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Trypanosoma cruzi.: una glicoproteina de 85 kDa
marcadora de la fase aguda de la enfermedad de
chagas. Deteccion por una técnica simple
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RESUMEN: E! diagnéstico de certeza de |a fase aguda de la enfermedad de Chagas corresponde a la demastracion de parasitemia,
pero no s practico y técnicamente complicado para aplicar en campo. Diferentes trabajos mostraron que la deteccion de anticuerpos
no es sensible en esta fase, por lo cual fue promovida la investigacion de antigenos. En este trabajo se selecciond una poblacion
problema y sus controles de comparacion. Se disefid una reaccion inmunoenzimatica sencilla, empleando un anticuerpo monoclonal
especifico para epitopes de inmundgenos de Teruzi, La reaccion mostré una sensibilidad del 90%. Su especificidad fue satisfac-
toria. Un anticuerpo monoclonal monoespecifico constituye una ventaja y permite pesquisar epitopes de una o varias moléculas
circulantes del parasito en sangre periférica. El diagnostico de fase aguda es importante, porque es el (nico curable por tratamiento
medico. La reaccion es un nuevo instrumento del diagndstico y los sistemas inmunoenzimaticos de eleccion sobre todo cuando
la biologia molecular no ha proporcionado otro recurso aplicable en la practica.
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SUMMARY: Trypanosoma cruzi: a Glycoprotein of 85 KDa which marks the acute stage of the Chagas "Disease. Detection by
means of a simple technique. Martin, Ubaldo 0.. The diagnosis of certainty of the Chagas "Disease acute stage corresponds to
the demonstration of parasitemia, but this is impractical and tecnichally complicated to be applied in the field. Several studies have
shown that the detection of antibodies is not sensitive during this stage, therefore, antigens research has been promoted. In this
work, a problem population has been selected and its controls of camparision. A simple immunoenzimatic reaction was designed
using @ monoclonal antibody specific for epitopes of T.cruziimmnogenes. The reactions showed a sensivity of 90 % and an optimun
specifity. A monoclonal antibody has a lot of advantages and epitopes of one or various circulating molecules of parasite can be
found in peripheral blood.

The diagnosis of the acute stage is highly important, since it is the only one which can be cured with a medical treatment. This
reaction is a new instrument for this diagnosis, the same as the immunoenzimatic systems of election mainly if we into account that
molecular biology has not provided any other resource to be aplied in practice.
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Introduccion

La Enfermedad de Chagas 6 Trypanosomiasis
Americana es causada por un parasito Protozoario
denominado Trypanosoma cruzi, descubierto por un
investigador brasilefio, Carlos Chagas, en el afio 1909
(1). Existen varias formas clinicas de la enfermedad,
que forman dos grandes grupos: Fase Aguda y Fase
Cronica. El diagnéstico de la infeccion inicial es de
importancia relevante, en especial porque el trata-
miento es efectivo y permite la curacién del pacien-
te. Situacién discutible de alcanzar, con las drogas
actuales, cuando el infectado es crénico. En zonas
de transmision vectorial, la poblacion de impacto de
lainfeccion son los nifios (2). Solamente un 5-10%

de ellos presentan sintomatologia, el resto transcu-
rre con una infeccion solapada, lo cual hace dificul-
tosa su identificacion en zonas rurales de América
Latina. La metodologia de certeza diagndstica es la
investigacion microscopica de parasitos en sangre
periférica, sesgo dificultoso en éreas rurales endé-
micas por variadas razones (ausencia de luz, trasla-
do del microscopio, personal entrenado, etc.), pero
en especial porque es poco practico debido ala pér-
dida de tiempo que implica examinar una poblacién
numerosa.

La deteccion de anticuerpos (acs) en muestras
de suero de pacientes con infeccion aguda (con
parasitemia demostrada) revela que una alta propor-
cion son negativos (3,4,5). Por lo cual, un método
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que elimine estas desventajas es de gran valoren el
diagnostice y control de la enfermedad de Chagas.

En los Gltimos afos, se puso un énfasis espe-
cial en la deteccion de antigenos (ags) circulantes
en suero u orina de pacientes agudos (4,6,7). En
nuestro grupo de trabajo, hemos caracterizado
inmundgenos excretados-secretados de la forma
trypomastigotes de 7.cruzi y hemos descripto un an-
ticuerpo monoclonal (AcM) que reacciona contra un
epitope de la proteina 85 KDa presente en aquellos
inmun6genos excretados-secretados de la forma
Trypomastigotes y en el suero de pacientes agudas.
La sensibilidad del test de inmunocaptura en esta
fase evolutiva fue del 84% (8).

En este trabajo, se describe un sistema ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay), con una
sensibilidad mayor y algunas ventajas en el diag-
nostico de la fase aguda de la enfermedad de
Chagas.

Materiales y Métodos

a) Poblacion en estudio: las muestras de sue-
ro fueron obtenidas de pacientes de las Provincias
de Santa Fe y Santiago del Estero. Todos agudos
(N=40) con signos y sintomas de enfermedad, prin-
cipalmente un chagoma palpebral unilateral (9). Su
edad oscilaba entre 1 y 20 afios. En todos los ca-
sos la parasitemia fue positiva, por la técnica de
concentracion de hemoflagelados (10). El grupo de
pacientes con infeccion crénica, en su mayoria adul-
tos, estuvo integrado por enfermos con cardiopatia
demostrada por signos clinicos, electrocardiogra-
ficos o radiolégicos (N=18) e infectados asin-
tométicos (N=20).

b) Poblacidn Control: en los ensayos fue nece-
sario emplear diferentes poblaciones controles a los
efectos de hacer comparaciones de los resultados
obtenidos con el grupo objeto de este estudio. Estas
poblaciones correspondieron a: 1) poblaciones que
habitan la misma zona endémica que los infectados
por Lcruzi, de edad similar pero cuyos examenes
permitieron denominarla como poblacion normal de
control. Una correspondié a nifios para cotejarlos con
la poblacién de agudos, y otra de adultos para com-
pararlos con los infectados cronicos, Para los objeti-
vos de este estudio, ambas conformaron un mismo
grupo (N=18), en virtud de que no existian diferen-
cias entre ellas. 2) poblaciones de zonas no endémi-
cas para la enfermedad de Chagas, (N=10), todos
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con altos titulos de Factor Reumatoideo (FR) de cla-
se inmunoglobulina M, como control de especifici-
dad (N=10). 3) pablaciones con ofras infecciones
parasitarias en fase clinica aguda, correspondieron
a Leishmaniasis (Leishmania braziliensis-
brazifiensis) (N=9), infectados con Toxoplasma gandii
(N=8).

Una muestra de sangre venosa fue obtenida
de cada uno de ellos y separado el suero fue
conservado en fodos los casos en tres alicuotas a
—20°C, hasta el momento de los ensayos. En el caso
de la poblacién objeto de este estudio y la pobla-
cion control las muestras fueron obtenidas en cam-
po. Mientras que, las demds correspondieron a
muestras conservadas a —20°C en el Programa Pro-
vincial de Control de Zoonosis del Ministerio de Sa-
lud de la Provincia de Santa Fe.

c) Preparacion de Antigenos Excretados-
Secretados (ESA) de Trypomastigotes: esta prepa-
racion fue explicada detalladamente (8). Brevemen-
te, los ags ESA fueron obtenidos en medio de culti-
vo celular libre de suera (RPMI 1640); caracteriza-
dos y purificados tal cual fue descripto (8).

d) Produccidn de hibridomas: el procedimiento
fue el clasico descripto por Milstein (11); animales
BALBYc fueron inyectados intraperitonealmente con
50 ug de ESA en 0,1 ml de solucitn salina
emulsificada con 0,1 ml de Adyuvante Completo de
Freund (ACF). A los 15 dias, fueron inyectados en
forma intraperitoneal y tres dias antes del experi-
mento de hibridacion, se inyectd en forma intra-
venosa, con la misma dosis y la misma prepara-
cién con ACF. En el procedimiento de fusion, se utili-
zaron células de mieloma SP2/0 y de bazo mezcla-
das en relacion 1:10 tal cual fue descripto (12). Por
técnicas de inmunodifusion doble, utilizando Acs
contra Igs de ratén, se mostré que el AcM es
monoespecifico y de clase IgM.

e) ELISA para la deteccion de epitopes ESA,
utilizando un AcM: policubetas de poliestireno fue-
ron incubadas toda la noche a 4°C con el AcM anti-
ESA contenido en liquido ascitico a razén de 5 ug/
ml de un buffer que contenia 1,59 g de carbonato
de sodio- 2,93 g de bicarbonato de sodio en un litro
de agua destilada (pH=9,5) Las policubetas fueron
lavadas tres veces con solucidn salina de buffer de
fosfatos (PBS), consistente en 8 g de CINa, 0,2 g
de PO4H2K, 2,9 g de NaHP(4.12H20 y 0,2 g de
KCl en un litro de agua destilada (pH=7,4). Luego
fueron incubadas con PBS que contenia un 2% de
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albmina sérica bovina durante 2 horas a tempera-
tura ambiente, con agitacién ocasional; luego se
lavaron tres veces con PBS. Se agregd 50 ul de
suero de cada paciente seleccionado para el ensa-
yo. Los sueros fueron tratados previamente con
Buffer de glicina-CIH (I mM de glicina méas 16 mM
de CIH en un litro de agua destilada, pH=2,8 de la
siguiente manera: poner 25 ul de suero con 25 ul
de buffer). Agitar y neutralizar ensequida con 50 ul
de PBS . Posteriormente diluir al 1/500 en PBS.
Luego las policubetas fueron lavadas tres veces con
PBS-Tween, (PBS con 0,5 ml de Tween 20 por i-
fro). Posteriormente se agrego el AcM diluido 1/
2000 en PBS y se incub6 3 horas a temperatura
ambiente. Las placas fueron lavadas tres veces con
PBS y se le agregd 50 ul de acs de cabra contra Igs
de raton, marcados con fosfatasa alcalina (Instituto
Pasteur, Paris, Francia), diluidos 1/1000 en PBS
durante | hora a 37°C. Luego fueron lavados tres
veces con PBS-Tween. La cantidad de enzima rete-
nida en la reaccidn inmunoldgica fue cuantificada
usando 50 ul (1 mg/ml) de substrato (4-
nitrofenilfosfato en un buffer compuesto por 0,5 M
Na2C03y 0,001 M CI2Mg, pH 10,4). Seincubd 1 hora
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a37°C y se detuvo la reaccién por adicién de 100ul
de OHNa 2N. La intensidad de la reaccion fue leida a
405 nm de longitud de onda usando el lector
Multiscan Titertek. Diluciones y concentraciones
Optimas del sistema fueron predeterminadas cuida-
dosamente en este test.

Resultados

En los sueros de los pacientes infectados con
Tcruziy en las muestras controles se estudié la pre-
sencia de ags ESA que contienen la proteina de 85KDa
descripto anteriormente (8). Este ensayo emplea un
sandwich con los epitopes en cuestion y el AcM en
fase sélida y agregado en una segunda etapa; el re-
velado se hizo con un antisuero de cabra contra IgM
de ratén marcado con fosfatasa alcalina. En este test
los sueros fueron previamente tratados con buffer de
Glicina-CIH (pH=2,8), para desdoblar los Comple-
jos Inmunes Circulantes (CIC) y dejar libres los
epitopes antigénicos (Fig. 1). Los resultados obteni-
dos se muestran en la siguiente Tabla:

Muestras de suero correspondiente a: Total de casos Resultados
X= D0 +/- DS

Chagas agudo 40 X= 0,91 +/- 0,62 (A1)
Chagas cronico 38 X= 0,28 +/- 0,34 (A2)
Controles normales 18 X= 0,19 +/- 0,03 (A3)
Leishmaniasis 9 X= 0,16 +/- 0,01 (A4)
Toxoplasmosis 8 X= 0,17 +/- 0,02 (A5)
Pablacion control de zona no 10 X= 0,17 +/- 0,02 (A6)
endémica con FR (+)

El andlisis estadistico para comparar estos re-
sultados, aplicando el test de Student, mostrd la
siguiente significacion: A1 vs A3=p < 0,001; Al
vs A2 = p < 0,001; A1vs A4 =p<0,001; Al vs
A5 =p <0,001; A1vsA6 = p<0,001; A2vs A3
=0,01 <p <005 A3vs A4 =p<0,15; A3vs
A5 = p>0,10; A3vs A6 = p>0,15

Estos resultados de la tabla fueron obtenidos
después que los controles del sistema inmunoen-
zimatico empleado fueron satisfactorios (test em-
pleando otro AcM contra el Ag 5 del T. cruzi (3,8) para
sensibilizar la placa, test sin agregado de sueros
problema, test sin agregar el AcM secundario, etc.),

a los fines de demostrar que el sistema podria apli-
carse sin sesgos técnicos.

Discusién y Conclusiones

El AcM anti-ESA que obtuvimos previamente,
fue producido por la fusién de células de mieloma
de ratén SP2/0 con linfocitos esplénicos obtenidos
de ratones BALB/c inmunizados con el sobrenadante
de cultivo de los trypomastigotes donde se encuen-
tran los epitopes ESA (8). Un solo AcM que recono-
ce moléculas de 82-86 KDa cuyos epitopes pare-
cen estar altamente conservados en las formas biol6-
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gicas y cepas de T.cruzi (8). Los epitopes fueron
investigados en L.b.braziliensis, T.rangeli y
O.volvulus, en las fases estacionarias y logaritmicas
de crecimiento de estos parasitos, con resultados
negativos. Esto mostré la especificidad del anti-
cuerpo monoclonal para ags de 7.cruzi, Un AcM de-
rivado de hibridoma de especificidad definida es
sin duda un reactivo importante en el inmunodiag-
ndstico. Es homogéneo y puede ser producido en
cantidades sin limites, ain cuando el ag inmunizante
no sea puro (11).

Nosotros publicamos una alternativa de diag-
nostico utilizando el mismo AcM en un ELISA de
Inmunocaptura de ags acomplejados, revelando el
test a través de la deteccion del isotipo de Ig (8).
Previamente demostramos la tormacion de CIC en
las distintas fases de la enfermedad de Chagas (13).

Eltest propuesto en este trabajo es mas sensi-
ble, méas simple y més econémico. Una ventaja que
consideramos importante es el tratamiento previo
de los sueros con buffer dcido de Glicina-CIH que
disuelve los CIC y deja libre los epitopes de ESA para
que reaccionen con el AcM adherido a las
policubetas. Otra ventaja es que el nimero de sue-
ros de pacientes en fase aguda utilizados aqui, ha
sido mucho mayor y suficiente para concluir con las
condicicnes de eficiencia y eficacia de toda prueba
diagndstica. Los resultados presentados demues-
tran la especificidad parasitaria del test utilizando un
AcM contra Inmunégenos del Teruzi excretados-
secretados (Fig. 1). Es posible en Ia enfermedad de
Chagas que el test no establezca una diferencia que
permita una definicién entre agudos y crénicos para
todos los casos. Es cierto también que la definicién
tampoco es precisa por la investigacion de la
parasitemnia y la clinica, en especial en drea endémi-
ca algunos factores como por ejemplo las rein-
fecciones en los cronicos, la baja sensibilidad de la
investigacion de la parasitemia en sangre periférica,
lamisma historia natural de la enfermedad de Chagas,
etc. son causales de los limites de la definicion clini-
ca. Ante esto, un test como el que se presenta aqui
cobra mayor importancia en la aplicacién practica.
Los resultados presentados permiten deducir que en
toda la poblaci6n infectada por I. cruzi (N=78), 4
casos de |a pablacién aguda no hubiesen sido some-
tidos a tratamiento, mientras que se trataria sin ries-
gos la poblacion clasificada como crénica, cuyo test
fue positivo. Mas atn, se lo propone como importan-
te enla definicion de los indicadores epidemiolégicos,
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en especial en el Sistema de Vigilancia Epide-
mioldgica implementado en los nifos, en las zonas
altamente endémicas de América Latina.
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Figura 1: Enfermedad de Chagas: Sistema ELISA para la deteccion de fase aguda
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