1 de incubacion se observa que comienza la
rapida transformacion de amastigotas en epimastigotas (Figura 7, foto 1d) y el
predominio de formas epimastigotas tipicas caracterizado por un aspecto alargado,
nucleo central y kinetoplasto en barra situado en la region anterior del nucleo a partir
del segundo dia (Figura 7, foto 2d), los cuales se mantienen a los 4 y 5 dias (Figura 7,
foto 4d y 5d) de incubacion y que coinciden con los datos obtenidos en la Tabla 3. Si
bien no se aprecian diferencias morfoldgicas entre los epimastigotas (Figuras 6 y 7),

los resultados indican que los eventos de diferenciacion son diferentes.

4.3. Caracterizacion del perfil proteico de los epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c)

de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo

En la Figura 8 se muestra el perfil proteico en gel SDS-PAGE al 10% tefiido
con la técnica de Coomassie-Plata, de los epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) de
diferentes procedencias y temperaturas de cultivo. Se aprecia que los epimastigotas
de 27 y 37°C (canal E27 y E37) tienen un perfil proteico comun caracterizado por al
menos 17 bandas proteicas (175, 130, 90, 80, 75, 72, 66, 60, 55, 50, dupleta 43/42,
39, 37, 35, 32, 30 y 27 kDa), con pequeiias diferencias en la intensidad de algunas
bandas, sugiriendo que son equivalentes en proteinas aun cuando proceden de
estadios diferentes y se multiplicaron a temperaturas diferentes. Se puede observar
que estos epimastigotas obtenidos a 27 y 37°C muestran un alto grado de similitud
con el perfil de bandas presente en la forma epimastigota mantenido en cultivo (canal

Ec) empleado como estadio control, principalmente las bandas dominantes en



54

intensidad (175, 90, 80, 72, 66, 60, 55, 50, dupleta 43/42, 39, 35, 32 y 27 kDa,

ubicadas con punta de flecha a la derecha del canal Ec) como era de esperarse.

E37 E27 Ec Mr

(kDa)
! —225
170-)%'--.-1 175 - 150

—100
— 75

-y

Figura 8. SDS-PAGE al 10% de las proteinas de epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c)
obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 tefiidas con Coomassie-Plata. Cada canal tiene
16 pg de proteina. T= tripomastigotas, A= amastigotas, E37= epimastigotas de 37°C,
E27= epimastigotas de 27°C y Ec= epimastigotas de 6 dias de cultivo en medio LITB.
Los ntimeros al lado derecho corresponden a la movilidad relativa (Mr) de los
marcadores (M) de peso molecular en kiloDaltons (kDa).

Al comparar los estadios de procedencia, se aprecian perfiles proteicos
diferentes en numero de bandas e intensidad de las mismas, uno para tripomastigotas
(canal T) constituido por al menos 22 bandas, 18 de ellas (170, 130, 120, 90, 80, 75,
70, 66, 58, 55, 50, dupleta 43/42, 39, 35, 30, 29, 27 y 25 kDa, trazos cortos a la
izquierda del canal T) distribuidos entre los marcadores 225 y 25 kDa, y otro para

amastigotas (canal A) constituido por 16 bandas, 11 de ellas (80, 66, 60, 55, 50,
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dupleta 43/42, 39, 37, 32, 30 y 27 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal A)

ubicadas entre los marcadores 100 y 25 kDa.

Se puede observar que los epimastigotas obtenidos (canal E37 y E27)
comparten dos polipéptidos especificos (175 y 72 kDa, ubicados como tridngulos
blancos a la izquierda del canal Ec) con el estadio epimastigota mantenido en cultivo
(canal Ec) y que estan ausentes en los estadios de procedencia (canales T y A). Sin
embargo, en el estadio tripomastigota (canal T) se identifican seis polipéptidos
especificos (170, 120, 70, 58, 29 y 25 kDa) ausentes en los epimastigotas y
amastigotas. No se tomaron en consideracion algunas bandas por estar por encima o

por debajo de los marcadores de peso molecular de referencia.

4.4. Caracterizacion del perfil glicoproteico de los epimastigotas de 7. cruzi

(Dm28c¢) de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo

En la Figura 9 se muestra el perfil glicoproteico en gel SDS-PAGE al 10%
tefiido con la técnica combinada de Acido Periddico, Alcian Blue, Glutaraldehido,
Plata (APABGP), de los epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) de diferentes
procedencias y temperaturas de cultivo. La comparacion de los perfiles glicoproteicos
de epimastigotas de 27 y 37°C (canal E27 y E37) revela un alto grado de similitud y
pequefias diferencias en la intensidad de algunas bandas glicoproteicas al igual que lo
observado en el perfil proteico (Figura 8). Se aprecia un perfil caracterizado por al
menos 13 glicopéptidos (100, 85, 72, 66, 57, 50, dupleta 43/42, 39, 35, 32, 29,27 y
25 kDa). Al comparar estos epimastigotas obtenidos a 27 y 37°C con la forma
epimastigota mantenido en cultivo (canal Ec) se muestra un alto grado de similitud
con el perfil de bandas propia de los epimastigotas (85, 72, 66, 57, 50, dupleta 43/42,
39, 35, 32 y 27 kDa, ubicadas con punta de flecha a la derecha del canal Ec) como

observado en el perfil proteico.
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Figura 9. SDS-PAGE al 10% de las glicoproteinas de epimastigotas de 7. cruzi
(Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 tefiidas con APABGP. Cada canal
tiene 20 ug de proteina. T= tripomastigotas, A= amastigotas, E37= epimastigotas de
37°C, E27= epimastigotas de 27°C y Ec= epimastigotas de 6 dias de cultivo en medio
LITB. Az= 3,5 pg de mezcla de glicoconjugados. Los numeros al lado derecho
corresponden a la movilidad relativa (Mr) de los marcadores (M) de peso molecular
en kiloDaltons (kDa).

Al comparar los estadios de procedencia a nivel glicoproteico, se aprecian
acentuadas las diferencias en intensidad de algunos glicopéptidos con bandas
dominantes y bandas comunes entre estadios. En los tripomastigotas (canal T) se
presenta un perfil complejo, caracterizado por multiples bandas, sobre todo de alto
peso molecular que no pudieron ser resueltas en el gel, asi como un perfil constituido
por 15 glicopéptidos (120, 100, 85, 66, 60, 57, 55, 50, dupleta 43/42, 39, 35, 32, 29,
27 y 25 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal T) distribuidos entre los

marcadores 225 y 25 kDa, en los amastigotas (canal A) el perfil esta caracterizado por
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13 glicopéptidos (100, 85, 67, 62, 57, 50, dupleta 43/42, 39, 37, 29, 27, 26 y 25 kDa,

trazos cortos a la izquierda del canal A) ubicados entre los marcadores 100 y 25 kDa.

Existen glicopéptidos estadio-especificos que sirven como marcadores de
diferenciacion. Durante la transformacion en epimastigotas a 37°C se puede observar
la disminucion en la intensidad de algunas bandas propias de los amastigotas (85, 62
y 29 kDa, ubicados como triangulos blancos a la izquierda del canal E37) asi como la
aparicion de bandas mas intensas (37 y 35 kDa, ubicados como punta de flecha a la
izquierda del canal E37). Igualmente, en los epimastigotas a 27°C se puede observar
la disminucion en la intensidad de la banda 60 kDa (ubicada como triangulo blanco a
la derecha del canal E27) propia de los tripomastigotas y el aumento en la intensidad

de la banda de 85 kDa (ubicada como punta de flecha a la derecha del canal E27).

4.5. Caracterizacion del perfil antigénico de los epimastigotas de 7. cruzi
(Dm28c) de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo empleando

antisueros estadio especificos

La Figura 10 compara los antigenos revelados por el suero anti-epimastigota
(anti-E) en los epimastigotas de 27, 37 y el control (canales E27, E37 y Ec), contrario
a lo esperado por encima de las bandas comunes, se observa que cada epimastigota
tiene un perfil antigénico caracteristico con ausencia o presencia de bandas no
compartidas y diferencia en la intensidad de algunas de ellas. Se aprecia una regioén
de bandas de mediano y bajo peso molecular mucho mas intensas en el epimastigota
de 37°C (canal E37) que en el de 27°C (canal E27). En el epimastigota de 37°C (canal
E37) son reconocidos por el suero anti-E 11 antigenos (120, 100, 72, 66, 60, dupleta
57/55, 44, 40, 37, 33 y 21 kDa) mientras que en el epimastigota de 27°C (canal E27)
el perfil reconocido estd caracterizado por al menos siete antigenos (100, 80, 72,
dupleta 57/55, 44, 39 y 37 kDa). Al comparar estos epimastigotas obtenidos a 27 y

37°C con la forma epimastigota mantenido en cultivo (canal Ec) se aprecia que son
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reconocidos 11 antigenos propios de los epimastigotas (100, 80, 72, 66, 60, dupleta
57/55, 44, 40, 37, 33 y 21 kDa, ubicados como punta de flecha a la derecha del canal
Ec) y de éstos, seis son de naturaleza glicoproteica 100, 72, 66, 60, 44 y 33 kDa.
Sugiriendo que las diferencias observadas en los epimastigotas obtenidos a 27 y 37°C
podrian ser atribuibles a bandas compartidas con sus estadios de procedencia que no

se observa en el epimastigota mantenido en cultivo.

Mr E37 E27  Ec
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Figura 10. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de epimastigotas de T.
cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 revelado con suero anti-E. Cada
canal tiene 4 pg de proteina incubado con suero anti-E (1/2.500) y conjugado anti-IgG
peroxidasa de conejo (1/3.000) y revelado por luminografia. E37= epimastigotas de
37°C, E27= epimastigotas de 27°C y Ec= epimastigotas de 6 dias de cultivo en medio
LITB. Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kiloDaltons (kDa).

Esa posibilidad se analiza en la Figura 11, donde se aprecia que el suero de

conejo anti-TEMA preparado con una proporcion equivalente de proteinas de los cua-
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Mr T A E37 E27 Ec

Figura 11. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de epimastigotas de 7.
cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 revelado con suero anti-TEMA.
Cada canal tiene 4 pg de proteina incubado con suero anti-TEMA (1/2.500) y
conjugado anti-IgG peroxidasa de conejo (1/8.000) y revelado por luminografia. T=
tripomastigotas, A= amastigotas, E37= epimastigotas de 37°C, E27= epimastigotas de
27°C y Ec= epimastigotas de 6 dias de cultivo en medio LITB. Mr indica la movilidad
relativa de los marcadores de peso molecular en kiloDaltons (kDa).

tro estadios (Tripomastigotas, Epimastigotas, Metaciclicos y Amastigotas) revela en
cada estadio control un perfil antigénico diferente y caracteristico del estadio (canales
T, A y Ec). En el tripomastigota (canal T) son reconocidos seis antigenos (100, 80,
66, 57, 50 y 21 kDa), en el amastigota (canal A) siete antigenos (85, 66, 62, 57, 50,
40 y 21 kDa) y en el epimastigota mantenido en cultivo (canal Ec) siete antigenos
(66, 60, 57, 50, 40, 29 y 21 kDa, ubicados como punta de flecha a la derecha del
canal Ec). Se confirma que a pesar de la alta similitud entre los epimastigotas de 27 y
37°C, dado por un perfil de bandas comunes caracterizado por al menos seis

antigenos (80, 66, 57, 50, 42 y 21 kDa, ubicados como punta de flecha a la izquierda
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del canal E37) y de éstos, cuatro son de naturaleza glicoproteica (66, 57, 50 y 42 kDa)
existen al menos cuatro bandas antigénicas diferentes entre ellos (90, 60, 39 y 30
kDa, ubicados como triangulo blanco a la izquierda del canal E27), indicando que

antigénicamente son diferentes.

4.6. Estandarizacion antigénica mediante Dot-Blot de los epimastigotas de

diferentes procedencias y temperaturas de cultivo empleando pool de sueros

Para determinar de manera rapida y menos costosa la dilucion optima de los
pool de sueros, a usar en los Inmunobloting contra los diferentes antigenos, se empleo
la técnica del Dot-Blot. La Figura 12 muestra que los antigenos (epimastigotas de
27°C y 37°C) cargados en la membrana de nitrocelulosa en cantidades de 500, 250,
125, 62,5 y 31,25 ng de proteina por punto, son revelados por la anti-IgG en el pool
de sueros de pacientes chagasicos cronicos, con sefiales luminicas (manchas oscuras)
que se atentan fuertemente a mayor dilucion (1/20.000), confirmando la validez de la
técnica. Se aprecia que diferentes cantidades del antigeno epimastigota de 37°C por
punto, en las diferentes diluciones (cuadricula 1 a 15), se revela con mayor intensidad
que el antigeno epimastigota de 27°C (cuadricula 16 a 30). A la dilucion 1/5.000 se
aprecian manchas intensas a 500 ng en los antigenos epimastigotas de 37°C y 27°C
(puntos 1 y 16) que se atentian considerablemente a medida que disminuye la
cantidad de antigeno por punto (puntos 5 y 20). Esta atenuacion se acentia
fuertemente a la dilucion 1/20.000 (puntos 15 y 30) donde adicionalmente la cantidad
de antigeno por punto es 16 veces menor. Para la titulacion del pool de sueros de
pacientes en fase cronica usando conjugado anti-IgG y los epimastigotas de 27°C y
37°C seria conveniente trabajar con un rango de dilucién 5.000 y 10.000 que es capaz
de visualizar hasta 31,25 ng de antigeno por punto y mantener la dilucion del

conjugado (1/10.000).
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Figura 12. Dot-Blot de diferentes diluciones de pool de sueros de pacientes chagasicos
cronicos para identificar proteinas totales de epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c)
obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0. Se coloc6 cantidades variables de proteina por
punto incubada con diferentes diluciones de pool de sueros de pacientes chagasicos
cronicos, conjugado anti-IgG humano peroxidasa (1/10.000) y revelado por
luminografia. En la parte superior se identifican las diferentes cantidades de los
antigenos por punto: 500, 250, 125, 62,5 y 31,25 ng de E37= Epimastigotas de 37°C y
de E27= Epimastigotas de 27°C. A la izquierda se identifican las diferentes diluciones
del pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos. Los inmunocomplejos se
visualizaron por luminografia.

La Figura 13 muestra las sefiales luminicas inespecificas reveladas usando pool
de sueros de pacientes de otras patologias, pool de sueros de individuos sanos y
conjugado anti-IgG. En la fila correspondiente al antigeno epimastigota de 37°C
(cuadricula 1 al 5) se aprecia que el pool de sueros de pacientes de otras patologias
revel6 senales luminicas cuando las cantidades de antigeno fueron de 500, 250 y 125
ng (cuadricula 1 al 3) y sefiales muy tenues en cantidades de 62,5 y 31,25 ng

(cuadricula 4 y 5). Mientras que con el antigeno epimastigota de 27°C (cuadricula 6 al
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10) reveld sefales luminicas con baja intensidad a 500 ng (cuadricula 6) y muy
débilmente cuando los antigenos fueron de 250, 125, 62,5 y 31,25 ng (cuadricula 7 al
10). Por otro lado, el pool de sueros de individuos sanos reacciono inespecificamente
con todos los antigenos (epimastigotas de 27°C y 37°C) con sefiales luminograficas
muy débiles que se hacen casi imperceptible a medida que disminuye la cantidad de
antigeno por punto (cuadricula 11 al 20). Para la titulacién de estos dos sueros, seria
conveniente trabajar con una dilucion 1/1.000 pues da un fondo de reaccion
inespecifica muy leve en las diferentes concentraciones de antigenos y disminuir la

dilucion del conjugado (<1/10.000).

Antigeno 500 250 125 625 3125

—>
Anticuerpo
E37
Poolotras
patologias
1/1.000
E27
Pool E37
sueros
sanos
1/1.000 E27

Figura 13. Dot-Blot de diferentes pool de sueros para identificar proteinas totales de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0. Se coloco
cantidades variables de proteina por punto incubada con poo! de sueros de pacientes de
otras patologias (1/1.000), poo! de sueros de individuos sanos (1/1.000), conjugado
anti-IgG humano peroxidasa (1/10.000) y revelado por luminografia. En la parte
superior se identifican las diferentes cantidades de los antigenos por punto: 500, 250,
125, 62,5 y 31,25 ng de E37= Epimastigotas de 37°C y de E27= Epimastigotas de 27°C.
A la izquierda se identifican los diferentes pool de sueros. Los inmunocomplejos se
visualizaron por luminografia.
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En base a los resultados mostrados en las Figuras 12 y 13 se estableci6 que para
garantizar una buena resolucion entre bandas (antigenos) y un minimo fondo
(background) en los Inmunobloting se trabaje con una dilucion 1/7.500 (entre 5.000 y
10.000) del pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos para revelar antigenos
reconocidos por los anticuerpos IgG (conjugado anti-IgG 1/10.000) y dilucién
1/1.000 del pool de sueros de pacientes de otras patologias y pool de sueros de
individuos sanos para revelar inespecificamente antigenos reconocidos por los

anticuerpos IgG (conjugado anti-IgG 1/8.000).

4.7. Caracterizacion del perfil antigénico de los epimastigotas de 7. cruzi
(Dm28c) de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo empleando pool

de sueros

La Figura 14 muestra el andlisis por Inmunobloting de los perfiles antigénicos
de epimastigotas de 7. cruzi de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo
revelados por el pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos diluido 1/7.500. Se
aprecia en cada estadio control un perfil antigénico diferente y caracteristico del
estadio (canales T, A y Ec) con ausencia o presencia de bandas no compartidas y
diferencia en la intensidad de algunas de ellas. En el tripomastigota (canal T) son
reconocidos por el pool de sueros de pacientes chagésicos cronicos 11 antigenos (120,
90, 80, 72, 60, 55, 47, 40, 35, 30 y 21 kDa), en el amastigota (canal A) siete antigenos
(90, 85, 60, 55, 40, 35 y 21 kDa) y en el epimastigota mantenido en cultivo (canal Ec)
14 antigenos (150, 120, 85, 72, 60, 55, 47, 39, 35, 30, 29, 27, 24 y 21 kDa, ubicados
como trazos cortos a la derecha del canal Ec). Cuando se analizan los antigenos
obtenidos se observa que en el epimastigota de 37°C (canal E37) son reconocidos 11
antigenos (120, 85, 72, 60, 55, 47, 39, 30, 29, 24 y 21 kDa) mientras que en el
epimastigota de 27°C (canal E27) el perfil reconocido esté caracterizado por al menos
ocho antigenos (120, 82, 72, 60, 55, 47, 35 y 21 kDa). La comparacion entre los

epimastigotas de 27 y 37°C y el epimastigota mantenido en cultivo muestra seis
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bandas comunes (120, 72, 60, 55, 47 y 21 kDa, ubicados como triangulo blanco a la
izquierda del canal Ec) a los tres antigenos y de éstas, dos bandas (60 y 55 kDa,
identificados por punta de flecha blanca a la izquierda del canal T) son comunes con
los antigenos de procedencia (canal T y A). Caracteristicamente, cinco bandas son
reveladas comunmente en el antigeno E37 y Ec (85, 39, 30, 29 y 24 kDa, ubicados
como trazos cortos a la izquierda del canal E37) mientras que solo la banda de 35
kDa (ubicada como trazo corto a la izquierda del canal E27) es revelada en comun en

el antigeno E27 y Ec.

Mr T A E37 E27 Ec
(kDa)

225 —
150 —

100 —
75 —

Figura 14. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de epimastigotas de T.
cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 revelado con pool de sueros de
pacientes chagasicos cronicos. Cada canal tiene 4 ug de proteina incubado con pool
de sueros de pacientes chagasicos cronicos (1/7.500) y conjugado anti-IgG humano
peroxidasa (1/10.000) y revelado por luminografia. T= tripomastigotas, A=
amastigotas, E37= epimastigotas de 37°C, E27= epimastigotas de 27°C y Ec=
epimastigotas de 6 dias de cultivo en medio LITB. Mr indica la movilidad relativa de
los marcadores de peso molecular en kiloDaltons (kDa).
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Cuando estos mismos antigenos se incuban con un pool de sueros de pacientes
chagasicos agudos diluido 1/800, los perfiles antigénicos de epimastigotas de 7. cruzi

de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo son totalmente diferentes. En la

Mr T A E37 E27 Ec

Figura 15. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de epimastigotas de 7.
cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 revelado con pool de sueros de
pacientes chagésicos agudos. Cada canal tiene 4 pug de proteina incubado con pool de
sueros de pacientes chagdasicos agudos (1/800) y conjugado anti-IgM humano
peroxidasa (1/3.000) y revelado por Iluminografia. T= tripomastigotas, A=
amastigotas, E37= epimastigotas de 37°C, E27= epimastigotas de 27°C y Ec=
epimastigotas de 6 dias de cultivo en medio LITB. Mr indica la movilidad relativa de
los marcadores de peso molecular en kiloDaltons (kDa).

Figura 15 se aprecia que el perfil antigénico revelado es de menor intensidad y menor
nimero de bandas en comparacion al revelado por el pool de sueros de pacientes
chagasicos cronicos (Figura 14). Todos los antigenos presentan un perfil complejo,
caracterizado por bandas de alto peso molecular que no pudieron ser resueltas en el

gel. En el tripomastigota (canal T) son reconocidos cuatro antigenos (140, 80, 53 y 48
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kDa), en el amastigota (canal A) tres antigenos (175, 80 y 60 kDa) y en el
epimastigota mantenido en cultivo (canal Ec) seis antigenos (140, 100, 80, 72, 60 y
53 kDa, ubicados como trazos cortos a la derecha del canal Ec). Cuando se analizan
los epimastigotas obtenidos se observa que son reconocidos cinco antigenos (140, 80,
69, 60 y 53 kDa) en el epimastigota de 37°C (canal E37) y cinco antigenos (140, 120,
80, 60 y 53 kDa) en el epimastigota de 27°C (canal E27). La comparacion entre los
epimastigotas de 27 y 37°C y el epimastigota mantenido en cultivo muestra cuatro
bandas comunes (140, 80, 60 y 53 kDa, ubicados como punta de flecha a la izquierda
del canal Ec) a los tres antigenos y de éstas, tres bandas (140, 80 y 53 kDa) son

comunes con los antigenos de procedencia (canal Ty A).

Mr T A E37 E27 Ec
(kDa) |

225
150

100
75

50
35

25

Figura 16. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de epimastigotas de 7.
cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 revelado con pool de sueros de
pacientes de otras patologias. Cada canal tiene 4 pg de proteina incubado con pool de
sueros de pacientes de otras patologias (1/1.000) y conjugado anti-IgG humano
peroxidasa (1/8.000) y revelado por luminografia. T= tripomastigotas, A=
amastigotas, E37= epimastigotas de 37°C, E27= epimastigotas de 27°C y Ec=
epimastigotas de 6 dias de cultivo en medio LITB. Mr indica la movilidad relativa de
los marcadores de peso molecular en kiloDaltons (kDa).
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La Figura 16 muestra el andlisis por Inmunobloting de los perfiles antigénicos
de epimastigotas de 7. cruzi de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo
revelados por un pool de sueros de pacientes de otras patologias diluido 1/1.000. Se
aprecia una baja intensidad y complejidad en los perfiles, revelando apenas cuatro
bandas tenues (225, 90, 72 y 50 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal Ec) en el
epimastigota mantenido en cultivo, tres de las cuales son comunes con el antigeno
epimastigota E37 y E27 (90, 72 y 50 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal E37),
tres bandas en el antigeno amastigota (canal A) y una en el tripomastigota (canal T).
Al comparar el pool de sueros de pacientes de otras patologias con el pool de sueros
de pacientes chagasicos cronicos (Figura 16 vs Figura 14), se observa una banda (72
kDa) comtn en todos los estadios y una banda (90 kDa) comun en el antigeno
amastigota (canal A). Al comparar el pool de sueros de pacientes de otras patologias
con el pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (Figura 16 vs Figura 15), se

observa solo la banda de 72 kDa comun con el epimastigota mantenido en cultivo.

La Figura 17 muestra el analisis por Inmunobloting de los perfiles antigénicos
de epimastigotas de 7. cruzi de diferentes procedencias y temperaturas de cultivo
revelados por un pool de sueros de individuos sanos diluido 1/1.000. El pool de
sueros de individuos sanos reconoci6 solo tres bandas antigénicas (75, 66 y 47 kDa,
trazos cortos a la derecha del canal T) poco intensas en el antigeno de procedencia
tripomastigota y la banda de 72 kDa (punta de flecha a la izquierda del canal E37) en
los antigenos de epimastigota (canales E37, E27 y Ec), mientras que en el antigeno
amastigota (canal A) no reveld bandas antigénicas. Al comparar el pool de sueros de
individuos sanos con el pool de sueros de pacientes chagésicos cronicos (Figura 17 vs
Figura 14) y el pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (Figura 17 vs Figura
15) se observan las bandas 47 y 72 kDa, comin con los tripomastigotas y

epimastigotas respectivamente.
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Mr T A E37 E27 Ec
(kDa) | |
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Figura 17. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las proteinas de epimastigotas de T.
cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 revelado con pool de sueros de
individuos sanos. Cada canal tiene 4 pg de proteina incubado con pool de sueros de
individuos sanos (1/1.000) y conjugado anti-IgG humano peroxidasa (1/8.000) y
revelado por luminografia. T= tripomastigotas, A= amastigotas, E37= epimastigotas
de 37°C, E27= epimastigotas de 27°C y Ec= epimastigotas de 6 dias de cultivo en
medio LITB. Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kiloDaltons (kDa).

4.8. Fraccionamiento de los antigenos de epimastigotas totales de 7. cruzi

(Dm28c) de 27°C y 37°C por electroelucion miltiple

Las Figuras 18 y 19 muestran el andlisis electroforético de las proteinas de
epimastigotas de 27°C electroeluidas en las fracciones del rango de 225 y 25 kDa, que
se corresponden al rango de los antigenos revelados por el pool de sueros de
pacientes chagasicos agudos y cronicos. En el perfil total (canal E27, Figuras 18 y 19)

se observan al menos 18 bandas proteicas de intensidad variable (175, 130, 100, 90,
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80, 75, 72, 66, 60, 55, 50, dupleta 43/42, 39, 37, 35, 32, 30 y 27 kDa, trazos cortos a
la izquierda del canal E27), sugiriendo que los polipéptidos presentan
concentraciones relativas diferentes y/o que tienen afinidad diferencial por el
coomassie-plata. Se aprecia una relacion directa entre la intensidad de los
polipéptidos fraccionados (canales 8 a 20) y la intensidad de las bandas en el perfil
total (canal E27). No se evidencia una relacion directa entre cantidad de proteina
(ng/canal) y las intensidades de las bandas. Esto puede ser debido a la afinidad
diferencial de algunos polipéptidos por la plata metélica. Las fracciones de los tubos
20 a 30 no se tomaron en consideracion por estar por debajo de los marcadores de

peso molecular de referencia (resultados no mostrados).

Mr
AR
J-l —225

—150

100— w=s —100

10,0 <o0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 04 04 03 04 04

Figura 18. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 1 al 10 de las proteinas de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y tefiidas con Coomassie-Plata. E27= epimastigotas de
27°C. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ng) por canal. Los nimeros al
lado derecho corresponden a la movilidad relativa (Mr) de los marcadores (M) de
peso molecular en kiloDaltons (kDa).



70

E27 11 1|2 1|3 1|4 1|5 1|6 1|7 1|8 1|9 2|0 l\l/[ (kDa)

—225
—150

—100

.
Y
gt g 11

10,0 0,5 0,6 0,7 0,7 0,6 0,6 0,7 0,7 0,7 0,6

Figura 19. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 11 al 20 de las proteinas de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y tefiidas con Coomassie-Plata. E27= epimastigotas de
27°C. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal. Los numeros al
lado derecho corresponden a la movilidad relativa (Mr) de los marcadores (M) de
peso molecular en kiloDaltons (kDa).

Las Figuras 20 y 21 muestran el mismo analisis electroforético para las
proteinas de epimastigotas de 37°C en el rango de 225 y 25 kDa, que corresponden al
rango de los antigenos revelados por el pool de sueros de pacientes chagasicos agudos
y cronicos. En el perfil total (canal E37, Figuras 20 y 21) se observan al menos 17
bandas proteicas de diferente intensidad (175, 130, 90, 80, 75, 72, 66, 60, 55, 50,
dupleta 43/42, 39, 37, 35, 32, 30 y 27 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal E37)
en completa correspondencia con las proteinas separadas por SDS-PAGE de la Figura
8 canal E37. Se aprecia coincidencia entre la intensidad de los polipéptidos

fraccionados (canales 6 a 20) y la de las bandas en el perfil total (canal E37), con



71

ausencia de relacion entre la cantidad de proteina (pg/canal) estimada y las
intensidades de las bandas en los canales, como descrito previamente. No se tomaron
en consideracion las fracciones de los tubos 20 a 30 por estar por debajo de los

marcadores de peso molecular de referencia (resultados no mostrados).

Mr
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Figura 20. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 1 al 10 de las proteinas de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y tefiidas con Coomassie-Plata. E37= epimastigotas de
37°C. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal. Los nameros al
lado derecho corresponden a la movilidad relativa (Mr) de los marcadores (M) de
peso molecular en kiloDaltons (kDa).
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Figura 21. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 11 al 20 de las proteinas de
epimastigotas de T. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y tefiidas con Coomassie-Plata. E37= epimastigotas de
37°C. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal. Los nimeros al
lado derecho corresponden a la movilidad relativa (Mr) de los marcadores (M) de
peso molecular en kiloDaltons (kDa).

Las Figuras 22 y 23 muestran el andlisis electroforético de las glicoproteinas de
epimastigotas de 27°C electroeluidas en las fracciones del rango de 225 y 25 kDa. En
el perfil total (canal E27, Figuras 22 y 23) se observan al menos 17 bandas
glicoproteicas de intensidad variable (150, 120, 100, 80, 72, 66, 60, 57, 50, 47,
dupleta 43/42, 39, 35, 32, 29, 27 y 25 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal E27).
También se observa coincidencia entre la intensidad de los glicopéptidos
fraccionados (canales 6 a 20) y la de las bandas en el perfil total (canal E27), asi

como ausencia de relacion entre la cantidad de proteina (pg/canal) estimada y las
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intensidades de las bandas en los canales, similar a lo observado en los perfiles

proteico (Figuras 18 y 19).

AzE27 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 M  (kpg)

Mucina

Fetuina

a-Glico-
proteina

120 0,1 02 0,2 0,2 04 04 04 0505 0,6 0,7

Figura 22. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 2 al 12 de las glicoproteinas de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y tefiidas con APABGP. E27= epimastigotas de 27°C. Al
pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal. Az= 3,5 pg de mezcla de
glicoconjugados. Los niimeros al lado derecho corresponden a la movilidad relativa
(Mr) de los marcadores (M) de peso molecular en kiloDaltons (kDa).
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Figura 23. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 13 al 23 de las glicoproteinas de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y tefiidas con APABGP. E27= epimastigotas de 27°C. Al
pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal. Az= 3,5 pg de mezcla de
glicoconjugados. Los nimeros al lado derecho corresponden a la movilidad relativa

(Mr) de los marcadores (M) de peso molecular en kiloDaltons (kDa).

Las Figuras 24 y 25 muestran el mismo analisis electroforético para las
glicoproteinas de epimastigotas de 37°C en el rango de 225 y 25 kDa. En el perfil

total (canal E37, Figuras 24 y 25) se observan al menos 15 bandas glicoproteicas de

diferente intensidad (150, 100, 85, 72, 66, 57, 50, 47, dupleta 43/42, 39, 35, 32, 29,

27 y 25 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal E37). También se aprecia

coincidencia entre la intensidad de los glicopéptidos fraccionados (canales 6 a 23) y

la de las bandas en el perfil total (canal E37), con ausencia de relacion entre la

cantidad de proteina (ng/canal) estimada y las intensidades de las bandas en los

canales, como descrito previamente.
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Figura 24. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 2 al 12 de las glicoproteinas de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y tefiidas con APABGP. E37= epimastigotas de 37°C. Al
pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal. Az= 3,5 pg de mezcla de
glicoconjugados. Los nimeros al lado derecho corresponden a la movilidad relativa
(Mr) de los marcadores (M) de peso molecular en kiloDaltons (kDa).
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Figura 25. SDS-PAGE al 10% de las fracciones 13 al 23 de las glicoproteinas de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y tefiildas con APABGP. E37= epimastigotas de 37°C. Al
pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal. Az= 3,5 pg de mezcla de
glicoconjugados. Los niimeros al lado derecho corresponden a la movilidad relativa
(Mr) de los marcadores (M) de peso molecular en kiloDaltons (kDa).

4.9. Caracterizacion de las bandas antigénicas fraccionadas de los epimastigotas
de 7. cruzi (Dm28c¢) de 27°C y 37°C empleando pool de sueros de pacientes

chagasicos

Las Figuras 26 y 27 muestran el perfil antigénico total de epimastigotas de 27°C
revelado por el pool de sueros de pacientes chagésicos cronicos (canal E27, Figuras
26 y 27) y los antigenos reconocidos en las fracciones proteicas separadas por
electroelucion (canales 4 a 19). Se aprecia que en el epimastigota de 27°C (canal
E27), el pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos reveldo 17 bandas con

diferentes intensidades (195, 130, 120, 100, 85, 72, 66, 55, 50, 47, 42, 39, 35, 32, 29,
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25 y 21 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal E27) mucho mas que las ya

descritas en la Figura 14, canal E27.
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Figura 26. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 2 al 12 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
cronicos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado
con pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos (1/7.500) y conjugado anti-IgG
humano peroxidasa (1/10.000) y revelado por luminografia. E27= epimastigotas de

27°C. Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kiloDaltons (kDa).

En las fracciones proteicas de los tubos 4 a 19, el pool de sueros de pacientes
chagasicos cronicos identificé 26 antigenos (> 225, 195, 130, 120, 110, 100, 90, 85,
75, 72, 70, 66, 60, 55, 50, 47, 42, 39, 37, 35, 34, 32, 29, 27, 25 y 21 kDa, trazos
cortos a la izquierda de los canales 4 a 19) mucho més bandas que las descritas en las
proteinas separadas por SDS-PAGE y fraccionadas por electroelucion de las Figuras
18 y 19. Se aprecian dos bandas antigénicas (130 y 50 kDa, punta de flecha a la

izquierda del canal 5, Figura 26) no reveladas como bandas proteicas en el canal 5 de
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la Figura 18 y 4 bandas antigénicas (150, 90 y 47 kDa, punta de flecha a la izquierda
de los canales 13, 15 y 18, Figura 27) de mayor peso molecular que las identificadas

en los canales 13, 15 y 18 de la Figura 19.
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Figura 27. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 13 al 23 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
cronicos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado
con pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos (1/7.500) y conjugado anti-IgG
humano peroxidasa (1/10.000) y revelado por luminografia. E27= epimastigotas de

27°C. Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kiloDaltons (kDa).

Las Figuras 28 y 29 muestran el perfil antigénico total de epimastigotas de 37°C
revelado por el pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos (canal E37, Figuras
28 y 29) y los antigenos reconocidos en las fracciones proteicas separadas por
electroelucion (canales 4 a 20). Se aprecia que en el epimastigota de 37°C (canal
E37), el pool de sueros de pacientes chagéasicos cronicos reveld6 16 bandas de

intensidad variable (195, 150, 130, 120, 90, 85, 75, 72, 66, 55, 47, 42, 35,29, 25 y 21
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kDa, trazos cortos a la izquierda del canal E37) mucho mas que las ya descritas en la

Figura 14, canal E37.
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Figura 28. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 2 al 12 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
cronicos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado
con pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos (1/7.500) y conjugado anti-IgG
humano peroxidasa (1/10.000) y revelado por luminografia. E37= epimastigotas de

37°C. Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kiloDaltons (kDa).

En las fracciones proteicas de los tubos 4 a 20, el pool de sueros de pacientes
chagasicos cronicos identifico 27 antigenos (> 225, 195, 150, 130, 125, 110, 100, 90,
85, 75, 72, 66, 60, 55, 50, 47, 43, 42, 40, 39, 35, 34, 32, 29, 27, 25 y 21 kDa, trazos
cortos a la izquierda de los canales 4 a 20) mucho méas bandas que las descritas en las
proteinas separadas por SDS-PAGE y fraccionadas por electroelucion de las Figuras
20 y 21. Se aprecia un antigeno (47 kDa, punta de flecha a la izquierda del canal 3,

Figura 28) no revelado como banda proteica en el canal 3 de la Figura 20.
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Figura 29. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 13 al 23 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
cronicos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado
con pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos (1/7.500) y conjugado anti-IgG
humano peroxidasa (1/10.000) y revelado por luminografia. E37= epimastigotas de

37°C. Mr indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en
kiloDaltons (kDa).

Las Figuras 30 y 31 muestran el perfil antigénico total de epimastigotas de 27°C
revelado por el pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (canal E27, Figuras 30
y 31) y los antigenos reconocidos en las fracciones proteicas separadas por
electroelucion (canales 6 a 15). Se aprecia que en el epimastigota de 27°C (canal
E27), el pool de sueros de pacientes chagasicos agudos reveld 6 bandas de intensidad

variable (150, 120, 100, 75, 57 y 50 kDa, trazos cortos a la izquierda del canal E27).
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Figura 30. /nmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 2 al 12 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
agudos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado con
pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (1/800) y conjugado anti-IgM humano
peroxidasa (1/3.000) y revelado por luminografia. E27= epimastigotas de 27°C. Mr

indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en kiloDaltons
(kDa).

En las fracciones proteicas de los tubos 6 a 12, el pool de sueros de pacientes
chagasicos agudos identifico los mismos 6 antigenos (150, 120, 100, 75, 57 y 50 kDa,
trazos cortos a la izquierda de los canales 6 a 12), mientras que en los tubos 13 a 20
no reconocid bandas antigénicas. En todos los canales (Figura 30 y 31) aparecieron
dos bandas inespecificas en torno al marcador de 50 kDa (punta de flecha a la

izquierda del canal 3 y 14).
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Figura 31. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 13 al 23 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 27°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
agudos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado con
pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (1/800) y conjugado anti-IgM humano
peroxidasa (1/3.000) y revelado por luminografia. E27= epimastigotas de 27°C. Mr
indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en kiloDaltons
(kDa).

Las Figuras 32 y 33 muestran el perfil antigénico total de epimastigotas de 37°C
revelado por el pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (canal E37, Figuras 32
y 33) y los antigenos reconocidos en las fracciones proteicas separadas por
electroelucion (canales 5 a 16). Se aprecia que en el epimastigota de 37°C (canal
E37), el pool de sueros de pacientes chagasicos agudos reveld 8 bandas con diferentes
intensidades (150, 130, 85, 72, 55, 47, 42 y 32 kDa, trazos cortos a la izquierda del
canal E37).
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Figura 32. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 2 al 12 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
agudos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado con
pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (1/800) y conjugado anti-IgM humano
peroxidasa (1/3.000) y revelado por luminografia. E37= epimastigotas de 37°C. Mr

indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en kiloDaltons
(kDa).

En las fracciones proteicas de los tubos 5 a 16, el pool de sueros de pacientes
chagasicos agudos identifico los mismos 8 antigenos (150, 130, 85, 72, 55, 47,42 y
32 kDa, trazos cortos a la izquierda de los canales 5 a 16). En todos los canales
(Figura 32 y 33) aparecieron dos bandas inespecificas en torno al marcador de 50 kDa
(punta de flecha a la izquierda del canal 3 y 14) al igual que lo observado en las

Figuras 30 y 31.
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Figura 33. Inmunobloting (SDS-PAGE 10%) de las fracciones 13 al 23 de
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0 a 37°C,
separadas por electroelucion y revelado con pool de sueros de pacientes chagasicos
agudos. Al pie del gel se muestra la cantidad de proteina (ug) por canal, incubado con
pool de sueros de pacientes chagasicos agudos (1/800) y conjugado anti-IgM humano
peroxidasa (1/3.000) y revelado por luminografia. E37= epimastigotas de 37°C. Mr
indica la movilidad relativa de los marcadores de peso molecular en kiloDaltons
(kDa).

4.10. Evaluacion de la calidad de los antigenos totales procedentes de

epimastigotas de 27°C y 37°C mediante ELISA

La Tabla 4 muestra el titulo de los pool de sueros de pacientes chagasicos
cronicos, individuos sanos y pacientes con diversas patologias, contra antigenos
totales de epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) de diferentes procedencias y
temperaturas de cultivo analizados por ELISA. Se aprecia que para los dos antigenos,
el suero usado como control positivo para la técnica de ELISA presentd un titulo de

1/5.120 y que el suero control negativo, un titulo menor que 1/20. El pool de sueros
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de pacientes chagdsicos crénicos presentd un titulo de 1/5.120 contra los dos
antigenos producidos al igual a lo observado en el control positivo. El pool de sueros
de pacientes de otras patologias un titulo de 1/320 contra los antigenos epimastigotas
de 37°C y un titulo menor (1/160) contra los antigenos epimastigotas de 27°C. El pool
de sueros de individuos sanos un titulo de 1/80 para ambos antigenos. Estos
resultados demuestran que los antigenos epimastigotas obtenidos a 27°C y 37°C
representan igual oferta antigénica mediante ELISA para los pool de sueros de
pacientes chagasicos cronicos y que las diferencias en reactividad solo pueden ser

evidenciadas mediante la técnica de Inmunobloting.

Tabla 4. Titulacion mediante la técnica de ELISA de los pool/ de sueros usando
epimastigotas de 7. cruzi (Dm28c) obtenidos en medio ML15-HA pH 7,0

Antigeno
Anticuerpo
E37 E27
Control positivo 5120 5120
Poolsueros 5120 5120
chagésicos cronicos
Pool sueros’ otras 120 160
patologias
Pool sueros sanos 80 80
Control negativo <20 <20

500 ng de antigeno por pozo (E37= epimastigotas de 37°C, E27= epimastigotas de 27°C) y
conjugado anti-IgG humano peroxidasa (1/5.000). Los valores se expresan como el inverso
del titulo y corresponden a datos obtenidos por duplicado, como descrito en Metodologia.



CAPITULO V

5. DISCUSION

En este trabajo se demostro que es posible obtener poblaciones puras y estables
de epimastigotas de 37°C derivados de amastigotas obtenidos a partir de metaciclicos
(amastigotas primarios) y epimastigotas de 27°C derivados de tripomastigotas (tipo
hematico), cuyos perfiles proteicos y glicoproteicos son similares entre si y
significativamente diferentes de sus estadios de procedencia. Estos epimastigotas
expresaron antigenos especificos que no tuvieron relevancia diagndstica detectable

por técnicas seroldgicas convencionales (ELISA e Inmunobloting).

La epimastigogénesis (diferenciacion del tripomastigota hacia epimastigota) in
vivo e in vitro se dispara por la caida de temperatura. In vitro, este proceso de
transformacion es dramaticamente afectado por factores como tension de oxigeno (De
Lima y col., 2005; Contreras y col., 2005) y nivel de glucosa en el medio (Tyler y
Engman, 2000), acelerando o haciendo mas lenta la transformacion. La existencia de
una morfologia amastigota a 27°C de transicion entre el tripomastigota y epimastigota
ha sido demostrada y ampliamente estudiado (Graterol y col., 2014; Kessler y col.,
2017). Se ha propuesto que 7. cruzi in vitro se adaptan morfologica y molecularmente
mimetizando propiedades bioldgicas y antigénicas de otros estadios (Contreras y col.,
2006). Es evidente que en el proceso morfogenético de diferentes tripanosomatideos
las proteinas de choque térmico juegan un papel determinante en la diferenciacion
participando en la sobrevivencia del parasito como chaperonas de otras proteinas
(Hombach y col., 2014). Exhaustivos estudios evidencian que diferentes familias de
las proteinas de estrés térmico en 7. cruzi estan conservadas y son inducidas por
aumento de temperatura y actian como chaperonas durante los procesos de

diferenciacion (Rondinelli, 1994; Urményi y col., 2014), es sugestivo pensar que
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algunas de ellas podrian estar participando para la sobrevivencia de los epimastigotas
obtenidos a 37°C. El uso de estos estadios obtenidos axenicamente permitird conocer
elementos regulatorios involucrados en el control post-transcripcional en la expresion

de genes estadio especificos (Araujo y Texeira, 2011).

En los estudios de morfogénesis de 7. cruzi tales como metaciclogénesis,
amastigogénesis y epimastigogénesis inducidas en condiciones axénicas, son
influenciados por factores inherentes al aislado y al microambiente en el cual ocurre
la diferenciacion (Contreras y col., 2006). De ahi que la formulacion y fabricacion del
medio ML15-HA que permiti6 la obtencion de epimastigotas de 37°C y la produccion
de epimastigotas de 27°C similar a los epimastigotas estdndar producidos en medios
axénicos convencionales, representa un aporte que contribuye al estudio de
propiedades estructurales y comportamientos fisiologico y bioquimico del parasito,
evitando los inconvenientes que puedan derivar de su aislamiento a partir de cultivos

de tejidos (Zaidenberg y col., 2000).

Para la obtencidn en condiciones axénicas de epimastigotas a 27°C derivados de
tripomastigotas hemos utilizado diversos medios de cultivo. De Lima y col., (2007)
trabajando con el clon EPmg de 7. cruzi procedente de humanos en un medio
quimicamente no definido como el medio LIT B con 10% de SFB a 27°C
evidenciaron que durante el proceso de transformacion morfolégica no ocurre
multiplicacion y el evento cursa con la aparicion de una morfologia de transicion
previo a su diferenciacion en epimastigotas. Similares resultados se obtuvieron por
Barrios y col., (2008) trabajando con el mismo clon a igual temperatura y usando un
medio semi-definido como el medio MEMTAU con 5% de SFB, mostrando que los
parasitos en diferenciacion pasan por formas amastigotas antes de transformarse en
epimastigotas y a partir del dia 6 se incrementa progresivamente hasta 6 veces la
poblacion y los epimastigotas se hacen predominantes. Gigante y col., (2009)

trabajando en condiciones equivalentes con el clon Dm28c (procedente de un
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reservorio marsupial) e incubando en medio semi-definido ML15-HA con 5% de
SFB mostraron que los mayores cambios morfoldgicos ocurren en las primeras 24
horas con una caida del porcentaje de tripomastigotas e incremento de los amastigotas
y es a partir del dia 2 que los epimastigotas se establecen como morfologia
predominante hasta el dia 10, con un incremento de 59 veces el indculo. En nuestro
estudio se logro simular in vitro en medio ML15-HA con 10% de SFB a 27°C y
reproducir el evento de transformacion de tripomastigotas a epimastigotas reportado
por Gigante y col., (2009) observandose el dia 5 un aumento de 10,3 veces el indculo,
con un incremento progresivo del porcentaje de epimastigotas entre el dia 2 y dia 5
desde 25% hasta 87%. Se evidencia que el clon Dm28c es un parasito que responde
rdpidamente a los procesos de transformacion a 27°C y confirma la sucesion de
eventos durante el proceso de diferenciacion reportados por otros autores (De Lima y
col., 2007; Barrios y col., 2008). Se demuestra que en los medios LIT B y ML15-HA
nutricionalmente mas ricos que el medio semi-definido MEMTAU, el proceso de
transformacion de los tripomastigotas en epimastigotas ocurre a mayor velocidad
indistintamente del aislado (EPmg 6 Dm28c) como reportado por Graterol y col.,

(2013b).

Por otra parte, estudios que muestran el comportamiento de los amastigotas en
los medios de cultivo para la obtencion de epimastigotas han sido descritos. En
contraste con los amastigotas intracelulares que se diferencian a tripomastigotas
(Zaidenberg y col., 1995) los extracelulares lo hacen a epimastigotas (Engel y
Dvorak, 1988). Zaidenberg y col., (2000) estudio el crecimiento de cultivos de
amastigotas incubados a 27°C en el medio definido F29 evidenciando una fase
estacionaria alrededor del dia 6 del cultivo a partir del cual se observo transformacion
al estadio epimastigota. En estos cultivos sin renovacion del medio, al cabo de 16 dias
de incubacion, la poblacion de parasitos consistia en 82% de epimastigotas y 18% de
amastigotas. En los experimentos de Engel y Dvorak (1988), la transformacion a

epimastigotas fue inhibida por cambios del medio de cultivo. En nuestros
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experimentos a 37°C, el estadio de amastigota a partir del dia 2, pudo transformarse
en epimastigota sin renovacion del medio de cultivo, lo que demuestra que es posible
mantener y estudiar este estadio a una temperatura similar a la del hospedador

humano.

Si bien a nivel morfoldégico mediante microscopia Optica, no se aprecian
diferencias entre los epimastigotas obtenidos (Figuras 6 y 7), nuestros resultados
muestran que los eventos de diferenciacion son diferentes. El tripomastigota tipo
hematico para transformarse a epimastigota a 27°C sufre un acortamiento para formar
el amastigota y luego un alargamiento hasta formar el epimastigota que puede ocurrir
al 2do dia de incubacidon mientras que el amastigota para transformarse a
epimastigota a 37°C lo hace mas rdpidamente al ler dia de incubacion, lo que puede
deberse ademas del estrés de temperatura, al cultivo de los parasitos en una condicion
de alta tension de oxigeno que aumenta la velocidad de diferenciacion a
epimastigotas como ha sido reportado por Graterol y col., (2013a) y que puede estar
asociado al metabolismo oxidativo utilizado por 7. cruzi (Engel y col., 1987). Un
estudio mediante microscopia electronica de barrido de los eventos de transformacion
morfologica y de superficie de ambos epimastigotas (27 y 37°C) destacaria
diferencias relevantes como las observadas entre amastigotas de 7 cruzi de diferentes

procedencias (Navarro y col., 2003).

T. cruzi presenta perfiles proteicos y glicoproteicos con bandas comunes y
especificas que caracterizan cada estadio. La comparacion en proteinas de
epimastigotas muestra perfiles similares indistintamente de la condicion de cultivo o
procedencia epidemiologica. Sin embargo, la comparacion a nivel de glicoproteinas
muestra algunas diferencias con bandas de distinta intensidad asociados a condiciones
de mantenimiento o procedencia del epimastigota (Contreras y col., 1998; De Lima y
col., 2008). Nuestros resultados confirman que existen cambios proteicos y

glicoproteicos significativos de los epimastigotas obtenidos a 27 y 37°C respecto a
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estadios de procedencia y una alta similitud en los perfiles entre epimastigotas de

diferentes procedencias (Figuras 8 y 9).

El uso de sueros hiperinmunes contra estadios de 7. cruzi son de gran utilidad
para revelar antigenos proteicos o glicoproteicos especificos de estadio. En contraste
con la alta capacidad resolutiva de los anticuerpos monoclonales, el uso de sueros
anti-estadio son mas ventajosos en estudios de morfogénesis de 7. cruzi. La
utilizacion de los anticuerpos monoclonales es limitada por cuanto identifican un
evento puntual en un parasito heterogéneo poblacionalmente y donde un mismo
epitopo puede estar presente en dos estadios diferentes (Beard y col., 1985; Chao y
Dusanic, 1985; Pan y McMahon-Pratt, 1989). Los sueros hiperinmunes anti-estadio
revelan simultdneamente la dominancia relativa de varios antigenos contra su estadio
homologo. Por tanto, sueros anti-estadio, preparados en conejo son comunmente
usados para estudiar cambios antigénicos in vitro que ocurren durante la
transformacion morfoldgica del parasito (Contreras y col., 1985; 2002; Navarro y
col.,, 2003). Los sueros anti-epimastigota, anti-metaciclicos, anti-tripomastigota y
anti-amastigota son utiles porque cada uno de ellos revela mediante Inmunobloting un
perfil antigénico estadio especifico. El uso en Inmunobloting de cada antisuero anti-
estadio por separado usando igual cantidad de proteinas estd limitado porque cada
antisuero presenta el mas alto titulo contra su estadio homologo. Esta limitacion
puede ser abolida usando un suero anti los cuatro estadios (anti-TEMA) que revele
diferencialmente cada estadio y muestre una alta similitud con los perfiles antigénicos
de cada suero por separado contra su estadio homologo (Graterol y col., en
preparacion). En nuestro estudio, el suero anti-TEMA (Figura 11) revel6 acentuados
cambios antigénicos, en epimastigotas derivados de tripomastigotas, con su estadio de
procedencia (canal E27 vs T) y mayor similitud en epimastigotas derivados de
amastigotas y su estadio de procedencia (canal E37 vs A) y confirm6 los resultados
revelados por el suero anti-E (Figura 10). Lo mas interesante de estos resultados es

que los perfiles de epimastigotas de 27 y 37°C (canal E27 y E37) presentan bandas
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ausentes en los epimastigotas controles (canal Ec) indicando que comparten antigenos
de los estadios de procedencia (canal T y A) y hacen de ellos un valioso material que
vale la pena estudiar con fines diagnosticos. Se identificaron seis antigenos
epimastigota especificos (72, 66, 57/55, 50, 44 y 33 kDa, Figuras 10 y 11) que son
revelados por el antisuero anti-E y anti-TEMA, coincidiendo en el mismo rango que
los reportados en la bibliografia como epimastigota especificos (Sher y Snary, 1982;
Kirchhoff y col., 1984) ya sugeridos como marcadores de epimastigotas (Rangel-

Aldao y col., 1986).

Se han reportado multiples antigenos T cruzi-estadio-especificos, algunos de
ellos de utilidad diagnodstica asociados a fases de la ECh (Kloetzel y col., 1975;
Texeira y Yoshida, 1986; Andrews y col., 1988; Pan y McMahon-Pratt, 1989; Harth
y col., 1989; Primavera y col., 1990; Berrizbietia y col., 2004). Estudios usando
Inmunobloting han propuesto patrones de bandas antigénicas caracteristicas para
diferenciar pacientes chagésicos y de otras patologias (Israelsky y col., 1988; Mendes

y col., 1997; Reiche y col., 1998; Riera y col., 2012).

En nuestro estudio, el uso del pool de sueros de pacientes chagasicos cronicos
con conjugado anti-IgG para analizar los epimastigotas de 37°C (E37) pretendio
evaluar su calidad antigénica respecto a un epimastigota sabidamente util para
diagnostico como control (Ec) y valorar cuan diferente era del epimastigota cultivado
por corto tiempo en medio ML15-HA (E27) y a su vez identificar antigenos comunes
con los estadios de procedencia. Alin cuando se observa un alto grado de similitud
entre los tres epimastigotas (E37, E27 y Ec, Figura 14), los anticuerpos IgG del poo!/
cronico revelaron diferencias antigénicas. La mayor similitud se observd intra
epimastigotas de medio ML15-HA (E37 y E27) respecto a epimastigotas de medio
LITB, lo que pudiera ser atribuible a la condiciéon de mantenimiento (Contreras y col.,
1998) y a la capacidad de estos anticuerpos para revelar diferencias significativas

entre los antigenos del epimastigota control y los estadios de procedencia (Ec vs T y



92

A, Figura 14). Es evidente la calidad de la oferta antigénica que representa el
epimastigota de 37°C para su empleo con fines diagnésticos. Los anticuerpos IgM del
pool agudo mostraron mayor abundancia e intensidad de bandas antigénicas en los
amastigotas primarios haciendo de este estadio la mejor oferta antigénica (A, Figura
15). Esos anticuerpos revelaron diferencias significativas entre los tres epimastigotas
(E37, E27 y Ec, Figura 15), en particular la baja intensidad y menor niimero de
bandas hace de los epimastigotas de medio LITB una pobre oferta antigénica para
anticuerpos de fase aguda. Mientras que los epimastigotas derivados de una reciente
diferenciacion de sus estadios de procedencia parecen ser una mejor oferta antigénica

para el diagndstico de fases de la enfermedad.

El hecho que los epimastigotas de 37°C muestren diferencias en los perfiles
antigénicos cuando son revelados por suero de pacientes chagasicos agudos y
crénicos, no es de extrafiar por cuanto corresponden a anticuerpos diferentes dirigidos
contra epitopos diferentes, sin embargo las bandas antigénicas de igual peso
molecular revelados por ambos pool (80, 72, 60 y 55 kDa) podrian corresponder a
antigenos revelados por anticuerpos comunes a ambos sueros. La reactividad de
sueros de individuos sanos y de otras patologias con antigenos de 7. cruzi como la
encontrada en nuestros resultados (Figuras 16 y 17) ya ha sido descrita. Escalante y
col,, (2014) trabajando con antigenos de excrecion/secrecion de epimastigotas
identificaron mediante Western blot 12 bandas inespecificas de reaccidon cruzada con
sueros de otras patologias (112, 100, 91, 69, 63, 58, 46, 42, 40, 36, 33 y 30 kDa) que
coinciden con evidencias de otros autores mostrando la existencia de antigenos
comunes (124, 107, 92, 65, 60, 59 y 32 kDa) entre Leishmania sp. y T. cruzi
(Silveira-Lacerda y col., 2004). Esta reactividad cruzada se explica por la existencia
de epitopos comunes entre ellos, glicoproteinas que contienen galactosil (Gal)
terminal y proteinas derivadas del citoesqueleto, como la tubulina, que son
semejantes en muchos tripanosomatideos y al reconocimiento de que las proteinas

capaces de ligar 4cidos grasos “FABP” (fatty acid binding proteins) son especificas
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de los diferentes tejidos. Dentro de las limitaciones de operatividad y metodologia no
hay duda que los epimastigotas derivados de amastigotas de 37°C (E37) representan
un antigeno interesante como oferta antigénica que debe ser estudiado con abordajes

metodoldgicos de mayor resolucion como Inmunobloting bidimensional.

La estandarizacion en el andlisis inmunoldgico de fracciones de epimastigotas
de 27 y 37°C representd una sucesion de ajustes para: a) fraccionamiento por
electroelucion (relacion de lisis, cantidad de proteina a colocar en el electroelutor,
ajuste del volumen de la fraccion electroeluida, estimacion de proteina en tampoén de
electroelucion, concentracion de proteinas por precipitacion acida, recuperacion de la
fraccion proteica, adecuacion de la muestra para la electroforesis SDS-PAGE), b)
adecuar la cantidad de muestra en las fracciones para revelar proteinas, glicoproteinas
y para la electrotransferencia de fracciones a la MNC con cantidades suficientes para
analisis por Inmunobloting y c) estimacion de la relacion Optima antigeno/anticuerpo
para los sueros de fase cronica y aguda. El ajuste de estas variables permiti6é adquirir
la experticia para identificar diferencias entre antigenos de epimastigotas de 27 y

37°C usando sueros de pacientes chagasicos de fase aguda y cronica.

El anélisis de los resultados (Figuras 18 a 25) evidencia la operatividad de la
técnica de fraccionamiento (coincidencia entre las bandas en el perfil total con las
fraccionadas). Se aprecia una relacion directa entre la intensidad de los polipéptidos
fraccionados (canales 8 a 20) y la intensidad de las bandas en el perfil total (canal
E27, Figura 18 y 19). El patrén de fraccionamiento de los epimastigotas de 37°C es
diferente de los de 27°C, que pudiesen ser debido a variables inherentes al operador.
Llama la atencion la regularidad en el decrecimiento del peso molecular de los
polipéptidos fraccionados, sugiriendo diferencias en el contenido de proteinas en los
epimastigotas de 37°C. En la Figura 20 y 21 también se aprecia coincidencia entre la
intensidad de los polipéptidos fraccionados (canales 6 a 20) y la de las bandas en el

perfil total (canal E37). Era de esperar que a mayor cantidad de proteina total de cada
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banda fraccionada colocada en el canal se correspondiera a una mayor intensidad en
la tincion. En algunos casos no se aprecia esta correlacion en epimastigotas de 27
(Figuras 18, 19 y 22, 23) y epimastigotas de 37 (Figuras 20, 21 y 24, 25). Eso es
debido a que la técnica de tincidon de proteinas usada no es cuantitativa (Coomassie
blue y plata metalica) y depende de la afinidad diferencial de algunos polipéptidos
por la plata metélica, similar situacién ocurre con las glicoproteinas y la tincioén de

APABGP.

Las diferentes bandas reveladas tanto en el antigeno total como en las
fracciones aisladas por electroelucion, indican que independientemente de la
purificacion, las fracciones de proteina de estos epimastigotas después de un
elaborado procesamiento conservan sus propiedades antigénicas al ser reconocidas
por los anticuerpos IgG e IgM en los pool de sueros de pacientes chagéasicos cronicos
y agudos (Figuras 26 a 33). Como fue discutido previamente la mejor oferta
antigénica para fase aguda la representaron los antigenos de amastigota y
epimastigotas de 37°C (canales A, E37, Figura 15) por la mayor intensidad y niimero
de bandas reconocidas por los anticuerpos IgM, mientras que para la fase cronica
revelaron como mejor antigeno los epimastigotas de 37°C y epimastigotas controles
(canales E37 y Ec, Figura 14). Esta observacion se convalido con los analisis
comparativos de antigenos revelados por los pool cronicos y agudos en las fracciones
de epimastigotas de 27 y 37°C, debido a una mayor capacidad discriminante. Las
bandas antigénicas son reconocidas con gran intensidad desde las primeras fracciones
(corresponden a antigenos de mayor peso molecular) sin diferencias significativas
para el pool de suero de fase cronica (Figura 26 y 28), mientras que los epimastigotas
de 37°C ofrecen mayor nimero de antigenos y mayor intensidad al iniciarse la sefal
luminica desde los primeros canales (Figura 28). Los anticuerpos IgM no revelaron
bandas en los epimastigotas de 27°C correspondiente a fracciones menores que 50
kDa (Figura 31), mientras que si las revelaron en las fracciones menores de 50 kDa

en los epimastigotas de 37°C (Figura 33). Adicionalmente, la posibilidad de aumentar
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la concentracion de antigeno fraccionado por canal garantiza incrementar alin mas la

intensidad de la sefial luminografica.

Un ajuste mas fino en este abordaje metodologico podria evitar la eventual
presencia de sefiales luminograficas espurias de mayor o menor peso molecular, que
no se corresponden con los polipéptidos separados en la fraccion por SDS-PAGE e
identificados por Coomassie-Plata. Las bandas con pesos moleculares mayores que
los polipéptidos de esa fraccion, pudieron ser producto de la agregacion de
polipéptidos antigénicos de menor peso molecular, lo que se reduciria incrementando
la astringencia en el procesamiento de la muestra y en el caso de las sefales
luminogréaficas de menor peso molecular que podria ser debido a fragmentos
antigénicos producidos por proteolisis de proteinas de mayor peso molecular, podria
ser corregido incrementando la mezcla de inhibidores de proteasas. La factibilidad
demostrada de nuestro abordaje metodologico reduce la complejidad de resultados
con antigenos totales, al poder reducir el andlisis a un grupo particular de polipéptidos
de aquella(s) banda(s) de interés diagndstico para andlisis por Inmunobloting

bidimensional.

El andlisis de los antigenos totales de epimastigotas de 27 y 37°C mediante
ELISA con sueros sabidamente negativos y positivos como controles y con el pool de
pacientes chagésicos cronicos usados en el Immunobloting, mas que buscar
diferencias en términos de titulos fue evidenciar su viabilidad para el diagnostico.
Como era de esperar ambos antigenos fueron vistos como iguales por el suero control
positivo asi como por el pool de sueros. Dado que el Immunobloting reveld
diferencias entre ambos antigenos, seria interesante aumentar la especificidad de la
técnica de ELISA utilizando s6lo las fracciones de los antigenos inmunodominantes
de 27°C y 37°C y comprobar si hay diferencias en los titulos de sueros de pacientes en

fase aguda y cronica de la ECh.



l.-

2.-

CONCLUSIONES

Se logré producir formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c¢ a 27°C

y 37°C por cultivo axénico en medio ML15-HA.

Se evidencidé diferentes cinéticas de transformacion de amastigotas y
tripomastigotas, en ambas condiciones con predominio de epimastigotas al
tercer dia de incubacién y un acentuado rendimiento poblacional en

epimastigotas a 27°C derivados de tripomastigotas.

Se demostrd cambios significativos en los perfiles proteicos y glicoproteicos
de los epimastigotas respecto a estadio de procedencia (amastigotas y
tripomastigotas) y alta similitud intra epimastigotas de diferentes procedencias
respecto a epimastigotas controles mantenidos en cultivo por tiempo

prolongado.

4.- Existen diferencias antigénicas entre epimastigotas reveladas por un suero

hiperinmune estadio especifico (anti-E) y confirmadas por un suero

hiperinmune de los cuatro estadios (anti-TEMA).

5.- El suero anti-TEMA evidencié la mayor similitud antigénica entre los

epimastigotas de 37°C con su estadio de procedencia (amastigota) que entre
los epimastigotas de 27°C y su estadio de procedencia (tripomastigotas)

compatible con cinéticas de transformacion diferentes.

Se establecio el fraccionamiento y analisis antigénico con alta capacidad
discriminante para epimastigotas de diferentes procedencias (E27 y E37)

mediante la operatividad de la técnica de fraccionamiento antigénico por
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electroelucion multiple simultdneamente con el andlisis mediante

Inmunobloting.

7.- Los epimastigotas de 27 y 37°C mostraron diferencias antigénicas detectadas
por pool de sueros de pacientes cronicos y agudos, en antigenos totales y
fraccionados por electroelucion multiple y la presencia de antigenos de igual

peso molecular que son revelados por ambos anticuerpos.

8.- Los epimastigotas de diferentes procedencias (E27 y E37) expresan antigenos
especificos sin relevancia diagnostica detectable por técnicas serologicas

convencionales como la técnica de ELISA.
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