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RESUMEN

Uno de los principales problemas en el diagndstico de la enfermedad de Chagas es que los kit
comercialmente disponibles son ineficientes en la deteccidn directa/indirecta del parasito Trypanosoma
cruzi. Las metodologias utilizadas convencionalmente en centros de diagnostico y de salud publica se
basan en la deteccion de anticuerpos especificos (IgG e IgM) a-T. cruzi, teniendo como consecuencia
que personas seropositivas no necesariamente tienen el. Es obvio que se requiere de herramientas de
diagnostico para la enfermedad de Chagas que determinen si la persona es positiva 0 negativa para el
parasito y no de seropositivas. En nanotecnologia de punta existe una nueva herramienta que permitiria
detectar directamente parasitos o indirectamente proteinas de secrecion/excrecion del parasito en
muestras de sangre/suero, esta es utilizando particulas magnéticas acopladas a anticuerpos especificos.
En este trabajo se utilizaron particulas superparamagnéticas (BcMag™ Epoxi-activadas FC-106)
conjugadas a IgG especificas contra varios antigenos de T. cruzi, contra la fraccion microsomal de
epimastigotes (FM), enolasa, PPDK y Pgr24, ademas de las IgG totales del suero de un paciente
chagasico en fase cronica. Las 1gG se unieron a las particulas de forma covalente (como indica la casa
comercial) y mantuvieron la afinidad por los antigenos después de 5 meses de almacenadas. Particulas
conjugadas a IgG (a-ENO, a -Pgr24, o -PPDK vy o -FM) capturaron epimastigotes, uniéndose
principalmente a la bolsa flagelar del parésito, sin embargo con a-ENO y a-FM se localizaron también
en otras zonas de la membrana plasmaética, esto era de esperarse, ya la enolasa se encuentra distribuida
en zonas discretas de la membrana plasmatica; la visualizacion de las particulas unidas a parasitos se
hizo por microscopia de luz, electronica de barrido y trasmision. También se intento capturar
tripomastigotes sanguineos con particulas conjugadas a 1gG (ENO, FM y las 1gG), sin embargo la
eficiencia fue muy pobre debido a la gran hidrodindmica del parasito. Ademas, las particulas
conjugadas a 1gG/a-PPDK capturaron vesiculas extracelulares de secrecion/excrecion liberadas por la
forma tripomastigote sanguinea en el suero de un raton infectado con la cepa YBM de T. cruzi, lo que
fue comprobado por SDS-PAGE, Western blot y microscopia electrénica de transmision. Este es el
primer reporte de PPDK en vesiculas extracelulares a partir de la forma sanguinea y que la PPDK se
encuentra en la cara externa de las vesiculas. Ademas, es una evidencia fisica y contundente de la
presencia de T. cruzi en el hospedador, ya que nosotros no tenemos a la proteina PPDK, siendo una
proteina principalmente de plantas, por lo que con este sistema se podrian mejorar el diagnostico de la
enfermedad de Chagas.
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. INTRODUCCION

Enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas, uno de los principales
problemas de salud pablica tanto en zonas rurales como urbanas de Latinoamerica y el responsable de
la mayor tasa de morbilidad y mortalidad del continente, con porcentajes significativamente mayores
que los reportados para malaria, squistosomiasis y leishmaniasis (Schmunis, 1997).

La enfermedad de Chagas se encuentra distribuida desde el sur de Estados Unidos hasta
Argentina, con un total de 22 paises endémicos y un aproximado de 10 millones de personas infectadas
(figura 1). Asimismo, es la causante de al menos 14 mil muertes al afio y una pérdida de productividad
de 1.2 billones de dolares anuales solo en Latinoamérica. Cabe acotar que los datos oficiales no reflejan
la totalidad de los casos de Chagas debido a que gran parte de los mismos no son diagnosticados o
reportados (TDR Disease Reference Group on Chagas Disease y World Health Organization, 2012).
Para el afio 2000 se estim6 que un 25 % de la poblacion de Latinoameérica (100 millones de personas),
estaban en riesgo de contraer esta enfermedad, sin embargo, se cree que esta cifra ha disminuido en
aproximadamente un 70% gracias a programas de control de transmision vectorial, producto de
iniciativas de paises del cono sur como Uruguay, Chile y Brasil (Moncayo, 2003; Rassi Jr, Rassi, y
Marin-Neto, 2010). No obstante, estas politicas no han tenido el mismo progreso en otros paises del
continente.

Por otro lado, el aumento de las migraciones desde paises endémicos a no endémicos han
ocasionado un incremento en el nimero de personas infectadas por T. cruzi en paises como Estados
Unidos, Canada, parte de Europa, Australia y Japon, lo que origina un nuevo problema epidemioldgico,
econdmico, social y politico a nivel mundial (figura 1) (Coura y Vifias, 2010).

Taxonomia y caracteristicas de T. cruzi

T. cruzi es un parasito unicelular, hemoflagelado, que pertenece al filo: Euglenozoa, Clase:
Kinetoplastea, Orden: Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, Sub-
Geénero Schisotrypanum, especie cruzi (Hoare, 1964), y esta emparentado con otros parasitos obligados
y patégenos para el hombre, como: Trypanosoma brucei brucei, Trypanosoma brucei gambiense y
Trypanosoma brucei rhodesiense, agentes causantes de la enfermedad del suefio y con organismos del
género Leishmania causantes de la leishmaniasis.



Figura 1. Distribucion geogréfica de la enfermedad de Chagas. Las zonas endémicas se indican con
color rojo, junto a las rutas de migracion y un estimado del nimero total de personas infectadas en paises no
endemicos (Coura y Vifas, 2010).

Al igual que otros Kinetoplastida, T. cruzi presenta algunas caracteristicas: (i) una Unica
mitocondria ramificada con un kinetoplasto (maxicirculos y minicirculos de ADN) (De Souza, 1999);
(ii) glicosomas (peroxisoma especializado), donde se lleva a cabo gran parte de la glucélisis, la ruta de
las pentosas fosfato y la sintesis de éter lipidos, sintesis de purinas, sintesis de esteroles y B-oxidacion
(Opperdoes y Borst, 2001) y (iii) Posee un unico flagelo responsable del movimiento, que emerge de
una invaginacién denominada bolsa flagelar, este ultimo es el sitio principal de endocitosis y exocitosis
y es la Unica region donde el cuerpo del paréasito no esta recubierto por microtibulos subpeliculares (De
Souza, 1999).

El ciclo de vida de T. cruzi es digenético y polimdrfico, presentando tres estadios morfologicos
que pasan de manera obligatoria por un hospedador vertebrado, que incluye al hombre y un insecto
vector de la sub-familia Triatomiae. Las tres formas son: Tripomastigote (no proliferativo), presente en
la sangre del mamifero y en la ampolla rectal del insecto, denominandose tripomastigote sanguineo y
metaciclico respectivamente; epimastigote (proliferativo) presente en el intestino medio del insecto y
amastigote (proliferativo) forma intracelular en el mamifero (figura 2) (Tyler y Engman, 2001).




Kinetoplasto
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Figura 2 . Representacion esquematica de los estadios morfolégicos de Trypanosoma cruzi. (A) Forma
tripomastigote (B) epimastigote y (C) amastigote. (www.uta.edu/chagas/).

Fases de la enfermedad de Chagas en humanos

Luego de la infeccion y un tiempo de incubacion de 1 a 2 semanas, se desarrolla la primera fase
de la enfermedad conocida como fase aguda, esta dura entre 1 a 2 meses y se caracteriza por una alta
carga de parasitos en sangre y tejidos, ademas de bajos titulos de inmunoglobulinas G (IgG) especificos
y altos titulos de inmunoglobulinas M (IgM). La mayoria de la sintomatologia es inespecifica (fiebre,
vomito, diarrea, anorexia e inflamacion de los ganglios), por lo que esta fase puede pasar
desapercibida. En una minoria de los casos se puede formar una lesion inflamatoria en el sitio de
entrada del parésito, ya sea en la piel, conocido como chagoma o en la conjuntiva del ojo, conocido
como signo de Romafia. Finalmente, los sintomas desaparecen con completa recuperacion del paciente
entre 3 'y 4 meses después de la infeccion (Coura y De Castro, 2002; Tanowitz y col., 1992). La
mortalidad en esta fase es menor al 10% y ocurre principalmente debido a complicaciones asociadas
con miocarditis aguda o meningoencefalitis (Rassi Jr y col., 2010). Sin embargo, el tratamiento con una
droga tripanocida como benznidazol o nifurtimox logran curar la enfermedad en esta fase y previenen
las manifestaciones clinicas de la fase crénica en el 80 % de los casos (Urbina y Docampo, 2003).

La fase aguda es seguida por una fase indeterminada, en la cual no hay parasitos circulantes en
sangre debido a que la infeccion es controlada por el sistema inmunolégico (humoral) y hay aumento
en los titulos de 1gG especificos. Sin embargo, los parasitos pueden encontrarse en érganos y tejidos
(Coura 'y De Castro, 2002). Esta fase puede durar toda la vida sin sintomatologia clinica.



La siguiente fase Ilamada cronica se desarrolla entre 20-50 % de los casos. Esta fase se
caracteriza por desarrollar problemas cardiacos, digestivos o neuronales; siendo los sintomas mas
comunes las arritmias, aneurismas cardiacos, hipertrofia miocelular, inflamacion del corazon,
disfuncion del sistema nervioso auténomo (que suele asociarse a algunos de los problemas cardiacos y
digestivos), dafios del sistema nervioso central, entre otros. Durante esta fase no es comun la
observacion de parasitos en sangre periférica (Coura y De Castro, 2002; Tanowitz y col., 1992). Cabe
destacar que las drogas disponibles comercialmente para esta enfermedad son ineficientes en la cura
parasitologica y clinica durante la fase cronica, ademas de tener fuertes efectos secundarios (Urbina y
Docampo, 2003).

Diagnoéstico de la enfermedad de Chagas

La falta de iniciativas gubernamentales para la prevencion y control de la enfermedad de
Chagas han ocasionado que los sistemas de diagnostico y de tratamiento en todas las fases de la
enfermedad sean ineficientes, por ende la prevalencia de la enfermedad aumenta cada afio en las zonas
urbanas y rurales mas pobres de Latinoamérica.

Como toda enfermedad infecciosa el diagndstico se apoya en la informacion epidemioldgica,
clinica y de laboratorio del paciente. En zonas endémicas, el estudio epidemioldgico analiza factores
como: procedencia del paciente, existencia de familiares infectados, presencia de triatominos en la
zona, entre otros. Por otro lado, los datos clinicos aplican casi exclusivamente para pacientes en fase
cronica sintomatica, en particular cuando existe blogueo completo del haz de His en el
electrocardiograma, que en Brasil tiene un valor predictivo superior al 95%, 0 megaesofago superior a
90%, o megacolon superior al 98%. Mientras que para pacientes en fase aguda, indeterminada o
cronica asintomatica, solo se puede saber de la existencia de infeccion para T. cruzi con apoyo en la
informacion obtenida en laboratorios especializados. EIl diagnostico de laboratorio depende de la fase
de la enfermedad, por ejemplo, si se sospecha de fase aguda se emplea tradicionalmente los examenes
parasitologicos, pero cuando se debe confirmar o excluir a un individuo que se sospeche este en fase
crénica o indeterminada (que es la mayoria de los casos), se prefieren los examenes seroldgicos
(Luquetti y Rassi, 2000).

Metodos parasitolégicos: Se basan en la identificacion del parasito en muestras de sangre a través del
microscopio de luz. Poseen 100 % de especificidad pero una sensibilidad de 34-85% (Cedillos y col,
1982; Neal y Miles, 1970; Pinto y col, 2008; Woo, 1969).

Gota fresca: Se basa en la busqueda de tripomastigotes a partir de muestras de sangre fresca del
paciente. Actualmente es el método mas empleado en los centros de diagndstico.

Gota gruesa: La deteccion se hace mediante zonas de alta concentracion de ADN del parasito tefiidas
con Giemsa a partir de muestras de sangre desfibrinada.



Método de concentracion de Strout y microhematocrito: Son procedimientos que buscan concentrar al
parasito por centrifugacion para facilitar la visualizacion. La deteccion se realiza en la fraccion
leucoplaquetaria de la sangre del paciente.

Xenodiagnostico: Consiste en la busqueda del parésito en las deyecciones de triatominos que han sido
alimentados con la sangre del paciente, para esto se utilizan ninfas del IV estadio libres de parasitos.

Hemocultivo: Se basa en la siembra de la sangre del paciente en medios de cultivo especializados como
el liver infusion tryptose (LIT), la deteccion se realiza mediante extendidos del cultivo durante los
siguientes 120 dias.

Metodo Molecular: Se basa en la deteccion indirecta del parasito a través de la amplificacion de genes
especificos del ADN (nuclear y kinetoplasto).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR: por sus siglas en inglés): Se basa en la deteccion del
producto de amplificacion de un gen especifico del parasito mediante cebadores previamente
disefiados. Esta técnica a ganado gran popularidad en la Gltima década debido a que su sensibilidad es
alta, llegando a detectar hasta un solo parasito en sangre (Duffy y col., 2009).

Metodos seroldgicos: Se fundamentan en la deteccion de 1gG especificas, a- T. cruzi en muestras de
sangre del paciente. Son empleados tradicionalmente para la fase indeterminada y cronica de la
enfermedad y se requiere de la confirmacion con al menos dos métodos para un diagnostico definitivo.
Son procedimientos muy sensibles pero poco especificos, ya que dependen principalmente del tipo de
antigeno. En la actualidad, los antigenos mas utilizados siguen siendo los extractos de paréasitos o
fracciones semipurificadas del mismo a pesar de su poca especificidad. Sin embargo, el desarrollo de
antigenos recombinantes y péptidos sintéticos durante la ultima década han permitido que la
especificidad de las técnicas este muy cercana al 100%.

Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA: por sus siglas en inglés): Actualmente es el
método de diagndstico de preferencia para la fase cronica. Se basa en la captura de anticuerpos a- T
cruzi empleando como sefiuelo antigenos del parésitos adsorbidos a placas de microtitulacion de
ELISA. ElI complejo antigeno/anticuerpo es detectado mediante un anticuerpo secundario o -
inmunoglobulina ligado a una enzima reportera como la peroxidasa y la fosfatasa alcalina.

Western blot: Por lo general se aplica como técnica complementaria para la confirmacion de un caso de
infeccion. El fundamento es el mismo que el del ELISA, con la diferencia de que los antigenos se
adsorben a una membrana de nitrocelulosa o PDVF.

Inmunofluorescencia indirecta (IFI: por sus siglas en inglés): En este caso el complejo antigeno-
anticuerpo se detecta mediante una a- inmunoglobulina marcada con un fluoréforo, visualizado con la
ayuda de un microscopio de fluorescencia.




Reaccion de Hemoaglutinacion Indirecta (IHA: por sus siglas en inglés): Para la captura de anticuerpos
en el suero, se emplean eritrocitos sensibilizados con antigenos del parasito, como resultado los
gldbulos rojos se aglutinan en presencia de anticuerpos especificos. (Hay y col, 2002; Kuby, 2003).

Reaccion de Fijacion de Complemento (RFC: por sus siglas en inglés): consiste en la captura de
proteinas del complemento por parte de complejos antigeno-anticuerpo. La prueba incluye la adicion de
eritrocitos sensibilizados con una hemolisina. Si el suero posee anticuerpos especificos a- T. cruzi, se
fija el complemento y no puede unirse a la hemolisina para lisar los eritrocitos (Hay y col., 2002)

Problemas asociados a los sistemas de diagnostico para Chagas

A pesar del desarrollo e implementacion de las metodologias descritas arriba, tanto en laboratorios
de diagndstico de rutina como en algunos bancos de sangre, aun no existe una técnica estandarizada
que sea 100 % especifica y sensible, de facil manipulacion y que tenga un bajo costo, accesible para los
paises endémicos.

Aunque los procedimientos parasitologicos tienen100% de especificidad, el rango de sensibilidad
es muy bajo, esto se debe a que depende principalmente de la concentracion de parasitos en sangre, que
varia de forma gaussiana a lo largo de la fase aguda y es muy baja e intermitente en la fase cronica,
ademas requieren de muchas horas de trabajo, incluso semanas; demandan de mucha experiencia del
especialista y requieren de instalaciones adecuadas para el procesamiento de organismos patogenos
(Gomes y col, 2009; Portela-Lindoso y Shikanai-Yasuda, 2003). La PCR ha demostrado ser una buena
solucion para aumentar los niveles de sensibilidad de este formato de deteccion, ya que pueden detectar
hasta un solo paréasito en sangre (Souto y Zingales, 1993), sin embargo, se trata de un procedimiento
poco reproducible, de alto costo y que también requiere de personal entrenado y de instalaciones
especializadas (Basquiera y col., 2003; Junqueira y col 1996; Wincker y col., 1997).

Actualmente las pruebas serologicas como el ELISA, IFI e IHA son las més utilizadas por la
facilidad de uso, sobretodo en la fase crénica. Sin embargo, los niveles de especificidad y sensibilidad
dependen del tipo de antigeno, por lo que se pueden obtener resultados incongruentes, incluso
utilizando la misma técnica (Gomes y col., 2009; Rassi Jr y col., 2010). Hasta ahora los antigenos mas
empleados siguen siendo los extractos alcalinos de epimastigotes o las fracciones purificadas y semi-
purificadas del parésito, generando un gran nimero de falsos positivos y también falsos negativos
(Frank y col., 2003;(Gomes y col., 2009; Umezawa y col, 1996). Una estrategia para aumentar la
especificidad, ha sido el disefio y aplicacion de proteinas recombinantes y péptidos sintéticos como
antigeno. Por ejemplo, para la fase aguda existen unos pocos antigenos recombinantes como JL8 y
MAP que logran detectar 1gG en el 84,2 % de pacientes provenientes de Brasil y Panama (Umezawa y
col., 2004), mientras que para fase cronica un mayor nimero de antigenos han sido empleados, ya que
las 1gG especificas son méas abundantes en esta fase. Dentro de este grupo tenemos a H49, JL7, Al3,
B13, JL8 y 1F8 (Umezawa y col., 1999), este Gltimo antigenos también es llamado FCaBP o Tc-24 y
sera utilizado durante la realizacion de este estudio. Otra solucion que ha mejorado la especificidad de
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los sistemas seroldgicos, ha sido el uso de antigenos secretados por la forma sanguinea del paréasito
(TESA: por sus siglas en ingles), sin embargo, solo son usados por laboratorios especializados para el
diagnostico y no en pruebas comercialmente disponible (Berrizbeitia y col., 2006; Frasch y col., 1988;
Nakazawa y col., 2001; Silveira-Lacerda y col., 2004; Umezawa y col., 1996; Yabsley, Brown, y
Roellig, 2009).

Otro problema asociado al diagnostico de la enfermedad de Chagas, es que no posee sintomatologia
especifica sino hasta que el paciente esta en fase cronica, por lo que la mayoria de ellos no logran ser
diagnosticados y por tanto no son tratados antes de la aparicion de los sintomas (Sanchez-Sancho y col,
2010).

Un problema de gran importancia es el de saber si un paciente en tratamiento tuvo cura
parasitologica o si ha tenido cura espontanea, ya que la seroconversion puede durar varios afios
(pudiendo detectarse 1gG especificos), por lo que los sistemas serologicos (los mas utilizados hasta
ahora) son incapaces de discernir entre si hubo cura parasitologica o no (Cangado, 1999). Una de las
metodologias empleadas para el diagnostico de este tipo de paciente es la prueba de lisis mediada por el
complemento (CoML.: por sus sigla en inglés) (Krettli y Brener 1982), donde la presencia de un
anticuerpo litico es indicador de infeccidn activa. Sin embargo, este procedimiento fue muy poco
difundido debido a la necesidad de trabajar con formas vivas del parasito y complemento. También es
frecuente el uso de la PCR, sin embargo ademas de tener las dificultades mencionadas anteriormente,
todavia no se han estandarizado el/los blancos ha amplificar, dejando a esta técnica como método
confirmatorio (Machado-de-Assis y col., 2012). Un ultimo problema, también de gran importancia es el
de detectar de forma temprana la infeccion congénita en neonatos, ya que durante el primer afio de
vida, las IgG en el bebé son producto de la transferencia de la madre al hijo (Carlier y Torrico, 2003).

Todas estas complicaciones nos hace concluir, que necesariamente se debe cambiar el enfoque con
el que se pretende detectar la presencia directa/indirecta del parasito T. cruzi. Una alternativa poco
estudiada, pero que puede llegar a tener gran capacidad de resolucion en el diagnostico; es detectando
exoantigenos de excrecion/secrecion liberados por el parasito, ya que la deteccion se haria de forma
indirecta capturando proteinas especificas de T. cruzi, pudiéndose hablar de personas positivas para T.
cruzi y no de forma indirecta por anticuerpo producidos por el paciente (pacientes seropositivos). Hasta
ahora en T. cruzi se han reportado dos formas de liberacion de exoantigenos; de forma soluble, los
cuales ya han sido evaluadas con propdsitos de diagnostico tanto en sangre como orina (Araujo y col,
1992; Freilij y col, 1987; Katzin y col.,1989; Umesawa y col., 1993) y asociados a vesiculas de
secrecion/excrecion.

Vesiculas extracelulares (VES): una nueva fuente de biomarcadores de enfermedades

Dentro de las areas de diagnostico y liberacion de farmacos en biotecnologia de punta, las
vesiculas extracelulares (VESs), también llamadas vesiculas de secrecion/excrecion, han ganado



muchisima preferencia en la deteccion de nuevos biomarcadores distintivos para cada condicion
humana (Cocucci y Meldolesi, 2015).

Se trata, de nano y microvesiculas con membrana, liberadas por las células (procariotas y
eucariotas) en el microambiente que las rodea. Basados en la biogénesis, las VEs pueden ser
clasificadas en tres categorias; exosomas, ectosomas y vesiculas apoptdticas. Los exosomas, de 40- 150
nm de diametro, son liberadas de la célula por fusion exocitica de cuerpos multivesiculares (MVBs: por
sus siglas en ingles), mientras que los ectosomas, de 100- 1000 nm de diametro, son producidos por
gemacion directa de la membrana y las vesiculas apoptdticas, de 100-5000 nm de didmetro, por
desprendimiento a partir de una célula en proceso de muerte (figura 3) (J. Simpson y Mathivanan,
2012).

Los conocimientos en cuanto a composicion y funcion de las VEs siguen creciendo cada dia;
ahora sabemos, que éstas representan un subproteoma de la célula de origen, transportando cofactores,
proteinas, lipidos y &cidos ribonucleicos y que cumplen importantes funciones tanto en procesos
fisiolégicos (comunicacion celular) como en procesos patologicos (Cocucci y Meldolesi, 2015). Para
este ultimo caso, ya se han reportado gran variedad de proteinas y acidos ribonucleico, contenidos en
VEs, implicados en procesos inflamatorios, problemas cardiovasculares y degenerativos , diabetes y
varios tipos de cancer (Montecalvo y col., 2012; Muralidharan-Chari y col, 2010; G. Raposo y
Stoorvogel, 2013). Incluso se sabe que microorganismos como bacterias, hongos y parasitos utilizan
VEs para la liberacion de moléculas que modulan la interaccion paréasito-hospedador.

En T. cruzi, T. brucei y Leishmania spp, también se ha reportado la liberacion de VEs
(exosomas/ectosomas) para el trasporte de moléculas al espacio extracelular (Marcilla y col., 2014).
Incluso se sabe, que moléculas contenidas en estas VES, desempefian roles importantes en procesos
como la modulacion de la interaccion parasito-hospedador, supervivencia del patdgeno, replicacion en
el hospedador y la transicion de una forma a otra durante el ciclo de vida. Especificamente para T. cruzi
ya se identificaron un total de 367 proteinas contenidas en ectosomas y exosomas, de las cuales, 102
fueron exclusivas de epimastigotes y 22 para tripomastigotes metaciclicos (Bayer-Santos y col., 2013).
Es decir, que existe una gran variedad de proteinas en el secretoma asociado a VEs de T. cruzi que
puedieran ser empleadas como biomarcadores para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.
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Figura 3. Representacion esquematica de la liberacion de VEs en el espacio extracelular. (A)
liberacidn de exosomas y ectosomas. En los endosomas tempranos, las proteinas son tanto recicladas en la
membrana plasmatica como secuestradas por vesiculas intraluminales (ILV: por sus siglas en ingles) en
cuerpos MVBs mas grandes. Las ILVs de los MVBs son generadas por invaginacion de la membrana hacia
dentro del lumen de los endosomas. Debido a sus propiedades biofisicas, los MVBs pueden ser tanto
degradados (evolucionando a lisosomas) regulados por los Complejos de Clasificacion Endosomal
Requeridos para el Transporte (ESCRT: por sus siglas en inglés) o ubiquitinizacién o pueden ocurrir
exocitosis (es decir, fusionarse con la membrana plasmatica y a continuacién liberar su contenido, los
exosomas. Los ectosomas son liberados mediante un proceso de gemacion y desprendimiento de la
membrana plasmatica. (B) Apoptosis 0 muerte celular por encogimiento de la celula, un sello distintivo de
la apoptosis es la generacion de cuerpos apoptéticos (ABs: por sus siglas en inglés). Estas vesiculas son
restos de la célula apoptotica en degradacion con contenido nuclear y citoplasmatico (Mathivanan y col,
2010).

Aislamiento y purificacion de VEs

Actualmente, existen varios procedimiento para el aislamiento y purificacion de VESs, no
obstante los resultados obtenidos son contradictorios entre las distintas publicaciones, ya que los
métodos utilizados hasta ahora se basan principalmente en la densidad de las vesiculas



(exosomas/ectosomas), por tanto es necesario el disefio y el desarrollo de nuevas metodologias que
permitan separar vesiculas de biogénesis diferentes.

Todas aquellas preparaciones que contienen VES, ya sea a partir de cultivos celulares,
suspensiones celulares, tejidos o fluidos, poseen inevitablemente contaminantes como vesiculas
apoptoticas, agregados de proteinas, oligdmeros de proteinas, lipoproteinas o proteinas asociadas con la
superficie de las vesiculas (Choi y col, 2013, 2014), para mejorar la purificacion, las vesiculas son pre-
lavadas y filtradas antes de ser procesadas. Hasta ahora los métodos mas frecuente de purificacion se
basan en la centrifugacion (centrifugacion diferencial y/o isopicnica), ademas de procedimientos como
filtracion en gel, fraccionamiento de campo-flujo o a través de kits como el ExomiR de Bioo Scientific
o0 el ExoQuick-tc de System Biosciences, basados en nano filtros y agentes de precipitacion
respectivamente (Choi y col., 2013, 2014). Sin embargo, ninguna de estas técnicas es capaz de resolver
de forma precisa la separacion entre ectosomas y exosomas, requerimiento que podria ser provechoso
si lo que se quiere es estandarizar un método de deteccion de proteinas para diagnodstico. Una
posibilidad para una buena separacion es a través de inmunoensayos, empleando anticuerpos
especificos contra proteinas en la superficie de la membrana vesicular. Prueba de esto son los
resultados obtenidos por algunos investigadores, quienes lograron aislar exosomas a partir de células
presentadoras de antigenos (Clayton y col., 2001), exosomas positivos para HER2 a partir de lineas
celulares de adenocarcinoma de mama y paciente con cancer de ovario (Koga y col., 2005), exosomas
positivos para A-33 a partir de células de carcinoma de colon (Mathivanan y col., 2010), exosomas
positivos para EpCAM a partir de sueros de pacientes con cancer de pulmén (Rabinowits y col, 2009) y
el aislamiento de exosomas relacionados al cancer de prostata (Mizutani y col., 2014).

Un punto en comun entre los métodos de inmunoafinidad utilizados por estos investigadores, es
que utilizaron como forma de captura de exosomas, particulas paramagnéticas acopladas a anticuerpos.
Este sistema (relativamente novedoso) de purificacion, ofrece una gran variedad de ventajas (que seran
descritas a continuacion), sobretodo en cuanto a diagnostico directo se refiere.

Inmunocaptura con particulas paramagnéticas

El aislamiento, separacion y purificacion de moléculas, vesiculas y células completas utilizando
nano/microparticulas magnéticas acopladas a anticuerpos especificos, es una estrategia relativamente
innovadora en ciencias biologicas.

Las purificaciones inmunomagnéticas poseen varias ventajas con respecto a metodologias
convencionales. El proceso es rapido y simple, requiere de muy pocos pasos, se puede llevar a cabo en
un solo recipiente y no requiere de equipos especializados de alto costo (figura 4). Ademas, este puede
ser utilizado directamente sobre muestras que contengan material solido en suspension, o en algunos
casos, como por ejemplo para el aislamiento de proteinas intracelulares, se pueden integrar los pasos de
ruptura y separacion, acortando aun mas los tiempos de trabajo (Schuster y col., 2000). Otra ventaja, es
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que este tipo de separacion suele ser suave al momento de aislar proteinas o péptidos; incluso cuando
se trata de grandes complejos proteicos que tienden a separarse y hasta desnaturalizarse (Hofmann y
col, 2002). Ademas, a diferencia de la purificacion con otros métodos, la separacion inmunomagnetica
permite utilizar volumenes discretos de solucion, es decir a criterio del usuario.
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Figura 4. Esquema de inmunocatura en bath con particulas magnéticas. Se adiciona la proporcién
requerida de particulas a un recipiente adecuado (1), se afiade la muestra que contiene el elemento blanco y
se incuba (2), pasado el tiempo de incubacion se somete la mezcla a un campo magnético y se eliminan los

elementos no unidos mediante lavados sucesivos (3). Finalmente el complejo particula/anticuerpo es
separado de los elementos capturados mediante un tampdén para elucién (4).
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Las particulas magnéticas, empleadas para inmunocaptura y comercialmente disponibles, se
fabrican generalmente con un nucleo de éxido de hierro de tamafios nanomeétricos, recubierto o
encapsulado con a algun tipo de polimero como; poliestireno, celulosa, agarosa, silice o vidrio poroso
(figura 5-A). Una caracteristica importante de este tipo de nucleo, es que posee un comportamiento
magnético llamado paramagnetismo; el cual le atribuye la capacidad de responder a la presencia de un
campo magnético. En presencia de un campo (por ejemplo un iman) todos los momentos magnéticos
del material se alinean hacia el campo, resultando en una muestra magnetizada; cosa que no ocurre en
ausencia de campo, donde todos los momentos magnéticos se distribuyen al azar y el material esta
desmagnetizado. Esto es importante debido a que en presencia del campo se puede aislar cualquier
elemento que se haya unido a la particula a partir de una muestra, y en ausencia del campo despegar el
elemento de la particula para purificarlo. Un punto importante es que particulas magnéticas con un
diametro mayor a 1 um pueden ser facilmente separadas con un iman, mientras que particulas mas
pequerias (dependiendo del material), pueden requerir de separadores magnéticos de alto gradiente
(Cocucci y Meldolesi, 2015).

Por encima de la capa polimérica, las particulas vienen recubiertas con otro revestimiento
funcional, atil para la union de anticuerpos a la particula. Existen comercialmente varias estrategias que
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permiten la unién del anticuerpo a través de la region Fc (fragmento cristalizable: por sus siglas en
ingles) y dejar expuesta la region Fab (fragmento de union al antigeno: por sus siglas en inglés) para su
interaccion con el antigeno (https://www.lifetechnologies.com/ve/en/home.html).

Adsorcién pasiva: a través de interacciones hidrofobicas entre la Fc y superficies de caracter
hidrofobico, como poliestireno o lipidos. Este fendmeno de interaccion se puede ver favorecido si el
anticuerpo ha sido parcialmente desnaturalizado antes de la adsorcion (22-24 John E. Butler).

Unidn covalente: empleando brazos quimicos capaces de formar enlaces covalentes con grupos amino,
hidroxilo y sulfhidrilo en el anticuerpo, que permiten fijar permanentemente el anticuerpo. Los grupos
moleculares mas empleados son los grupos epoxi, amino, tosil y carboxilo, El acoplamiento por la Fc
del anticuerpo se logra variando los niveles de pH y la concentracion de sales en el tampon de
conjugacion (figura 5-B).

Afinidad: a través de moléculas que unen especificamente la Fc del anticuerpo o por biotinilacion, por
ejemplo particulas acopladas a proteina A/G, anticuerpos a -Fc o estreptavidina, ene este caso la
interaccion es de caracter iénico (figura 5-C).

El proposito de este trabajo, es el de conjugar 1gG especificas contra varios proteinas/antigeno de T.
cruzi a particulas superparamagnéticas de 1 um de didmetro. Con la intension de realizar ensayos de
captura de los antigenos en forma soluble, asociados a vesiculas extracelulares (secrecidn/excrecion) o
a la membrana plasmatica de parasitos completos. En miras de desarrollar una herramienta que permita
detectar al parasito T. cruzi en la sangre de pacientes de forma mas precisa que los métodos
convencionales de diagnostico.
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Figura 5. Particulas magnéticas para inmunocaptura. (A) Representacion esquematica y micrografia de
una particula magnética encapsulada en silice. (B) Tipos de brazos quimicos para la fijacion covalente de
moléculas a particulas: grupos epoxi, amino, tosil y carboxilo (C) particulas previamente acopladas a
proteinas para la fijacion de anticuerpos por la regién Fc: proteina A/G, anticuerpos secundarios y
estreptavidina (https://www.lifetechnologies.com/ve/en/home.html con modificaciones).
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I1. HIPOTESIS

Particulas superparamagnéticas conjugadas a IgG especificas contra proteinas de T. cruzi
permitiran capturar antigenos solubles, vesiculas secrecion/excrecion (en medios de cultivo, sueros de
pacientes chagasico y animales experimentales) y parasitos completos.

I11. OBJETIVOS

Objetivo general

Capturar con particulas superparamagnéticas conjugadas a IgG especificas contra proteinas de
T. cruzi, vesiculas de secrecidn/excrecion (en suero de animales experimentales, pacientes chagasicos y
medios de cultivos) y parasitos completos.

Objetivos especificos

Obtencion de microsomas a partir de epimastigotes de T. cruzi por centrifugacion diferencial.
Obtener anticuerpos policlonales en conejos utilizando como antigeno los microsomas.

Purificar a homogeneidad inmunoglobulinas G (IgG) a partir de sueros de conejos hiper inmunizados,
contra las proteinas: enolasa, Pgr24, PPDK (recombinantes), y microsomas de T. cruzi y T. evansi.

Conjugar de forma covalente los anticuerpos purificados a las particulas superparamagneticas,
mediante un brazo epoxi.

Evaluar la captura de antigenos recombinantes por parte de las IgG conjugadas a las particulas.
Capturar vesiculas de secrecidn/excrecion, epimastigotes y tripomastigotes, a partir de medios de
cultivo y sueros (animales experimentales y de pacientes chagasicos) con el uso de las particulas

conjugadas a 1gG.

Evaluar la estabilidad de las IgG conjugadas a las particulas.
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IV. MATERIALES Y METODOLOGIA

1. Materiales

1.1 Parasitos

1.1.2 Epimastigotes

Epimastigotes de Trypanosoma cruzi de la cepa EP (aislados de un caso agudo de la
enfermedad de Chagas en 1967) cultivados en medio LIT suplementado con5% (v/v) de suero fetal
bovino (inactivado a 56°C por 30 min) a 28°C con agitacion constante (Camargo, 1964) hasta una
densidad dptica aproximada de 0,8 (fase exponencial tardia).

1.1.2 Tripomastigotes

Tripomastigotes sanguineos de T. cruzi de la cepa M/HOM/VE/92/YBM-92 UDT Tcl
(Zingales y col., 2009) (aislados de un caso agudo de Chagas en el Estado Barinas, Venezuela y
registrada en el banco de cepas de la OMS) mantenidos mediante infecciones sucesivas en ratones
NMRI (Mus musculus) y los epimastigotes cultivados en medio LIT.

1.2 Suerosy anticuerpos

1.2.1 Sueros

Los sueros a continuacion fueron donados y evaluados por el Laboratorio de Enzimologia de

Parasitos, Facultad de Ciencias, Universidad de Los Andes.

1. Sueros humanos de pacientes en fase aguda y crénica para la enfermedad de Chagas, evaluados
mediante pruebas serologicas (ELISA y MABA)

2. Sueros de conejos hiperinmunizados por via subcutanea contra las proteinas recombinantes enolasa,
Pgr24 y PPDK de T. cruzi

3. Suero de un ratdbn NMRI hiperinmunizado con la proteina enolasa recombinante de T. cruzi.
15



4. Suero de un raton NMRI infectado con tripomastigotes sanguineos de la cepa YBM de T. cruzi
Para la obtencion del suero 4, los ratones fueron infectados por via intraperitoneal con
tripomastigotes sanguineos de T. cruzi. Pasados 21 dias de infeccion se tomaron 1,5 ml de sangre por
puncion cardiaca y se dejé coagular por 5 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se
separ0 el coagulo por centrifugacion a 600 xg por 5 min. La cosecha de los tripomastigotes se realizo

resuspendiendo suavemente la capa de células que recubre el coagulo, en intervalos de 25 min cada
uno, hasta obtener 5 paréasitos por campo a 40x.

1.2.2 Anticuerpos

1. a-1gG humano hecho en cabra (SIGMA™)

2. a-1gG de conejo hecho en cabra (SIGMA™)

3. o-lgG de raton hecho en conejo (SIGMA™)

4. - 1gG de conejo acoplado a Fluoresceina-5-isotiocianato (FITC) (SIGMA™)
5. a-PPDK monoclonal de T. brucei.

6. a-rK26 policlonal de Leishmania infantum

1.3  Material magnetico

1.3.1 Particulas

Particulas superparamagnéticas epoxi-activadas de brazo largo (21 atomos) BIOCLONE Inc,
BcMag™ (FC-106), almacenadas en H,O mQ y 0,02 % de azida de sodio. Utilizadas para la
conjugacion covalente de grupos hidroxilo, amino y sulfhidrilo.
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Tabla 1. Especificaciones de las particulas

i Particulas de Oxido de hierro cubiertas por una

Caracteristicas . .
capa de dioxido de silicio

Tamafio de la particula 1 um de diametro
NUmero de particulas ~1,7x10° perlas (1um)/mg
Avrea de la superficie ~100 m*/g
Tipo de magnetismo Superparamagnetismo
Densidad efectiva 2.5 g/ml
Densidad de grupos funcionales (grupo epoxi) | ~200 umoles/g
Eficiencia de conjugacion 1-10 mg de proteina/ml de particulas

1.3.2 Soporte magnético

PolyATtract® System 1000 Magnetic Separation Stand (PROMEGA).

1.4  Medios de cultivo y tampones

Durante la experimentacion se utilizaron varios tipos de medios de cultivo y diversas soluciones
y tampones con distintas composiciones, que se describiran a continuacion en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Medios de cultivo.

Medio Composicion

0,5% (p/v) de extracto de levadura, 0,002% (p/v) de hemina previamente
disuelta en 8 ml de una solucién 0,1 M de NaOH, 5% (v/v) de extracto de
higado de res, 5% (v/v) de suero fetal bovino, 1,5% (p/v) de triptosa, 0,4%
(p/v) de glucosa, 5,36 mM de KCI, 35,7 mM de Na,HPO, y 154 mM de

Infusion de higado
corazon (LIT)

NaCl
RPMI-1640 (SIGMA- | Suplementado con 25 mM de HEPES, 1% de glucosa, 2 mM de L-
ALDRICH ®) glutamina, 0,1 pg/ml de penicilina'y 60 ug/ml de estreptomicina
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Tabla 3. Soluciones y tampones

Soluciones y tampones

Composicion

Cocktail de Inhibidores de proteasas

2 mM de Na,EDTA, 2 mM de Na;EGTA, 10 uM de
leupeptina, 50 ug/ml de inhibidor de tripsina (de
soya), 1 mM de benzamidina, 50 uM de PMSF, 100
uM de TLCK, 0.2 uM de antipaina, 1 puM de
pepstatina, 3 uM de E-64, 1 uM de quimiostatina y 1
uM de bestatina

Solucioén colorante para geles de
poliacrilamida

3,02 mM de azul de Coomasie R-250, 45,4 % (v/v) de
metanol y 9,2 % (v/v) de acido acético glacial

Solucién de blogueo para inmunoblot

100 mM de NaCl, 80 mM de Na;HPO4, 20 mM de
NaH,PO4, 0,1 % (v/v) de Tween-20 y 5% (p/v) de
leche descremada en polvo, pH 7,4

Solucioén de bloqueo para particulas

1 M de etanolamina, pH 9

Solucioén de incubacién para ELISA

130 mM de NaCl, 5 mM de Na;HPO,, 1,5 mM de
KH2PO4 y 1% (p/v) de leche descremada en polvo pH
7,2

Solucioén de incubacién para inmunoblot

100 mM de NaCl, 80 mM de Na;HPO4, 20 mM de
NaH,PO, y 1% (p/v) de leche descremada en polvo,
pH 7,4

Solucioén de lavado para inmunoblot

100 mM de NaCl, 80 mM de Nay;HPO4, 20 mM de
NaH,PO,y 0,1% (v/v) de Tween-20, pH 7,4

Solucioén de revelado para inmunoblot

100 mM de NaCl, 80 mM de Na;HPO,4, 20 mM de
NaH,PO,4, 0,05% (p/v) de DAB y 0,25% (v/v) de
CoCly,, pH7,4

Solucién decolorante para geles de
poliacrilamida

25% (v/v) de metanol y 7,5% (v/v) de acido acético
glacial

Tampon A

20 mM de Tris-HCI, 0,225 mM de sacarosa, 20 mM
de KCI, 10 mM KH,PO,4, 5 mM de Na,EDTA y 5 mM
de MgCly, pH 7,2

Tampon de carga

62 mM de Tris- base, 2% (p/v) de SDS, 10% (v/v) de
glicerol, 50 mM de DTT o 100 mM de 2-B
mercaptoetanol y azul de bromofenol, pH 6,8

Tampon de corrida

0,25 M de Tris-HCI, 0,19 M de glicina 'y 0,1 %(p/v) de
SDS, pH 8,3

Tampon de elucion

100 mM de glicina, 10 % (v/v) de etilenglicol y 0,3 M
de NaCl; pH 2,5

Tampon de transferencia para Western
blot

47,8 mM de Trizma base, 38,6 mM de glicina y 20%
(v/v) de metanol
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Tampon fosfato salino para ELISA 130 mM de NaCl, 5 mM de Na,HPO, y 1,5 mM de
KH,PO4, pH 7,2

100 mM de NaCl, 80 mM de Na,HPO, y 20mM de

Tampon fosfato salino para inmunoblot NaH,POs, pH 7.4

Tampon gel concentrador 0,5 M de Tris-HCI, y 0,4 % (p/v) de SDS, pH 6.8

Tampon gel de resolucion 1,5 M de Tris-HCI, y 0,4 % (p/v) de SDS, pH 8.8

39 mM de Na;HPO,4, 10 mM de NaH,PO., 274 mM

Tampon isoosmotico de NaCl, 22 mM de KCI, pH 7,2

95 mM de Na;HPO,4, 5 mM de NaH,PO4.2 H,0, 73

VR ED (SeeSil 8 [[FeEetle mM de NaCl 1 % (p/v) de glucosa, pH: 7,2

50 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl, 1 mM de
NazVO4, 1 mM de EGTA, 1 mM de NaF, 1 mM de
PMSF, 1 % (v/v) de Nonidep P-40 y 0,25 % (v/v) de
desoxicolato de sodio, pH 7,4

Tampon RIPA

1,25 mM de KHyPO4; 3,8 mM de Na;HPO,4. 2H,0;

Tampon Sorensen 5,6 mM de CCl3.CH(OH); 0,01% (v/v) Tween 20

2 Metodologia

2.1 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada utilizando el método de Lowry (Lowry y col.,
1951) empleando albdmina de suero bovino (BSA) como estandar.

2.2  Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Se siguio el método de (Laemmli, 1970), el gel de resolucion se utilizé al 12 % de acrilamida (a
partir de una solucion al 30% (p/v), que corresponde a 29,21% de acrilamida y 0,795% de bis-
acrilamida en agua destilada) en tampdn gel de resolucién y se polimerizd con 0.01% (p/v) de
persulfato de amonio y 0,125% (v/v) de TEMED. En los casos que lo amerito, el gel de resolucién se
preparé al 10%. EI gel concentrador se hizo al 5% de acrilamida en tampdn gel concentrador y se
polimerizé con 0,03% (p/v) de persulfato de amonio y 0,4% (v/v) de TEMED.

La preparacion de las muestras a visualizar se hizo en tampon de carga en una relacion 5:1 de
muestra y tampon, luego se hirvieron por 10 minutos, se centrifugaron a 12000 xg por 30 segundos y
finalmente se cargaron en el gel. La corrida electroforética de realizd a 20 miliamperios por gel y
voltaje libre, utilizando el sistema para mini geles de Hoefer en tampon de corrida.
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La visualizacion de las proteinas en los geles, se realizd mediante tincion con azul de
Coomassie R250, incubando 15 minutos en agitacion con solucion colorante para geles de
poliacrilamida a temperatura ambiente y luego 20 minutos en solucion decolorante para geles de
poliacrilamida bajo las mismas condiciones.

2.3  Purificacion de proteinas recombinantes

Se purificaron las proteinas recombinantes enolasa, Pgr24 y PPDK de T. cruzi siguiendo las
metodologias descritas por (Quifiones y col., 2007), Vielma (2005) y (Gonzélez-Marcano y col.,
2014), respectivamente.

En todos los casos, las proteinas purificadas fueron dializadas con 1 L de tampon fosfato salino
para ELISA durante toda la noche a 4 °C con agitacion suave, debido a que las proteinas enolasa y
PPDK precipitaban después de la dialisis, se centrifugaron por 10 min a maxima velocidad en una
centrifuga Eppendorf y se utilizo el sobrenadante.

2.4  Inmunoblots

2.4.1 Western blot

Proteinas corridas en SDS-PAGE fueron transferidas de forma activa a una membrana de PVDF
(Polyvinylidene difluoride de PIERCE) utilizando tampdn de transferencia para western blot y
empleando una cadmara de transferencia Semi-dry (AMERSHAN BIOSCIENCES ™), durante 1,5
horas, con 45 mAmp y voltaje libre. Culminada la transferencia, la membrana se incub6 durante 5 min
en solucion colorante de rojo Ponceau (0,1% p/v de rojo Ponceau y 5% v/v de acido acético), con la
finalidad de confirmar la transferencia.

A continuacion la membrana se blogued con solucion para inmunoblot durante 2 horas a
temperatura ambiente y agitacion. Luego se lavo la membrana con solucion de lavado para inmunoblot
por 5 min con agitacion, 3 veces y se agrego el anticuerpo primario (1/500 de suero a- ENO hecho en
raton y 1/5000 de suero a -Pgr24 hecho en conejo ambos policlonales y 1/4000 de o -PPDK
monoclonal) en solucion de incubacion para inmunoblot durante 1 hora a temperatura ambiente y
agitacion, se lavo nuevamente la membrana con solucion de lavado 3 veces por 5 minutos con
agitacion suave y se incub6 por 1 hora con agitacion con el anticuerpo secundario en las siguientes
diluciones 1/8000 (o- 1gG de ratén) y 1/10000 (a-1gG de conejo) en solucion de incubacion, se
repitieron los lavados con tampon fosfato salino para inmunoblot y se procedio al revelado. El revelado
se hizo incubando las membranas con solucion de revelado para inmunoblot y disparando la reaccion
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con 1/1000 de peroxido de hidrégeno comercial 3% (v/v) hasta que las bandas fueron visibles.
Finalmente la reaccion de detuvo con H,O4. En algunos casos se utilizd el sistema de revelado
quimioluminiscente de AMERSHAM (GE HEALTHCARE), ECL Plus Western Blotting Detection
Reagents, segun recomendaciones de la casa comercial.

En aquellos casos donde la membrana se incub0 solo con el anticuerpo secundario, se
emplearon las diluciones 1/2000 y 1/4000 de a-lgG de conejo.

2.4.2 Meétodo de deteccion de multiples antigenos (MABA)

Proteinas recombinantes purificadas, fueron adsorbidas a membranas de PVDF (Polyvinylidene
difluoride de PIERCE), utilizando una cdmara de transferencia Miniblotter 28- SL, INMUNETICS, con
12 y 6 ug de enolasa 'y Pgr24 de T. cruzi por canal. Como control de método se utilizé la proteina rk26
de Leishmania infantum Silva (2010), colocando 6 ug de la misma (previamente purificada) en otro
canal. La adsorcion de las proteinas se realizo a temperatura ambiente durante cuatro horas y agitacion
constante. Posteriormente la membrana se bloque6 durante toda la noche a 4 °C, con solucion de
bloqueo para inmunoblot, para finalmente ser lavada 8 veces con tampén de lavado para inmunoblot,
durante 3 min con agitacion. Las soluciones (con inmunoglobulinas G purificadas) fueron diluidas
1/100, 1/200 y 1/500 en solucidén de incubacion para inmunoblot, y los controles 1/1000 de los sueros
(0-ENO, o -Pgr24 y o -rK26) también en solucién de incubacion, se incubaron por media hora a
temperatura ambiente y agitacion; se lavd nuevamente con solucion de lavado para inmunoblot y se
incubé con el anticuerpo secundario 1/4000 (o-lgG de conejo) en tampdn de incubacion para
inmunoblot durante media hora a temperatura ambiente y agitacion; se realizaron los lavados
correspondientes con tampon fosfato salino para inmunoblot, y se procedio a revelar como se describe
en la seccion 2.4.1.

2.4.3 Dot Blot

Proteinas de la fraccion microsomal (FM) de T. cruzi y T. evansi y el péptido quimera del kit
CruziElisa fueron adsorbidas con una Hamilton a membranas de PVDF (Polyvinylidene difluoride de
PIERCE) de 1,5 cm? previamente activadas con metanol al 100% por 20 segundos. Las gotas se dejaron
secar a temperatura ambiente. Ambas fracciones microsomales se utilizaron a una concentracion de 3
ug totales de proteina, homogeneizandolas previamente en un Potter en presencia de 0,1% de Tween
20. El péptido quimera se utilizo a una concentracion de 0,21 pg. Posteriormente las membranas fueron
bloqueadas con solucién de bloqueo para inmunoblot por 2 horas a temperatura ambiente y agitacion,
acto seguido, se lavaron 3 veces con solucion de lavado para inmunoblot incubando cada lavado 5 min
con agitacion. Se evaluaron las siguientes diluciones del anticuerpo primario 1/1000, 1/2000, 1/4000 y
1/8000 (a- FM de T. cruzi y T. evansi) y 1/100, 1/200 y 1/500 de las IgG purificadas a partir del suero

de un paciente chagasico crénico, todas en solucion de incubacion para inmunoblot, la incubacion fue
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de 1 hora a temperatura ambiente y agitacion (una dilucion por membrana), nuevamente se lavaron las
membranas con solucién de lavado para inmunoblot y se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente y
agitacion con el anticuerpo secundario 1/4000 (a- IgG de conejo) y 1/150000 (a-1gG humano) en la
solucion de incubacion para inmunoblot. Se repitieron los lavados con tampén fosfato salino para
inmunoblot y se procedio al revelado como se indica en la seccion 2.4.1.

2.5  Obtencion de anticuerpos policlonales a- FM de T. cruzi en conejos

2.5.1 Aislamiento de la FM de T. cruzi por centrifugacion diferencial

La fraccion microsomal fue obtenida mediante centrifugacion diferencial a partir de
epimastigote de la cepa EP de T. cruzi siguiendo el procedimiento de (Steiger y col., 1980) y
(Concepcion y col., 1998). Los parasitos en fase exponencial fueron colectados a partir de 1 L de
cultivo por centrifugacion a 3400 xg por 15 minutos a 10 °C (temperatura a la cual se hacen todos los
pasos de centrifugacion) y lavados una vez con tampon A 'y luego con tampon B centrifugando a 5000
xg después de cada lavado. Las células se rompieron por abrasion con carburo de silicio (200 mesh) en
relacion 1:1 en peso, en un mortero frio y en presencia de tampon B suplementado con 1/1000 de un
cocktail de inhibidores de proteasas. La ruptura fue seguida con un microscopio de luz hasta obtener
aproximadamente 90% de células rotas. La mezcla de carburo de silicio y células rotas fue diluida en
aproximadamente 50 ml de tampon B con inhibidores de proteasas y se dejo sedimentar. El
sobrenadante fue centrifugado a 30600 xg por 20 minutos para eliminar el carburo de silicio residual, la
fraccion nuclear (FN), fraccion granular gruesa (FGG) y fraccion rica en glicosomas (FRG),
nuevamente se recupero el sobrenadante y se ultracentrifugé a 105000 xg por 1.5 horas a 5°C, para
separar la fraccion microsomal (FM).

El pellet correspondiente a la fraccion microsomal se resuspendio en tampoén fosfato salino 20
mM pH 7,2 con inhibidores de proteasas, se homogenizd con un Potter y se determind la concentracion
de proteinas siguiendo el método de Lowry. Por ultimo, la muestra se fracciond en tubos con 500 ul y
se almaceno a -20°C hasta su uso.

2.5.2 Inmunizaciones

Empleando el protocolo descrito por (Ausubel y col., 1995) con algunas modificaciones, se
inmunizaron dos conejos machos (Oryctolagus cuniculus) de 3 meses de edad. Uno con la FM de T.
cruzi y otro con la FM de T. evansi (esta ultima fue donada por el Laboratorio de Enzimologia de
parasitos a una concentracion de 10, 22 ug/ul). En todas las inmunizaciones la FM fue diluida en una
solucion con 0,8 % de NaCl, 7,4 mM de Tris- HCIl y 0,2% de SDS pH 6,8, hasta un volumen de 500 pl.
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Se realizo un total de 6 inmunizaciones por via intradérmica, las primeras cinco con 300 pg de
proteina de la FM y la sexta con 500 ug, se dejaron pasar 15 dias entre una inoculacién y otra. En la
primera inoculacion se mezclé un volumen de la solucién con la FM con un volumen de adyuvante
completo de Freund (1:1) (SIGMA). En la segunda, tercera y cuarta se mezclaron con adyuvante
incompleto de Freund (SIGMA) en la misma relacion y la quinta y sexta, sin adyuvante.

2.5.3 Titulacion del suero

Para verificar la presencia de anticuerpos o.-FM en los sueros de los conejos, se realizd una
titulacion por dot blot (como se describe en la seccion 2.4.3) pasados 15 dias de la ultima
inmunizacion. Para la obtencion del suero, se tomaron 1,5 ml de sangre de la oreja de los conejos, se
dejo coagular por 2 horas a temperatura ambiente y se separé el coagulo del suero (que corresponde al
sobrenadante) por centrifugacion a 12000 xg por 10 minutos a temperatura ambiente.

2.5.4 Obtencion de los sueros hiperinmunizados

Una vez corroborada la presencia de altos titulos de anticuerpos .- FM, se hicieron dos
extracciones de sangre (= 50 ml) por puncion cardiaca, una a los 18 dias y la otra a los 31 dias
posteriores a la sexta inoculacion. La sangre extraida se dejo coagular durante 3 horas a temperatura
ambiente en tubos de centrifugacion de 50 ml, el coagulo formado se despego de las paredes del tubo
con un palillo de madera y se centrifugd a 1000 xg por 15 minutos a 10 °C, se recuperd el sobrenadante
y se centrifugé nuevamente a 12000 xg por 10 minutos a 10 °C, se recuperé el sobrenadante (que
corresponde al suero) y se fracciono en tubos de 1 ml cada uno. Estos se almacenaron -20 °C hasta su
uso.

2.6  Purificacion de inmunoglobulinas G

Siguiendo la metodologia descrita por Velasquez-Olivares (2012) con algunas modificaciones,
se hicieron purificaciones de las 1gG totales, a partir de cada uno de los sueros empleados a lo largo del
periodo experimental. Se purificaron IgG a partir de sueros a-FM de T. cruzi y T. evansi, sueros
hiperinmunizados con las proteinas recombinantes de T. cruzi: enolasa, Pgr24, PPDK y a partir del
suero de un paciente chagasico en fase cronica.

Como paso inicial de purificacion, se hizo una dilucion % del suero en Tris- HCI 10 mM pH 8
(tampon a utilizar durante toda la purificacion), luego se eliminaron algunas proteinas por salting out,
con dos concentraciones distintas de (NH4),SO4. Primero con 20 % de saturacion e incubando durante
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30 minutos a 4 °C, se centrifugo a 14600 xg y se recuperé el sobrenadante. A continuacion se agrego
50 % de saturacion de (NH4),SO,, e incubs durante 3 horas a 4°C y se centrifugd como en el paso
anterior. Se recuper0 el pellet y se resuspendio en el volumen inicial, es decir, el volumen del suero
diluido, finalmente la muestra se transvaso a una bolsa de dialisis Spectra/ Por ® 3y se dializ6 con 2 L
del mismo tampon durante toda la noche a 4°C y agitacion suave.

Posteriormente, la muestra fue cargada en una resina DEAE-52 Wathman previamente
equilibrada con Tris- HCI 10 mM pH 8. Luego se realizé un lavado con el equivalente a 5 volumenes
de la resina utilizando el mismo tampon para equilibrar y por ultimo se eluyeron las IgG con 40 mM de
NaCl disuelto en 10 volumenes del mismo tampdn. El flujo de la columna durante la purificacion fue
de 1 gota cada 10 segundos colectando fracciones de 1,5 ml.

La purificacion fue visualizada mediante SDS-PAGE siguiendo el método descrito en la seccién
2.2. Para determinar el peso molecular de las proteinas en el gel, se hizo una gréafica del logaritmo del
peso molecular versus el frente de corrida (distancia recorrida por la proteina) de los marcadores. A
partir de la ecuacion de la regresion lineal de esta grafica, se calcularon los pesos moleculares de las
proteinas.

Las fracciones correspondientes a las 1gG purificadas se unieron en un pool y se cuantificé la
concentracion de proteinas por el método de Lowry. Este valor indica los miligramos de proteina
iniciales al momento de conjugar a las particulas.

A modo de confirmar que las proteinas purificadas eran 1gG se utilizo el método de deteccion
de antigenos multiples MABA, como se describe en la seccion 2.4.2.

2.7  Conjugacion de IgG a particulas superparamagnéticas BcMag™ Epoxi-Activadas

Se siguio la metodologia de conjugacion recomendado por la casa comercial BIOCLONE Inc
para BcMag™ Epoxi-Activadas con algunas modificaciones.

2.7.1 Concentracion de las 1gG

Para disminuir el volumen de solucion que contenia las 1gG luego de la purificacion (aprox. 30
ml), hasta obtener la concentracion recomendada por la casa comercial (1- 10 mg/ml) e incubar con las
particulas, las 1gG se precipitaron toda la noche con (NH;).SO,4 al 80 % de saturacion. Se centrifugo a
14600 xg por 30 minutos a 4 °C y se resuspendio el pellet en 1 ml de tampdn de conjugacion (20 mM
de Na;HPO; y 20 mM de NasPOy, pH 11), luego las IgG se transfirieron a una bolsa de dialisis Spectra/
Por ® 3y se dializaron contra 2 L del mismo tampdn por 8 horas a 4 °C y agitacion suave.
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2.7.2 Conjugacion

Como paso previo a la conjugacion, las particulas a utilizar se transfirieron a un tubo de
microcentrifuga, luego el tubo se coloco en el separador magnético durante 4 minutos (momento en el
que todas las particulas se encuentran pegadas a la pared del tubo) y se removié el sobrenadante, el
pellet de particulas se resuspendio en tampdn de conjugacion (20 mM de Na;HPO, y 20 mM de
NasPO4, pH 11) y se sonico 3 veces con intensidad 3 con una duracion de 1 segundo cada uno, esto se
repitié 4 veces mas (procedimiento de lavado de particulas que se utilizd durante todo el periodo de
experimentacion). Luego de los lavados, se agrego la solucién con las IgG dializadas, se mezclo todo
con sonicacion (3 impulsos de intensidad 3 y de 1 segundo c/u) y se incubO por 72 horas a 4 °C y
agitacion constante, se lavaron nuevamente las particulas, pero en este caso utilizando para los dos
primeros lavados tampdn de conjugacion y para las otras tres solucion de bloqueo para particulas
(etanolamina 1 M, pH 9). El sobrenadante inicial y los dos primeros lavados se almacenaron a 4 °C
para cuantificar la concentracion de 1gG no conjugadas por el método de Lowry.

Hecho el ultimo lavado, las particulas conjugadas a 1gG se incubaron con 1 ml de la solucién de
bloqueo durante toda la noche a 4 °C y agitacion constante, se hicieron los lavados correspondientes
con tampon de almacenamiento (20 mM de NaH,PO; y 20 mM de Na,HPO,, pH 7,2) y se almacenaron
en el mismo tampon con 0,02 % de azida de sodio a 4 °C hasta su uso.

Para determinar la cantidad de proteina conjugada a las particulas, se hizo una sustraccion de
los miligramos de 1gG purificados (calculados por Lowry), menos los miligramos en el sobrenadante
luego de la incubacion con las particulas. La eficiencia de conjugacion se calculo relacionando los
miligramos de IgG conjugados entre los miligramos de particulas empleados y comparando estos
valores con los propuestos por la casa comercial BIOCLONE.

2.7.3 Reconocimiento antigeno-anticuerpo

Las 1gG recuperadas en el sobrenadante luego de la incubacion con las particulas, fueron
evaluadas por MABA y Dot Blot para determinar si habia pérdida en la capacidad de reconocimiento
de los antigenos luego del tratamiento alcalino de conjugacion. Para IgG a- ENO y a- Pgr24 se emple6
la metodologia descrita en la seccion 2.4.2 y para a- FM de T. evansi la descrita en 2.4.3.

2.7.4 Rendimiento de conjugacion

Se determind la eficiencia de conjugacion de 1gG/a- ENO a las particulas utilizando dos pHs
distintos en el tampon de conjugacion uno a pH 10 y otro 11. La purificacion de los anticuerpos se

realizd como se describe en la seccion 2.6 y la conjugacion como en la seccion 2.7. Es de destacar que
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luego de la purificacion de IgG, el volumen del pool de purificacion fue dividido en dos partes iguales,
luego se precipitaron las 1gG con 80 % de (NH4).SO,4, y al momento de dializar, uno se hizo con
tampon de conjugacion a pH 10 y el otro a pH 11. Los miligramos de particulas empleados para cada
condicion fueron los mismos (7,5 mg).

2.8 Particulas paramagnéticas conjugadas a 1gG

Las particulas conjugadas a 1gG fueron sometidos a diferentes pruebas a lo largo del periodo
experimental, se evalud la presencia de las IgG sobre la particula, el tipo de enlace entre la particula y
la 1gG, el reconocimiento de antigenos recombinantes y nativos por parte de las IgG conjugadas a las
particulas y la estabilidad de la IgG conjugada a la particula.

2.8.1 Deteccion de IgG conjugadas a las particulas paramagnéticas

La presencia de 1gG unidas a las particulas se puso de manifiesto, en la disminucion de la
concentracion de 1gG en la solucion de conjugacion luego del tiempo de incubacion. Para confirmar
esto, se realizd6 un inmunoensayo tipo ELISA directamente sobre la particula e incubando con
anticuerpo conjugado a una enzima reportera. Se utilizaron particulas conjugadas a 1gG (a- ENO, a-
Pgr24, a- PPDK, o-FM de T. evansi y con las 1gG totales de un paciente crénico) 150 ug por ensayo,
las cuales fueron bloqueadas con 1 % (p/v) de leche descremada en tampdn fosfato salino para ELISA
durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion. Pasado el tiempo de incubacién se hicieron 5
lavados a las particulas con el mismo tampon sin leche (300 ul) y se incub6 con el anticuerpo
secundario: a-1gG de conejo (para particulas con 1gG a- ENO, a- Pgr24, a- PPDK, o-FM de T. evansi)
y a-IgG humano (para particulas conjugadas a 1gG de un paciente crénico), ambos en una dilucién
1/12000 en 300 pl de solucién de incubacion para ELISA. La mezcla se incub6 por 1 hora a
temperatura ambiente y con agitacion suave. Nuevamente se hicieron 5 lavados a las particulas con
tampon ELISA y se procedio al revelado. Como controles se emplearon particulas con 1gG incubadas
solo con solucion de revelado, particulas sin sensibilizar y bloqueadas con etanolamina/leche
descremada e incubadas con el anticuerpo secundario y con solucién de revelado.

El revelado se realizd con 200 ul de solucién de revelado del kit CruziElisa, incubando a
temperatura ambiente durante 10 minutos, la reaccion se detuvo con 100 ul de HCI 0,5 M. Luego se
colocé el tubo de reaccion en el soporte magnético por 3 min y se tomdé el sobrenadante, que fue
transferido a pozos de placas de ELISA (modelo COSTAR), los valores de absorbancia fueron medidos
en un lector de ELISA (BIOLATIN CPD 212).
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Los resultados de absorbancia fueron evaluados con el software de estadistica SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences). Primero se analizé el tipo de distribucion de los datos para luego
realizar una prueba de contraste no paramétrica (Kruskal-Wallis).

2.8.2 Determinacion del tipo de interaccion entre las particulas paramagnéticas y las 1gG

La casa comercial BIOCLONE plantea que la union entre las particulas y el ligando ocurre por
la formacion de un enlace covalente mediado por el grupo epoxi adherido a la particula. Para poner esto
a prueba y dilucidar el tipo de enlace entre las particulas y las 1gG, se tratd de separar el anticuerpo
conjugado a la particula con un agente reductor y calor. Se emplearon particulas conjugadas con IgG
(a- ENO, a-Pgr24 y a-PPDK). 105 y 210 ug de particulas con 1gG/a-ENO y 150 ug de particulas con
1gG (0-Pgr24 y a-PPDK). Estas fueron lavadas 5 veces (con tampdn fosfato salino para ELISA) y se
les agrego 60 ul de tampon de carga para realizar una desnaturalizacion calentando a temperatura de
ebullicién por 10 min. Seguidamente se centrifugd por 30 segundos a méaxima velocidad en una
centrifuga Eppendorf y finalmente se cargaron 30 pl del sobrenadante por pozo en un gel de
poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas corridas a partir
de particulas con IgG (a- ENO y a-PPDK) fueron transferidas a membranas de PVDF para realizar un
Western blot como se describe en la seccion 2.4.1 y las correspondientes a particulas con IgG/a-Pgr24
fueron visualizadas por tincion del gel con azul de Coomassie.

Adicionalmente se realizd un ensayo tipo ELISA (como se describe en la seccién anterior),
empleando 150 pg de particulas conjugadas a 1gG (a-ENO y a-PPDK) previamente desnaturalizadas,
las cuales se incubaron con a-IgG de conejo acoplado a peroxidasa. La visualizacion de los resultados
se realizo de manera cualitativa y no mediante el lector de ELISA.

2.8.3 Captura de antigenos recombinantes con IgG conjugadas a particulas
paramagnéticas

Para evidenciar que las 1gG conjugadas a las particulas no habian perdido la capacidad de
reconocer a los antigenos luego de las condiciones alcalinas de conjugacion, se disefiaron dos
metodologias:

Método A

Se emplearon 105 pg por ensayo de particulas conjugadas a 1gG (0-ENO y a-Pgr24); las cuales
fueron incubadas con los respectivos antigenos recombinantes purificados durante 1 hora a temperatura

ambiente y agitacion. Seguidamente se lavaron las particulas 5 veces con 300 ul de tampdn para
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ELISA y se agrego 60 ul de tampon de carga para realizar una desnaturalizacion calentando a
temperatura de ebullicion por 10 min. Se centrifugdé a maxima velocidad en una centrifuga Eppendorf y
el sobrenadante obtenido se cargd en un gel de poliacrilamida al 12 % (SDS-PAGE) para
posteriormente realizar un Western blot como se describe en la seccion 2.4.1.

Método B

Se emplearon particulas conjugadas a 1gG (a- ENO, a-Pgr24 y a-PPDK). Para particulas con
IgG/a- ENO se usaron 75 nug, los cuales fueron incubados por una 1 hora a temperatura ambiente y
agitacion (condiciones a utilizar para el resto de las incubaciones) con solucion de bloqueo 1% (p/v)
de leche descremada en 300 ul de tampon fosfato salino para ELISA. Seguidamente, se lavaron las
particulas 5 veces con el mismo tampdn sin leche (300 ul) y a continuacién se incubd con la proteina
enolasa recombinante de T. cruzi. Se hicieron nuevamente 5 lavados y se incubd con el anticuerpos
primario (1/1000 de suero a-ENO hecho en raton) se hicieron los lavados y se incub6 con el secundario
(1/8000 a- IgG de raton) en 300 ul de solucion de incubacion para ELISA. Nuevamente se lavaron 5
veces las particulas y se procedio al revelado, este se realiz6 siguiendo la metodologia descrita en la
seccion 2.8.1. Como controles se utilizaron: particulas conjugadas a 1gG/a-ENO incubadas con el
anticuerpo primario (de ratén), secundario (a-IgG de raton) y solucion de revelado, particulas
conjugadas a 1gG/a-ENO incubadas solo con el anticuerpo secundario y solucion de revelado y
particulas conjugadas a IgG/a-ENO tratadas solo con solucion de revelado.

Para particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 se siguio el mismo procedimiento descrito arriba con
algunas modificaciones; se utilizaron 150 pg de particulas conjugadas por tratamiento, las cuales
fueron incubadas con aprox. 40 ug de la proteina Pgr24 recombinante, el anticuerpo primario fue una
dilucion 1/20 de suero de un paciente cronico seropositivo para Chagas y el anticuerpo secundario una
dilucion 1/15000 de a- IgG humano. Como controles se utilizaron: particulas conjugadas a IgG/a-
Pgr24 incubadas con anticuerpo primario (suero humano) y secundario (a-1gG humano), particulas
conjugadas a lIgG/a-Pgr24 incubadas con el anticuerpo secundario, particulas conjugadas a IgG/a-
Pgr24 incubadas con el antigeno y particulas conjugadas a 19G/a-Pgr24 incubadas con el antigeno y el
anticuerpo secundario.

De igual forma, para particulas conjugadas a IgG/a-PPDK se utilizaron 150 pg por tratamiento,
las cuales fueron incubados con 100 ug de la proteina PPDK recombinante de T. cruzi. Como
anticuerpo primario se usé una dilucién 1/8000 de suero a-PPDK monoclonal y como secundario una
dilucion 1/8000 de a-1gG de raton. Como controles se utilizaron: particulas sin 1gG blogueadas con
etanolamina 1 M y leche descremada incubadas con el antigeno, anticuerpo primario, secundario y
solucion de revelado. Se probaron dos condiciones, en un caso haciendo todas las incubaciones en
tampon fosfato salino para ELISA 'y en el otro con tampon para radio inmunoprecipitacion (RIPA), este
altimo con la intension de comprobar si ocurrian interacciones inespecificas entre la particula y las
moléculas a conjugar en presencia de un tampon diferente al ELISA, generalmente utilizado para
inmunoprecipitacion. El revelado se realizé como se describe en la seccion 2.8.1.
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Los datos de absorbancia para el ensayo con conjugados o -Pgr24, fueron evaluados con el
software de estadistica SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). Primero se analizo el tipo de
distribucion de los datos y luego se hicieron dos pruebas de contraste una no paramétrica (Kruskal-
Wallis) y otra parametrica (ANOVA de una via) con un contraste post-hoc (T2 de Tamhane), esta
ultima permite el andlisis entre grupos de datos, donde las varianzas son desiguales.

2.8.4 Captura de antigenos naturales con 1gG conjugadas a particulas paramagnéticas

2.8.4.1 Captura de antigenos en condiciones solubles

Se hicieron ensayos de captura de la proteina PPDK de T. cruzi, empleando como fuente un
lisado de epimastigotes de la cepa EP crecidos en medio LIT. Para la ruptura de los parasitos se utilizo
100 ul de un cultivo en fase exponencial tardia, este fue centrifugado a 1000 xg por 5 min y el pellet de
parasitos fue lavado2 veces con tampdn isoosmotico glucosado. Seguidamente se adiciono 200 ul de
tampon para radio inmunoprecipitacion 5x (RIPA) con 1/1000 de Cocktail de Inhibidores de proteasas;
1mM de PMSF; 0,5 mM de PPi; 1 mM de KF y 0,01 % de BSA. La muestra se sometio a 25 impulsos
de sonicacion de intensidad 5 de 1 segundo cada uno y se incubo por 45 min en hielo, se sonico 10
veces mas y se agregd 800 ul de H,Oq4 estéril para llevar el tampdn RIPA a 1X, nuevamente se hicieron
20 sonicaciones y finalmente se centrifugd a 12000 xg por 10 min. Se recuperé el sobrenadante y se
incubé toda la noche a 4 °C y agitacion con 1,5 mg de particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK. Finalizado
el tiempo de incubacion se lavaron 5 veces las particulas con 800 ul de tampdn fosfato salino para
ELISA y se agregd tampon de carga para hacer una desnaturalizacion por calentamiento a temperatura
de ebullicion por 15 min, como control se procedié con el mismo tratamiento pero sin BSA. La
visualizacion de la PPDK eluida se realizo por Western Blot como se describe en la seccién 2.3.1.

2.8.4.2 Captura de la proteina PPDK secretada/excretada por T. cruzi con
particulas paramagnéticas conjugadas a 1gG

Para la captura de la proteina PPDK secretada/excretada por T. cruzi se evaluaron dos fuentes:

Medio condicionado

Se cultivaron epimastigote de la cepa YBM de T. cruzi en medio RPMI-1640 suplementado, tal
como describen (Figuera y col., 2013; Raposo y col., 1996; Silverman y col., 2010) con algunas
modificaciones.
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Seguidamente se incubaron 3 mg de particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK durante 24 horas a4 °C 'y
agitacion con 12 ml de medio de cultivo condicionado sin parasitos a pH 7,2; es importante acotar que
el pH del medio fue corregido adicionando NaOH. Pasado el tiempo de incubacidn, se lavaron 5 veces
las particulas con 1 ml para cada lavado de tampon isoosmotico glucosado y se agregaron 30 ul de
tampon de carga para realizar una desnaturalizacion calentando a temperatura de ebullicion por 15 min,
se centrifugd por 30 segundos a maxima velocidad en una centrifuga Eppendorf y se cargd todo el
sobrenadante en un gel de poliacrilamida al 10 % (SDS-PAGE). Como control se incubaron (bajo las
mismas condiciones) 3 mg de particulas conjugadas a IgG/a-PPDK con medio condicionado
previamente ultracentrifugado a 105000 xg por 90 min a 4°C.

Sueros

Para este ensayo se utilizaron 900 pg (por tratamiento) de particulas conjugada a 1gG/a-PPDK, que
fueron incubadas por 8 horas a 4°C y agitacion suave con 200 pl de diferentes tipos de sueros: (a) suero
de un ratdn NMRI infectado con la cepa YBM (ver seccion:1.2.1), (b) el mismo suero anterior pero
centrifugado a 1000 xg por 15 min para eliminar los paréasitos, (c) suero de un raton sano, (d) suero de
un paciente chagasico en fase aguda y (e) suero de un paciente chagasico en fase cronica. A los sueros
a, by c se les agregdl mM de PMSF antes de la incubacion. Una vez hecha la incubacion, se lavaron
las particulas 5 veces con 1 ml por lavado de tampdn isosmotico glucosado y se agregd tampon de
carga para hacer una desnaturalizacion calentando a temperatura de ebullicion por 15 min. Se cargaron
las muestras en geles de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) para realizar tres Western Blot como se
describe en la seccion 2.4.1. Para revelar los Western se utilizaron tres tipos de antisueros en diferentes
diluciones: 1/1000 de suero inmune a-Pgr24, 1/1000 a-PPDK y 1/20 del suero de un paciente cronico.
Como anticuerpo secundario se utilizé 1/5000 de a.-IgG de conejo y 1/1000 a-1gG humano. Como
control se emplearon particulas conjugadas a 1gG/a- PPDK tratados solo con tampdn de carga.

Adicionalmente, se hicieron ensayos de viabilidad del parasito en el suero (a) antes y después de la

incubacion con las particulas. Para esto, se realizaron conteos con camara de Neubauer y tincion con
azul de Tripano 0,4 % en una relacion 1:1 (suspension celular: azul de Tripano).

2.8.4.3 Captura de parasitos de T. cruzi con particulas conjugadas a 1gG mediante
antigenos asociados a la membrana plasmatica

Captura de epimastigotes de T. cruzi

Epimastigotes de la cepa EP crecidos en medio LIT 0,8 (400 nl), fueron colectados por
centrifugacion a 1000 xg por 5 min y lavados 2 veces con 600 ul de tampdn isosmotico glucosado.
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Asimismo, 150 pg de particulas conjugadas a IgG (a- ENO, a- Pgr24, a-PPDK y a- FM de T. cruzi)
también fueron lavadas 5 veces con el mismo tampon (200 ul) como se ha descrito hasta ahora.

Se incubaron los epimastigotes con cada uno de los tipos de particulas conjugadas a 1gG por 2.5
horas a temperatura ambiente y agitacion. Pasado este tiempo, se eliminaron los paréasitos libres
(parésitos sin particulas adheridas) haciendo 3 lavados de las particulas con 200 ul de tampon
isosmatico glucosado y utilizando el soporte magnético. El pellet final se resuspendié en 200 ul del
mismo tampodn, y se transfirio 5 pl de la muestra a un porta objeto para ser analizado con un
microscopio de luz a 40x.

Captura de tripomastigotes sanguineos de T. cruzi

Para la captura de la forma sanguinea, se utilizaron 200 ul del suero de un raton NMRI infectado
con la cepa YBM de T. cruzi (ver seccion 1.2.1), el cual fue diluido ' en tampon isosmatico y se le
agrego 1 mM de PMSF. Se emplearon particulas conjugadas a 19gG (a-ENO, a-FM de T. cruzi y las IgG
del suero del paciente cronico) 150 ug para cada uno.

Se incubaron las particulas conjugadas a 1gG con el suero de raton por aproximadamente 20 horas,
7 horas a temperatura ambiente y agitacion, 4 horas a 0 °C y 9 horas a 4 °C y agitacion, tomando
muestras de 5 ul cada 2 horas para ser analizadas con un microscopio de luz a 40x y 100x. También se
realizé una tincion de Giemsa de los tripomastigotes sanguineos, tomados 10 ul directamente del suero,
este fue puesto sobre un portaobjeto, se dejé secar a temperatura ambiente y se fijé con metanol 100 %
por 1 min. La lamina fijada se traté por 10 min con 2 % de Giemsa en 1/5 de tampdn Sorensen y se
visualizo con el microscopio a 40x.

2.8.5 Microcopia

2.8.5.1 Inmunofluorescencia indirecta de epimastigotes capturados con particulas
conjugadas a 1gG/a-Pgr24

Epimastigotes de la cepa EP crecidos en medio LIT (100 pl) y particulas conjugadas a 19gG/a-
Pgr24 (150 ug), fueron lavados como se describio en el apartado anterior. Seguidamente se incubaron
por 2,5 horas a temperatura ambiente y agitacion. Para aislar los parasitos unidos a particulas y eliminar
el exceso de particulas, se coloco el tubo de incubacion en el soporte magnético por 1 min 'y se tom¢ el
sobrenadante; este fue tratado con 4 % de formaldehido por 3 min; 1,5 min en agitacion suave y 1,5
min en el soporte magnético. Se lavd 3 veces con 500 ul de tampdn isosmotico (tampdn a utilizar a lo
largo de toda la experiencia) y se resuspendio el sedimento obtenido, hasta obtener 10 parésitos por
campo a 40 x. A continuacion se agregaron 10 ul de la muestra en pozos hechos en portaobjetos de
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vidrio previamente tratados con 0,01 % (v/v) de poli-L-lisina en H,Oq4 y se dejo secar toda la noche a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se hidrataron los pozos y se incubaron con solucién de
bloqueo (BSA al 3% (p/v) y cloruro de amonio 50 mM en tampdn isosmdtico) por 30 min a 37 °C, se
hicieron tres lavados con tampon isosmotico y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y en
camara hameda con una dilucion 1/100 de conjugado a-1gG de conejo marcado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) con 1% (p/v) de BSA en el mismo tampdn. Se lavaron 5 veces los pozos y se
agrego 10 ul de Mowiol (Calbiochem®) para finalmente fijar las laminas con un cubreobjetos. Para la
visualizacion de las muestras se utilizd un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i. Como
controles se emplearon parasitos tratados con a-1gG/FITC, paréasitos incubados solo con las particulas
conjugadas a 1gG/a-Pgr24 y paréasitos incubados con particulas sin 1gG blogueadas con etanolamina 1
M y leche descremada e incubadas con a-1gG/FITC.

2.8.5.2 Microscopia electrénica de barrido y transmision de epimastigotes
capturados con particulas conjugadas a a-PPDK

Se obtuvieron epimastigotes de T. cruzi unidos a particulas conjugadas a a-PPDK siguiendo la
metodologia descrita en la seccion 2.8.4.3.

Para la visualizacion por microscopia electronica de barrido, los parasitos unidos a las particulas
fueron fijados con mezcla 3:3 (formaldehido 3%: glutaraldehido 3%) en tampon cacodilato 0,1 M pH
6,3 a 4 °C; luego se tomaron = 2 pl de la muestra y se transfirieron a un porta muestra estandar de
aluminio, donde se hizo una deshidratacion durante 48 horas con un evaporador de alto vacio
HITACHI modelo HUS-5 GB. Una vez deshidratada, la muestra fue cubierta con oro coloidal y se
visualizo con un microscopio electronico de barrido HITACHI S-2500.

Para la visualizacién por microscopia electronica de transmision, se siguio el procedimiento
anterior hasta el fijado. Luego la muestra fue transferida a rejillas cubierta con formvar y 6xido
protegidas. Para luego ser resuspendidas in situ en una solucion al 2,5 % (v/v) de acido fosfotingstico
en tampon fosfato salino 0,1 M pH 7,2. Se procedio a la deshidratacion a temperatura ambiente y se
visualizo en un microscopio electronico de transmision HITACHI H-7000.

2.8.5.3 Microscopia electrdnica de transmision de vesiculas extracelulares (VES)
capturadas con particulas conjugadas a a-PPDK

Para la visualizacion de VEs, se siguio el método de aislamiento de vesiculas descrito en la seccion
2.8.4.2 utilizando como fuente de VEs del suero del raton infectado con la cepa YBM que incluye los
parasitos y 600 ug de particulas conjugadas a IgG/a-PPDK. Luego de 5 lavados de las vesiculas unidas
a las particulas, las vesiculas fueron separadas mediante elucion con 100 ul de tampdn de elucion (ver
la seccion de materiales) incubandolos 10 min a temperatura ambiente y con agitacion. Se recupero el
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sobrenadante (con el uso del soporte magnético) y se le agregd 50 ul de mezcla 3:3 (formaldehido 3%:
glutaraldehido 3%) en tampdn cacodilato 0,1 M pH 6,3. Se ultracentrifugd a 95000 x g por 1 horay se
resuspendio el sedimento con 100 ul de tampon cacodilato, nuevamente se centrifugd con las mismas
condiciones y se realizd un proceso de post-fijacion con tetradxido de osmio al 1% en tampon
cacodilato a 4 °C durante 24 horas, con cuidado de no resupender el pellet. A continuacion, la muestra
fue deshidratada con alcohol etilico en concentraciones ascendentes; 30 y 50 % (v/v) durante 20 min,
dos veces con 80 % (v/v) por 30 min y dos veces al 100% (v/v) por 30 min. Por ultimo, se incubd con
oxido de propileno puro durante 30 min y se realizé una infiltracion en resina epoxidica (Epon 812) en
proporciones ascendentes de una mezcla de Epon 812: éxido propileno, viv, 1:4; 2:3; 3:2; 41,y
finalmente en Epon 812 puro; en cada paso, el material fue agitado constantemente durante 30 min.
Finalmente, el material fue incluido en Epon 812 puro y llevado a la estufa, a 60°C, por 48 horas. Se
hicieron tallados de las piramides y cortes ultrafinos, para ser observados en un microscopio
electronico de transmision HITACHI H- 7000.

2.8.6 Estabilidad en el tiempo de las 1gG conjugadas

La estabilidad de las IgG conjugadas a las particulas fue evaluada determinando la capacidad de
las 1gG de reconocer al antigeno. Para esto se realizaron inmunoensayos tipo ELISA-sandwich como se
describe en el apartado B de la seccion 2.8.3 cada 15 dias por 5 meses. Se emplearon particulas
conjugadas a 1gG/a-Pgr24 almacenadas en dos tipos de soluciones, una en tampon de almacenamiento
(20 mM de NaH,PO, y 20 mM de Na,HPO,, pH 7,2) y otras en diluyente de conjugado del Kit
CruziELISA, ambos almacenados a 4 °C.
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V. RESULTADOS

1.0btencidén de anticuerpos policlonales a- fraccion microsomal de T. cruzi

Se obtuvieron titulos de 1/8000 de a-FM de T. cruzi y de 1/4000 para T. evansi por dot blot
(figura 6). Este resultado refleja de alguna forma que hay proteinas mas inmunogeénicas en la fraccion
microsomal de T. cruzi que en la de T. evansi, ya que los conejos fueron inoculados con las mismas
concentraciones de proteinas y repeticiones de las dosis.
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Figura 6. Titulacion de anticuerpos a- FM. dot blots del antisuero a-FM de T. cruzi (A) y a-FM de T.
evansi (B), se utilizaron las diluciones 1/1000, 1/2000, 1/4000 y 1/8000 de los sueros, Las membranas
fueron sensibilizadas con 3 pg de proteina de la FM correspondiente homogenizada previamente con un
Potter. Como anticuerpo secundario se emple6 a-1gG de conejo acoplado a la enzima peroxidasa. Se reveld
con diaminobenzidina y peroxido de hidrogeno.

2. Purificacién de 1gG

Se purificaron las IgG totales, partiendo de diferentes antisueros incluyendo los producidos en
este trabajo (a-FM de T. cruzi y de T. evansi). Se utilizaron antisueros hechos en conejos contra las
proteinas recombinantes de T. cruzi: enolasa, Pgr24 y PPDK y a partir del suero de una paciente
chagasico cronico. Las IgG fueron purificadas a homogeneidad esencialmente en dos pasos, primero se
eliminaron algunas proteinas (especialmente albdmina, la cual representa hasta el 45% de las proteinas
totales del suero) por desplazamiento salino (Salting out), para luego realizar una cromatografia de
intercambio i6nico. En la figura 7, se muestra que las IgG fueron purificadas casi a homogeneidad
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observandose la cadena pesada y ligera de las IgG, la cadena pesada con un peso aproximado de 55
kDay la ligera de 25 kDa, estos corresponde a los pesos reportados para esta glicoproteina. También se
observa una proteina contaminante de mayor peso molecular cercano a 90 kDa que coeluye junto con
las 1I9G y que muy probablemente sea una y-globulina que normalmente copurifica con las 1gG (Elgert,
2009).

Cabe destacar que para la purificacion de las IgG a partir de suero humano del paciente
chagasico cronico, no fue necesario el paso de elucién con 40 mM de NaCl en la columna de
cromatografia idnica. La 1gG se obtuvo pura solo con el lavado inicial (figura 7-F), este resultado
indica que las IgG no se unieron a la resina (como ocurrid en el resto de las purificaciones).
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Figura 7. Purificacion de 1gG. SDS-PAGE de las IgG purificadas. Los productos de purificacion fueron
cargados en un gel de acrilamida al 12 % y tefiidos con azul de Coomassie. Se purificaron las 1gG a partir
de antisueros a-FM de T. cruzi(A), a-FM de T. evansi (B), a- ENO(C), a-Pgr24 (D), a-PPDK (E) y las I1gG
de un suero de un chagésico crénico (F), las puntas de flecha indican las cadenas pesada y ligera de las 1gG,
55 kDa y 25 kDa respectivamente, y las flechas con asteriscos una proteina que cooeluye de alrededor de 90
kDa. Abreviaturas, MP: marcadores de peso molecular.
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Las fracciones con las 1gG purificadas se unieron en un pool y se cuantifico la concentracion de
proteinas por Lowry, con el fin de determinar los miligramos de 1gG iniciales que fueron utilizados al
momento de sensibilizar las particulas magnéticas.

Para corroborar que las proteinas purificadas eran 1gG, se realizaron inmunoblots (MABA y dot
blot), empleando diluciones seriadas del pool de purificacion. Para la sensibilizacion de membranas de
PVDF se utilizaron las proteinas recombinantes Pgr24 y ENO purificadas (figura 8) y el péptido
quimera del kit CruziElisa, tanto la Pgr24 como el péptido fueron donados por el Laboratorio de
Enzimologia de Parasitos. Se evalud las 1gG purificadas a partir de antisueros a-ENO, a-Pgr24 y las
IgG del suero del paciente chagasico cronico (figura 9). Obteniéndose que para los tres tipos de
antisuero hay reconocimiento del antigeno. Este resultado verifica que las proteinas purificadas y
observadas en los geles de SDS-PAGE eran IgG.

i

Figura 8. Purificacién de enolasa recombinante de T. cruzi. Para la purificacién se us6 una resina de
afinidad a metales regenerada con cloruro de niquel (IMAC). La proteina se une a la resina por la cola poli-
His y se eluye con imidazol. Para verificar su pureza se realizé un SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida
al 12 % el cual se tifid con azul de Coomassie. La punta de flecha indica la banda correspondiente a la
enolasa de T. cruzi purififcada. Abreviaturas, L: lisado celular de E. coli (cepa BL21) luego de la
induccion y E: eluido o fraccion de la proteina purificada.
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Figura 9. . Inmunoblots de los productos de purificacion. MABA (A y B), dot blot (C). Las membranas
de PVDF para MABA fueron sensibilizadas con 12 pg y 6 pg del antigeno correspondiente purificado
(enolasa y Pgr24) y para el dot blot con 0,21 ug del péptido quimera del kit CruziElisa. Se probaron las
fracciones purificadas a partir de los antisueros a- ENO (A), a- Pgr24 (B) e 1gG del suero cronico (C). Las
diluciones del pool fueron (1) 1/100, (2) 1/200 y (3) 1/500, (4) corresponde a 1/1000 del antisuero
correspondiente sin purificar y (5) 1/1000 de antisuero a- rK26. Como anticuerpo secundario se utiliz a-
IgG de conejo y a- IgG humano acoplado a la enzima peroxidasa. El revelado se hizo con diaminobenzidina
y perdxido de hidrégeno.

3. Conjugacion de 1gG a particulas paramagnéticas

Las IgG purificadas fueron concentradas por salting out y resuspendidas en ~ 1 ml en tampén
de conjugacion. Una vez concentradas las 1gG se conjugaron con las particulas paramagneticas como
fue descrito en la metodologia. En la tabla 4 y figura 10 se muestran los valores de 1gG que se unieron
por miligramo de particulas, obteniéndose que a medida que aumentan los miligramos de particulas
empleados, aumentan los miligramos de 1gG inmovilizados. El rendimiento de conjugacion fue de
0,127- 0,263 Mg 1456/MQ particulas, resultado que concuerda con el rango de conjugacion reportado por la
casa comercial de las particulas de 0,033- 0,333 Mg proteina/MY particulas-
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Tabla 4. Conjugacion de 1gG a particulas paramagnéticas

mg de 1gG conjugados
made | ENo | -pgra | M | eoFM oG paciente | ppny
particulas T. evansi T. cruzi cronico
6 - 0,78 0,89 - - -
7,5 1,83 - - 1,37 1,49 -
15 3,82 3,95 - - - 2,92 +0,57*
30 - - - - - 4,53
*  Media aritmética y error estandar de siete eventos de conjugacion.
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Figura 10. Miligramos de 1gG conjugados por miligramode particulas

Debido a que el pH de conjugacion es muy alto (pH 11), se determind si las 1gG no conjugadas
seguian teniendo la capacidad de reconocer los antigenos. Para esto, se realizaron MABA y dot blot de
las 1I9G no conjugadas, evaluandose las 19G a- ENO, a- Pgr24 y a- FM de T. evansi. En la figura 11, se
observa que las IgG del sobrenadante aun tienen la capacidad de reconocer a los antigenos. Esto

sugiere que las 1gG recuperan la conformacion nativa al ser incubadas en tampon fosfato salino para
inmunoblot a pH 7,4.
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Figura 11. Inmunoblots de las 1gG no conjugadas. MABA (A y B), dot blot (C). Las membranas de
PVDF para MABA fueron sensibilizadas con 12 ug y 6 pg del antigeno correspondiente (enolasa y Pgr24)
y para el dot blot (C) con 3 pug de la FM homogenizada con potter en presencia de Tween 20. En los paneles
Ay B se evaluaron las IgG no conjugadas a- ENO y a- Pgr24 respectivamente, haciendo una dilucion 1/200
(1) del sobrenadante. (2) corresponden a una dilucion 1/1000 del antisuero y (3) 1/1000 de antisuero o.-
rK26. En el panel C se evalud las 1gG no conjugadas a partir del suero o.-FM de T. evansi, haciendo
diluciones seriadas del sobrenadante: 1/100 (1), 1/200 (I1) y 1/500 (I1I). (IV) corresponde a una dilucion
1/1000 del antisuero. Como anticuerpo secundario se utiliz6 a -IgG de conejo acoplado a la enzima
peroxidasa. El revelado se hizo con diaminobenzidina y perdxido de hidrégeno.

3.1. Rendimiento de conjugacion

Se evaluaron los miligramos de IgG a - ENO de T. cruzi conjugadas por miligramo de
particulas, empleando dos condiciones de pH en el tampdn de conjugacion uno a pH 10 y otro a pH 11.
El mejor rendimiento fue obtenido a pH 11, el cual fue =10% mayor que el de pH 10 (figura 12). Esto
corresponde a aproximadamente 1,5 x10' moléculas de diferencia.
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Figura 12. . Eficiencia de conjugacion de 1gG a-ENO de T. cruzi a particulas paramagnéticas bajo dos
condiciones de pH (10 y 11).

4. Particulas paramagnéticas conjugadas a 1gG

4.1  Deteccion de IgG conjugadas a las particulas paramagneticas

Para detectar la presencia de las IgG sobre las particulas, se realiz6 un inmunoensayo tipo
ELISA, usando como método de deteccion un segundo anticuerpo o -lIgG acoplado a la enzima
peroxidasa. Se evaluaron particulas conjugadas a 1gG de conejo (a-ENO, a-Pgr24, a-PPDK, a-FM de
T. evansi e 1gG del suero de un paciente chagasico cronico). En la figura 13, se observa que los
anticuerpos a-1gG detectan las IgG en la particula paramagnéticas y ademas no interactia de manera
inespecifica con ella.

Estos resultados fueron analizados con el software de estadistica SPSS, obteniéndose, que
ninguno de los grupos de datos para cada tratamiento tienen una distribucion normal (datos no
mostrados). Esto era de esperar, ya que el nimero de muestras para cada tratamiento es pequefio (< 10);
por lo que se realizo una prueba de contraste no paramétrico como es el Kruskal-Wallis, ver tabla 5; se
obtuvo una p-value de 0,002; lo que indica, que existen diferencias estadisticas significativas entre las
absorbancias obtenidas para cada tratamiento y estas diferencias no son producto del el azar.
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Figura 13. Inmunoensayo de la presencia de 1gG sobre las particulas. Particulas con IgG incubadas con
solucion de revelado (A), particulas con 1gG incubadas con a-1gG acoplado a peroxidasa y solucion de
revelado (B) y particulas sin 1gG y bloqueadas, incubadas con a-1gG acoplado a peroxidasa y solucion de
revelado (C). Se emplearon los anticuerpos (o-1gG de conejo y de humano) acoplados a peroxidasa. El
revelado se hizo con solucion de revelado de Kit CruziElisa.

Tabla 5. Estadisticos- Prueba de Kruskal- Wallis

v 12,255
Df 2,000
P-value 0,002

4.2  Determinacion del tipo de interaccion entre las particulas paramagneticas y las 1gG

Una vez verificada la presencia de la IgG sobre la particula, se determino si la union ocurria por
la formacion de un enlace covalente o si se trataba de una interaccion mas debil (Van der Waals,
hidrofobica o idnicas). Para esto se utilizaron particulas conjugadas a 1gG (a-ENO, a.-Pgr24 vy a -
PPDK), los cuales fueron incubadas con tampon de carga (B-mercaptoetanol y/o ditiotreitol) y
calentada a punto de ebullicion durante 15 min. Los sobrenadantes fueron analizados por SDS-PAGE y
Western blot. En la figura 14, se observa que las 1gG a-ENO y a-Pgr24 no fueron liberadas de las
particulas con este tratamiento, mientras que las 1gG a-PPDK si. No obstante, cuando las particulas
conjugadas a 1gG/a-PPDK (sometidas a desnaturalizacion) fueron lavadas e incubadas con a-1gG
conjugado a peroxidasa se observo coloracion, indicando que no todas las IgG conjugadas a las perlas
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magnéticas se habian liberado. Este resultado indica que las interacciones predominantes entre las
perlas paramagneticas e 1gG son de tipo covalente, similar a lo que reporta la casa comercial Bioclone.
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Figura 14. Determinacion del tipo de interaccion entre las particulas paramagnéticas y las 1gG. Panel
Ay C Western blots de los sobrenadantes a partir de particulas conjugadas a 1gG (a-ENO y o -PPDK)
respectivamente; (B) SDS-PAGE del sobrenadante a partir de particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24. En (A)
1y 2 indican los eluidos a partir de distintas cantidades de particulas conjugadas a 1gG/a-ENO (105 y 210
ug respectivamente), en (B) 1 indica el eluido a partir de particulas conjugadas a IgG/a-Pgr24yen (C) 1y 2
el eluido a partir de particulas conjugadas a IgG/a-PPDK utilizando B-mercaptoetanol (tal como se uso en
los demas ensayos) y en 3 con DTT. Como anticuerpo secundario se utilizé a-IgG de conejo acoplado a
peroxidasa. El revelado se hizo con diaminobenzidina y peréxido de hidrdgeno. Las puntas de flecha
indican las bandas correspondientes a la cadena pesada.

4.3  Captura de antigenos recombinantes con IgG conjugadas a particulas
paramagnéticas

Para determinar si las 1gG conjugadas a las particulas reconocian al antigeno luego del proceso
de conjugacion se disefiaron dos metodologias.

Método A

Se incubaron las proteinas recombinantes ENO y Pgr24 de T. cruzi, previamente purificadas
(figura 15), con particulas conjugadas a 1gG (a-ENO y a -Pgr24), respectivamente. Para luego ser
sometidas a desnaturalizacion (calentando a temperatura de ebullicién) en tampdn de carga y liberar el
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antigeno. En la figura 16, se observa la presencia de ambos antigenos, este resultado indica que las 1gG
conjugadas siguen conservando la afinidad por los antigenos despues del tratamiento fuerte de
conjugacion.
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Figura 15. Purificacion de las proteinas recombinantes enolasa y Pgr24. La purificacién fue seguida por
SDS-PAGE en geles al 12 % tifiendo con azul de Commassie, purificacion de enolasa (A) y Pgr24 (B).
Abreviaturas, L: lisado celular de E. coli (cepa BL21) luego de la induccidn, E: eluido o fraccion de la
proteina purificada y MP: marcadores de peso molecular. Las puntas de flechas indican la banda que
corresponde a la proteina purificada.

Figura 16. Reconocimiento de antigenos por parte de las 1gG conjugadas a particulas. Western blot de
las proteinas enolasa (A) y Pgr24 (B), las cuales fueron eluidas de particulas conjugadas a 1gG/a-ENO vy a-
Pgr24 respectivamente. Como anticuerpo primario se utilizé una dilucién 1/500 de antisuero a-ENO hecho
en raton y 1/5000 de antisuero a-Pgr24 hecho en conejo. Como anticuerpo secundario se usé a-1gG de ratén
y de conejo acoplados a peroxidasa. El revelado se hizo con diaminobenzidina y peréxido de hidrogeno.
Las puntas de flecha indican la banda que corresponde a cada antigeno.

43



Método B

Otro método que permitio determinar que las IgG (a-ENO, a-Pgr24 y a-PPDK) conjugadas a
las particulas seguian la capacidad de reconocer a los antigenos, fue mediante un inmunoensayo del
tipo ELISA-sandwich. En las figuras 17, 18 y 19, se observa que los tres tipos de 1gG reconocen a los
respectivos antigenos y que ademas ninguna otra molécula (antigeno, anticuerpo primario y anticuerpo
secundario) interactia de manera inespecifica con las particulas; con la excepcion del control B
utilizando particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 donde se observan valores altos de absorbancia, (figura
18).
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Figura 17. Reconocimiento del antigeno enolasa por parte de 1gG/a-ENO conjugadas a particulas. Se
emplearon 75 ug de particulas conjugadas a 1gG/a-ENO por ensayo. Los tratamientos fueron: particulas
conjugadas a 1gG/a-ENO incubadas con enolasa, anticuerpo primario, secundario y solucién de revelado
(A); particulas conjugadas a 1gG/a-ENO incubadas con anticuerpo primario, secundario y solucién de
revelado (B); particulas conjugadas a 1gG/a-ENO incubadas con anticuerpo secundario y solucion de
revelado (C) y particulas conjugadas a IgG/a-ENO incubadas con solucion de revelado (D). El anticuerpo
primario fue una dilucion 1/1000 de antisuero a-ENO hecho en raton y el secundario 1/8000 de a-IgG de
raton. Para el revelado se emple6 solucion de revelado del kit CruziElisa, deteniendo la reaccién a los 4

min.
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Figura 18. Reconocimiento del antigeno Pgr24 por parte de 1gG/a-Pgr24 conjugadas a particulas. Se
emplearon 150 ug de particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 por ensayo. Los tratamientos fueron: particulas
conjugadas a IgG de conejo/a-Pgr24 incubadas con Pgr24, suero crénico, anticuerpo secundario y solucion
de revelado (A); particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 incubadas con suero cronico, anticuerpo secundario y
solucion de revelado (B); particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 incubadas con anticuerpo secundario y
solucidn de revelado (C), particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 incubadas con Pgr24, anticuerpo secundario
y solucién de revelado (D) y particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 incubadas con solucion de revelado (E).
Como anticuerpo primario se utilizé 1/20 del suero de un paciente chagasico crénico y secundario 1/15000
de o -IgG humano. Para el revelado se empled solucion de revelado del kit CruziElisa, deteniendo la
reaccion a los 10 min.
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Figura 19. Reconocimiento del antigeno PPDK secundario 1/8000 de o -1gG de ratén. Para el
por parte de 19G/a-PPDK conjugadas a revelado se empled solucién de revelado del kit
particulas. Se emplearon 150 n g de particulas CruziElisa, deteniendo la reaccion
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Los resultados de absorbancia obtenidos con particulas conjugadas a 19G/a-Pgr24,
especificamente los tratamientos A y B (figura 18), fueron analizados con el software de estadistica
SPSS. En la figura 20, se observa que en ninguno de los tratamientos los datos tienen una distribucion
normal. Por ello, se realizaron dos pruebas de contraste un Kruskal- Wallis (prueba no paramétrica) y
un ANOVA de una via con un post-hoc T2 de Tamhane (prueba paramétrica). Obteniéndose una p-
value de 0,000 (tabla 6) y una significacion de 0,012 (tabla 7), ambos resultados indican, que las
absorbancias obtenidas para cada tratamiento son diferentes, y que estas diferencias no son causadas

por el azar, sino por el tratamiento per se.
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Figura 20. Distribucion de los datos
(reconocimiento del antigeno Pgr24 por parte
de 1gGl/e-Pgr24 conjugadas a particulas)
tratamiento Ay B. Los extremos de cada bigote
de las barras indican el valor minimo y méaximo
de los datos y la linea horizontal que corta las
barras, la mediana, es decir el 50 % de los datos.

Tabla 6. Estadisticos- Prueba de Kruskal- Wallis entre tratamientos A y B con particulas

conjugadas a 1gG/ a-Pgr24

xZ

39,408

Df

4,000

P-value

0,000

Tabla 7. Prueba de comparaciones multiples T2 de Tamhane entre tratamientos Ay B

con particulas conjugadas a 1gG/ a-Pgr24

(I) Tratamiento | (J) Tratamiento | Diferencia de medias (I-J) Error Significacion
tipico
B 1,18150" 0,27375 0,012
Tamhane .
B -1,18150 0,27375 0,012




4.4  Captura de antigenos naturales con IgG conjugadas a particulas paramagnéticas

4.4.1 Captura de la Piruvato Fosfato Dikinasa (PPDK) soluble con particulas conjugadas
a 1gG/a-PPDK

A partir de lisados de la forma epimastigote de la cepa EP de T. cruzi, se realizaron ensayos de
inmunocaptura con particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK. Se probaron dos condiciones de captura, en
presencia de 0,01 % (p/v) de BSA, el cual actia como distractor de las proteasas y otra sin BSA. En la
figura 21 (carriles S y N), se observa la presencia de la PPDK de 100 kDa y 75 kDa (Gonzéalez-
Marcano, 2012). Sin embargo, solo en el carril E de la figura 21 (con BSA) se observa sefial para
PPDK con pesos moleculares menores a 75 kDa, este resultado indica, que las particulas conjugadas a
IgG/a-PPDK captura al antigeno natural a partir del extracto de parasitos solo en presencia del
distractor de proteasas.
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Figura 21. Captura de la proteina PPDK natural de T. cruzi con particulas conjugadas a 1gG/a-
PPDK. Western blot de la PPDK capturada a partir del lisado de epimastigotes. Los primeros cinco carriles
corresponden al ensayo de captura con BSA y los ultimos cuatro sin BSA. Como anticuerpo primario se uso
una dilucion 1/4000 de a-PPDK monoclonal y como secundario 1/8000 de a-1gG de ratén. Para el revelado
se utilizo el sistema de revelado quimioluminiscente de Amersham (GE Healthcare), ECL Plus Western
blotting Detection Reagents, segin recomendaciones de la casa comercial. Abreviaturas, P: Pellet del
lisado, S: Sobrenadante del lisado, fraccion que se incubo con los conjugados, N: Fraccion de proteinas del
sobrenadante que no se unio a los conjugados, L1: primer lavado de los conjugados luego de la incubacion
con el lisado, E: proteinas eluidas a partir de los conjugados.
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4.4.2 Captura de la proteina PPDK secretada/excretada por T. cruzi con particulas
paramagnéticas conjugadas a 1gG

Se realizaron ensayos de captura de la PPDK de T. cruzi a partir de dos fuentes: a) medio
condicionado y b) sueros de pacientes y animales experimentales.

Medio condicionado

Se incubaron particulas conjugadas a a- PPDK con medio condicionado (RPMI-1640) bajo dos
condiciones: a) sobrenadante de una ultracentrifugacion de un medio condicionado y b) medio
condicionado sin ultracentrifugar. En la figura 22, se observa que el conjugado capturd proteinas con
pesos moleculares que van desde un rango de 80 a 15 kDa, sin embargo con este resultado no se puede
saber si todas las bandas son de PPDK (productos de degradacion) o si son proteinas asociadas a la
PPDK.

MP M/V E M-V E
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Figura 22. Captura de PPDK secretada/excretada por T. cruzi en medio condicionado, con particulas
conjugadas a 1gG a-PPDK. SDS-PAGE del producto de captura de particulas conjugadas a IgG/a-PPDK a
partir de medio condicionado de epimastigotes de T. cruzi .Abreviaturas: M/V: medio condicionado sin
ultracentrifugar e incubado con conjugados a -PPDK, M/-V: medio condicionado ultracentrifugado e
incubado con conjugados o -PPDK, E: fraccion eluida de los conjugados y MP: marcadores de peso
molecular.
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Sueros

Se evalud la capacidad de las particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK de capturar a la PPDK liberada
por la forma tripomastigote sanguinea, en un medio mas complejo (suero). Para esto se realizaron
incubaciones de particulas conjugadas a 19G/a-PPDK con varios tipos de sueros: suero de un ratén
infectado con la cepa YBM en fase aguda, suero de un raton sano, suero de un paciente chagasico
agudo y crénico. El volumen de suero y la concentracion de conjugados (particula/anticuerpo) fueron
las mismas para cada incubacion. En la figura 23-1, se observa que el perfil proteico es el mismo para
el suero de raton con parasitos y sin parasitos, indicando que las proteinas capturadas no son el
resultado de la presencia del pardsito, sino de proteinas presentes en el suero. Los conjugados
(particula/anticuerpo) también capturaron diversas proteinas en los sueros humanos, tanto en fase
aguda como cronica (Figura 23-1). Para saber si las proteinas capturadas con las particulas conjugadas
a lgG/a-PPDK vy visualizadas en los geles eran el producto de la degradacion de PPDK o proteinas que
estan formando un complejo con la PPDK capturada, se realizaron western blot y se revelaron con a-
PPDK, a-PGR24 y suero de un paciente cronico. En las figuras 23-2, 23-3 y 23-4, se observa que hay
bandas que de forma especifica fueron reconocidas por a-PGR 24, a-PPDK y suero de paciente
cronico. Estos resultados demuestran que las bandas de proteinas observadas en el SDS-PAGE son el
producto de complejos proteicos capturados por la 1gG/a-PPDK conjugada a la particula y no el
producto de interacciones inespecificas o de degradacion de una proteina en particular (por ejemplo
PPDK).

Por otro lado, en la figura 32, se observa que particulas conjugadas con 1gG/a-PPDK e incubadas

con sueros (ratén y humano) agudos y suero humano crénico se aglutinan en presencia de vesiculas
extracelulares. Esto solo es posible si hay gran exposicion de PPDK en la membrana de las vesiculas.
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Figura 23. Captura de exoantigenos de secrecién/excrecion de T. cruzi en sueros, mediante particulas
conjugadas a 1gG/e-PPDK. SDA-PAGE (1) y Western blots (2-4). Se cargaron los eluidos producto de la
incubacion de particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK con diferentes tipos de sueros: suero de un raton en fase
aguda en presencia de tripomastigotes (S/P), el mismo suero anterior pero sin parasitos luego de centrifugar
(S/-P), suero de un ratén sano (S/Sa), suero de un paciente chagasico agudo (S/A) y suero de un paciente
crénico (S/C).(2) Western blot revelado utilizando 1/1000 de a-PPDK policlonal como anticuerpo primario
y 1/5000 a-1gG de conejo acoplado a peroxidasa como secundario; (3) Western blot revelado con 1/1000 de
antisuero o-Pgr24 y 1/5000 a.-1gG de conejo y el (4) Western blot revelado con 1/20 de un suero de un
paciente chagéasico cronico y 1/1000 de o -lgG humano. El revelado se hizo con diaminobenzidina y
peroxido de hidrégeno. Las puntas de flecha indican las bandas correspondientes a PPDK de 100 kDa (2) y
Pgr24 de 24 kDa (3). Los corchetes indican la cadena pesada de las 1gG que se despegaron de las particulas.
Abreviaturas: Pc: control de particulas conjugadas tratados solo con tampén de carga, MP: marcadores de

peso molecular.
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S/TRIPO S/-TRIPO S/Sano S/Agudo S/Cronico

Figura 24. Incubacion de particulas conjugadas a 1gG/e-PPDK con diferentes tipos de suero. De
derecha a izquierda; conjugado (particulas/anticuerpos) incubados con suero de un ratdbn NMRI infectado
con la cepa YBM de T. cruzi (S/TRIPO); el mismo suero anterior pero sin parasito (removidos por
centrifugacion) (S/-TRIPQ), suero de un ratdn NMRI sano (S/sano), suero de un paciente chagasico agudo
(S/agudo) y suero de un paciente chagasico crénico (S/crénico). Las flechas negras indican agregados de
particulas.

4.4.3 Captura de parasitos de T. cruzi con particulas conjugadas a 1IgG mediante
antigenos asociados a la membrana plasmatica

Captura de epimastigotes de T. cruzi

Empleando particulas conjugadas a 1gG (a-ENO, a -Pgr24, o -PPDK y o -FM de T. cruzi), se
realizaron ensayos de captura de la forma epimastigote del parasito. Los parasitos se visualizaron por
microscopia de luz. Obteniéndose que la mayoria de los conjugados (particula/lgG) se adherian a la
bolsa flagelar del parasito, a excepcién de particulas conjugadas con 1gG/a- FM y a- ENO, que se
unieron también en otras regiones de la membrana plasmatica del parasito (figuras 25-28). Cabe
destacar, que en la mayoria de los casos se podian observar hasta 5 parasitos con particulas adheridas
por campo a 40 X, luego del tiempo de incubacién.

51



Figura 25. Captura de epimastigotes con particulas conjugadas a 1gG/a-ENO. Las puntas de flecha
negras indican el sitio de union de la particula en la bolsa flagelar y las blancas en otra localizacion de la
membrana.
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Figura 26. Captura de epimastigotes con particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24. Las puntas de flecha
negras indican el sitio de union de la particula en la bolsa flagelar.
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Figura 27. Captura de epimastigotes con particulas conjugadas a 1gG/e-PPDK. Las puntas de flecha
negras indican el sitio de union de la particula en la bolsa flagelar y las flechas con asteriscos, agregados
particula-epimastigotes.
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Figura 28. Captura de epimastigotes con particulas conjugadas a 1gG/a-FM. Las puntas de flecha
negras indican el sitio de union de la particula en la bolsa flagelar y las blancas en otra localizacion de la
membrana.

Captura de tripomastigotes sanguineos de T. cruzi

Particulas conjugadas a 1gG (a-ENO, o -FM de T. cruzi y las 1gG del suero de un paciente
chagasico) fueron utilizados para los ensayos de captura de los tripomastigote sanguineo de T. cruzi.
Unicamente el conjugado de 1gG obtenido de un paciente cronico fue capaz de unirse a los
tripomastigotes (figura 29), siendo necesario un tiempo de incubacién de 20 horas y disminucion de la
temperatura a 5°C (mezcla parasitos/conjugados), ya que se queria disminuir el efecto hidrodindmico
del parasito. Sin embargo, la eficiencia de captura fue muy baja, a diferencia de los ensayos de captura
de epimastigotes, pudiéndose observa 1 solo parasito por campo a 40 x.
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Figura 29. Captura de tripomastigotes sanguineos de T. cruzi con particulas conjugadas a I1gG de
suero croénico. Tripomastigotes de T. cruzi coloreado con Giemsa (A); tripomastigotes unidos con los
conjugados después de 20 horas de incubacion (B y C). La flecha negra indica la posicién del
tripomastigote.

4.5 Microscopia

4.5.1 Inmunofluorescencia indirecta de epimastigotes capturados con particulas
conjugadas a 1gG/a-Pgr24

Los epimastigotes unidos a particulas con 1gG/a-Pgr24 fueron visualizados en luz visible e
inmunofluorescencia mediante un microscopio invertido de epifluorescencia. Las particulas con IgG/a-
Pgr24 se unieron a la bolsa flagelar de los epimastigotes (figura 30-A y 30-B) confirmando la
localizacién previamente determinada donde se une este conjugado (particula/anticuerpo); asimismo,
particulas sin anticuerpo blogueadas con etanolamina y leche descremada no se unen a los
epimastigotes (figura 30-D). El marcaje de las particulas se hizo con el anticuerpo a-1gG de conejo
acoplado a FITC, que emite fluorescencia en la region verde del espectro (rango de emision 435-485
nm). Como se puede observar en la figura 30-A, las particulas unidas a la bolsa flagelar del
epimastigote emiten fluorescencia, es decir la unidn parasito-1gG/particula efectivamente ocurre por la
presencia del anticuerpo a-Pgr24. Sin embargo, particulas con IgG/a-Pgr24 sin marcaje con FITC y
particulas bloqueadas tratadas con FITC también emiten fluorescencia, pero con menor intensidad.
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Figura 30. Captura de epimastigotes con particulas conjugadas a lgG/a-Pgr24. Fila izquierda
micrografia con luz blanca, fila derecha utilizando el filtro UV-2EC. Epimastigotes unidos a particulas
conjugadas a 1gG/a-Pgr24 e incubados con a-1gG de conejo acoplado a FITC (A); epimastigotes unidos
particulas conjugadas a 19gG/a-Pgr24 (B); epimastigotes incubados con a-1gG de conejo acoplado a FITC
(C) y particulas sin sensibilizar y bloqueadas, incubadas con el a-IgG con FITC (D). Las flechas negras
indican particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 unidas a la bolsa flagelar y las flechas blancas, particulas con
fluorescencia.
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4.5.2 Microscopia electronica de barrido y transmision de epimastigotes capturados con
conjugados a-PPDK

Otra tecnica utilizada para la visualizacion de epimastigotes unidos a conjugados con mayor
resolucion fue la microscopia electronica de barrido y transmision. En este caso solo se usaron
particulas conjugadas a IgG/a-PPDK/epimastigotes. En las figura 31 y 32, se observa claramente que
las particulas se unieron principalmente a la bolsa flagelar del parasito, sin embargo, también se
observaron particulas unidas al flagelo. Estos resultados fueron similares a los obtenidos con
microscopia de luz. También se observa en las figuras 31y 32 que la textura de las particulas es rugosa
e irregular y no lisa, ya que el nacleo magnético de las particulas esta cubierto por dioxido silice.

En la figura 32, se observa que hay proyecciones de la membrana que emergen del flagelo
(vesiculas) y que son reconocidas por las particulas y en algunos casos hay una doble unién entre
membrana del flagelo-particula-membrana plasmatica. También se observan en las micrografias,
vesiculas emergiendo de la membrana plasmatica (ectosomas) y de la bolsa flagelar (exosomas) y en
algunos casos vesiculas libres unidas a las particulas.
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Figura 31. Microscopia electrénica de barrido de epimastigotes capturados con particulas conjugadas
a lgG/a-PPDK. Las flechas blancas indican particulas unidas a la bolsa flagelar y las puntas de flecha la
particulas unidas al flagelo. Barras= 1 um.
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Figura 32. Microscopia electronica de transmision de epimastigotes capturados con particulas
conjugadas a 1gG/a-PPDK. Las flechas negras indican particulas unidas a la bolsa flagelar y las puntas de
flecha vesiculas unidas a las particulas. Barras negras = 1 um. Barra blanca= 500 nm.

4.5.3 Microscopia electronica de transmision de vesiculas extracelulares (VES)
capturadas con particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK

En los resultados obtenidos en la seccion 4.4.2, particulas conjugadas a IgG/a-PPDK
capturaban varias proteinas de T.cruzi. Para determinar si las proteinas asociadas a PPDK eran parte de
un complejo de proteinas (interaccion proteina/proteina) o si se trataba de vesiculas liberadas
(exosomas y/o ectosomas) al medio extracelular (suero de raton en fase aguda), se realiz6 una
microscopia de transmision a partir de las posibles vesiculas liberadas del conjugado (particula/PPDK).
En la figura 33, se observa la presencia de cuerpos vesiculares con diametros menores a 200 nm, sin
embargo las vesiculas al parecer son poco electron densas, por lo que no se lograron ver con alta
definicién; o quizas, debido a que los cortes no fueron lo suficientemente buenos por la contaminacion
con particulas de silice. Este resultado demuestra que la PPDK esta siendo secretada/excretada por el
parasito mediante vesiculas extracelulares de secrecidn/excrecion y no de forma soluble en un
complejo proteina/proteina.
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Figura 33. Microscopia electronica de transmision de vesiculas extracelulares (VES) capturadas con
particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK. Las vesiculas fueron capturadas a partir del suero de un raton
infectado con la cepa YBM de T. cruzi. Las flechas negras indican la localizacion de las vesiculas y los
cuerpos mas oscuros (electron densos) a cristales de SiO;, que se desprenden de la particula. Barras= 200
nm.

4.6  Estabilidad de las 1gG conjugadas a particulas paramagnéticas

Para determinar si los conjugados (particula-lIgG) pueden ser utilizados como una herramienta
de diagnostico, fue necesario determinar la estabilidad de las 1gG conjugadas a las particulas. En la
figura 34, se muestran los valores de absorbancia obtenidos durante 5 meses, utilizando conjugados
(particula/a-Pgr24) almacenados en dos soluciones diferentes, unos en tampon de almacenamiento (20
mM de NaH,PO; y 20 mM de Na,HPO,, pH 7,2) y otro en diluyente de conjugado del Kit Cruzi-
ELISA. Este resultado indica que durante los 5 meses de experimentacién no hubo pérdida de la
afinidad y por ende la estabilidad de la 1gG. Tampoco se observan diferencias significativas entre las
particulas almacenadas con el tampdn de almacenamiento y las almacenadas en diluyente de
conjugado.
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Figura 34. Estabilidad de la 1gG (a-Pgr24) conjugada a particulas. Para cada ensayo se utilizaron 150
ug de particulas, 40 pg de Pgr24 (antigeno), como primer anticuerpo una dilucion 1/20 del suero de un
Chagaésico cronico y como secundario 1/15000 de a-IgG humano acoplado a la enzima peroxidasa. La
flecha gris oscuro indica las absorbancias obtenidas con particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 almacenadas
en tampon de almacenamiento (20 mM de NaH,PO, y 20 mM de Na,HPOQO,, pH 7,2), las flecha gris claro las
absorbancias con particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24 almacenados diluyente de conjugado del Kit Cruzi-
ELISA y la flecha roja los valores de absorbancia obtenidos con particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24
incubadas unicamente con agente de revelado. El revelado se hizo con solucion de revelado del kit
CruziElisa deteniendo la reaccién a los 10 min con HCI 0,5 M.
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VI. DISCUSION

La enfermedad de Chagas afecta a millones de personas tanto en zonas endémicas de
Latinoamérica como en otros paises del mundo (Rassi Jr et al., 2010). Los esfuerzos realizados para
enfrentar este problema de salud publica se han centrado principalmente en el control vectorial, sin
tener en cuenta que existen otras vias de transmision como transfusiones de sangre, congeénita,
trasplantes de dérganos y oral (Moncayo, 2003). Es obvio que ha faltado voluntad e iniciativas de los
gobiernos Latinoamericanos, incluyendo el de Venezuela para hacer politicas publicas eficientes para
disminuir los riesgos de trasmision e infeccion con T. cruzi. Ademas, los tratamientos y sistemas de
diagnostico son ineficientes, siendo de caracter urgente la disponibilidad de recursos para la
investigacion en estas areas.

Una de las principales caracteristicas que hacen a la enfermedad de Chagas dificil de
diagnosticar, es que no posee sintomatologia clinica especifica, por lo que puede pasar desapercibida y
por tanto no es tratada a tiempo. Existen basicamente dos formatos para el diagnostico de esta
enfermedad: de forma directa detectando al parasito por microscopia luz y de forma indirecta
capturando anticuerpos 1gG e IgM especificos contra proteinas del parasito o amplificando genes
especificos del parésito (PCR). Los sistemas de diagnéstico directos tienen una especificidad del 100
%, sin embargo, la sensibilidad se ve comprometida por la concentracion de parésitos en sangre
(generalmente baja) y la experiencia del especialista. La PCR ha demostrado ser una buena solucion
para aumentar los niveles de sensibilidad, no obstante, se trata de un procedimiento de alto costo y que
requiere de personal e instalaciones especializadas. Este Gltimo punto es de gran importancia debido a
que esta enfermedad afecta principalmente a personas en las zonas rurales y mas pobres de
Latinoamérica, por lo que las pruebas deben ser de bajo costo, rapidos y de facil desarrollo, y asi
abordar a las clases mas bajas de la sociedad que son las que padecen mayoritariamente esta
enfermedad. Por otro lado, los métodos seroldgicos dependen de las caracteristicas del antigeno, por lo
que en muchos casos se obtienen resultados incongruentes que requieren de la aplicacion de mas de un
procedimiento para un diagnostico definitivo. Los tipos de antigeno mas empleados incluyen:
fracciones completas o semipurificadas de epimastigotes y proteinas recombinantes, los cuales pueden
Ilevar a falsos negativos por diferencias dentro de las cepas de T. cruzi o falsos positivos por reaccion
cruzada con anticuerpos producidos contra otras enfermedades parasitarias.

Otro problema de gran importancia en el diagnéstico de la enfermedad de Chagas, es el de saber
si hubo cura parasitoldgica después que un paciente ha recibido tratamiento con farmacos tripanocidas,
ya que la seroconversion puede durar varios afos (pudiendo detectarse 1gG especificos), por lo que los
sistemas serologicos son incapaces de discernir entre si hubo cura parasitoldgica o no (Cancado, 1999).
Una alternativa a los sistemas de diagnostico serologicos, es el uso de la prueba de lisis mediada por el
complemento (CoML) (Krettli y Brener 1982), donde la presencia de anticuerpos liticos es un
indicador de infeccion activa. Sin embargo, este procedimiento ha sido poco difundido debido a la
necesidad de trabajar con formas vivas del parasito. Otro problema que ha ganado importancia, es que
la mayoria de los kit de diagnostico comerciales disponibles son ineficientes en la deteccion temprana
de la infeccidn congénita en el primer afio de vida de un neonato, ya que los anticuerpos presentes en el
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bebé son producto de la transferencia de la madre al hijo y la cantidad de parasitos en sangre puede ser
muy baja (Carlier y Torrico, 2003).

En la ultimas tres décadas se han hecho esfuerzos en investigar un nuevo formato para la
deteccion de T. cruzi a través de la captura de proteinas de secrecion directamente de la sangre u orina
de los pacientes (Araujo, Chiari, y Dias, 1981; Corral, Anders, y Grinstein, 1992; Freilij, Corral,
Katzin, y Grinstein, 1987; Katzin y col.,1989; Umesawa y col., 1993). A pesar de que se han obtenido
excelentes resultados con los exoantigenos (alta especificidad y sensibilidad), aun no existe un Kit
comercial con la capacidad de detectar exoantigenos, el cual podria sustituir y mejorar las técnicas
tradicionales, ya que se detectaria indirectamente al parasito (personas positiva para T. cruzi) y no
anticuerpos circulantes (seropositivas) en el paciente.

Recientemente se han desarrollado técnicas en biotecnologia de punta, con bajo costo y facil
manipulacion, que han mostrado gran eficiencia en la captura de células completas y vesiculas
extracelulares utilizando anticuerpos como anzuelo. Son las nano/micro particulas paramagnéticas
conjugadas a anticuerpos. Con este sistema no solo se pueden capturar antigenos solubles o asociados a
membranas, sino que ademas no requiere de equipos adicionales, pues la ulterior purificacion del
antigeno requiere unicamente de un iman y solucién de lavado (Cocucci y Meldolesi, 2015; Oksvold,
Neurauter, y Pedersen, 2015; Olsvik y col., 1994; Radisic, lyer, y Murthy, 2006; Safarik y Safarikova,
2004).

Este innovador sistema acoplado a anticuerpos especificos a- T. cruzi, deberia ser capaz de
detectar y aislar proteinas solubles o asociadas a membranas para diagnosticar la presencia de T. cruzi
en muestras de suero y/o orina en todas las fases de la enfermedad de Chagas, e incluso, en un futuro
podria llegar a ser una herramienta atil para el diagndstico de neonatos con transmision congeénita, o
determinar cura parasitologica en pacientes tratados con drogas tripanocidas o cura espontanea.

En este trabajo se logré conjugar anticuerpos policlonales (IgG purificados) a particulas
superparamagneéticas BIOBLONE (FC-106), las cuales permitieron, entre otras cosas, capturar
proteinas recombinantes solubles y proteinas nativas asociadas a vesiculas extracelulares
(exosomas/ectosomas) y a la membrana plasmatica de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi como
una posible herramienta para el diagndstico de la enfermedad de Chagas.

Como paso previo a la conjugacion, las IgG totales de cada suero fueron purificadas en dos
pasos (precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia de intercambio idnico en una resina DEAE
52 Whatman). En todos los casos se logré purificar las IgG junto a una pequefia cantidad de una
proteina de mayor peso molecular que coeluye con las 1gG (figura 7). Cabe destacar, que las IgG
purificadas a partir del suero humano no se unieron a la resina, por lo que se omitié el paso de elucion
durante la cromatografia (seccion 2.6 de la metodologia). Esto quizas se deba a que a pH 8 (pH del
tampon de purificacion) las 1gG de conejo estan cargadas negativamente, pues su punto isoeléctrico
estd entre 6,1-6,5 (Wu, Huang, Mullett, Yeung, y Pawliszyn, 2001), mientras que en las IgG de
humano casi todas las cargas estan neutralizadas, ya que el punto isoeléctrico esta entre 6,6- 8,6
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(Hamilton, 1987). Adicionalmente, se confirmo la purificacién de 1gG mediante inmunoblots de los
productos de purificacion (figura 8).

Las 1gG purificadas, concentradas y dializadas fueron conjugadas a las particulas
paramagnéticas. La interaccion entre las particulas y el ligando ocurre por la formacion de un enlace
covalente entre los grupos amino, hidroxilo y sulfhidrilo de los residuos de amino acidos de las
proteinas y los grupos epoxi de las particulas. La formacion del enlace depende de la fuerza ionica y
pH del medio, siendo necesario que el pH de conjugacion esté entre 11-12 para promover la union con
grupos hidroxilo, > 9 para aminas y entre 7,5-8,5 para sulfhidrilos (figura 35). En este estudio se
requeria que las 1gG se unieran a las particulas paramagnéticas por la region cristalizable (Fc: por sus
siglas en inglés) y asi dejar disponible la regidn de interaccion con el antigeno (Fab: por sus siglas en
inglés). Por ellos se prefirio promover la formacion de enlaces con los grupos hidroxilo, abundantes en
los polisacaridos presentes en la region Fc (Stadlmann, Pabst, Kolarich, Kunert, y Altmann, 2008). La
otra recomendacion de la casa comercial, es que el tampdn de conjugacion debe tener una fuerza iénica
baja y no debe contener grupos amino, hidroxilo o fenoles, para asi evitar competencia entre las
moléculas a conjugar a la particula y promueve interacciones electrostaticas como estrategia de pre-
concentracion de 1gG sobre la particula. En este estudio se empledé un tampdn de conjugacion
compuesto por fosfato de sodio dibasico y tribasico 20 mM a pH 11. Que aunque posee especies
nucleofilicas que pueden interaccionar con el grupo epoxi, al parecer esto no ocurrié 0 al menos en
muy poca proporcion, ya que la cantidad de moléculas del tampodn supera la concentracion de 1gG e
igual se obtuvo una eficiencia de conjugacion de 1gG como la reportada por la casa comercial.

/O_CH3
Electroéfilo /. H J
Grupo epoxi ﬂ ox HO H
HsC,, 0‘7 "WH O \\\HH a4,
— HiCiy—H  ——= | HyCrrg
R H Nucleofilo R OCHs, R OCHj3

©

‘OCH3

Ligando

Figura 35. Representacidon esquematica de la formacién del enlace covalente entre el grupo epoxi y
una atomo de oxigeno. El enlace se forma mediante un ataque nucleofilico de un nucleofio (por ejemplo:
O, N y S) a un electréfilo (aceptor de electrones), que en este caso es un carbono con una carga parcial
positiva.

La cantidad de 1gG conjugadas a las particulas fue entre 0,127-0,263 mg 156/MQ particulas, raNQO
de eficiencia de conjugacion similar a lo reportado por la casa comercial de 0,030-0,300 Mg proteina/MQ
particula- EN 12 figura 10, se muestra que hay un aumento lineal de los mg de IgG conjugados, es decir
directamente proporcional a la cantidad de particulas empleadas. No obstante, existen pequefias
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variaciones en los mg de IgG conjugadas con una misma cantidad de particulas, muy probablemente
debido a errores de precision en los miligramos de particulas empleados o la concentracion de 1gG en
la solucion de conjugacion. Mientras mayor sea la concentracion de la molécula a conjugar (IgG),
mayor es el impedimento estérico y menor la eficiencia de conjugacion.

La eficiencia de conjugacion entre 1gG y particulas paramagnéticas fue similar a pH 11 y 10,
indicando que a estos pH los enlaces entre IgG y grupos funcionales de las particulas no cambian, y
tampoco la funcionalidad de los anticuerpos unidos.

La union especifica de las IgG a particulas paramagnéticas se confirmo por ELISA, detectando
a las IgG conjugadas mediante un anticuerpo o -lgG acoplado a la enzima peroxidasa (figura 13).
Ademas, se determind que la etanolamina (agente de blogueo propuesto por la casa comercial
BIOCLONE) y leche descremada (agente de bloqueo adicional propuesto por nosotros), permitieron
evitar interacciones inespecificas entre los componentes de la particula (nicleo magnético o cristales de
didxido) y otras sustancias.

La union covalente entre IgG y la particula paramagnética (BIOCLONE), fue confirmada al
someter al conjugado (particula/lgG) a condiciones desnaturalizantes (temperatura de ebullicion y
agentes reductores: 3-mercaptoetanol y/o DTT), ya que bajo estas condiciones no hubo liberacion de
las 1gG. Sin embargo, existe una poblacion de IgG que podria interactuar con las particulas mediante
enlaces mas débiles (idnicas, Van der Waals e hidrofébicas). Para eliminar estas interacciones es
importante lavar los conjugados con un tampon con una baja fuerza iénica y luego a mayor fuerza
ionica.

La afinidad de las IgG conjugadas a las particulas por los antigenos fue evaluada mediante un
ELISA- Sandwich. Obteniéndose, que todas las IgG conjugadas reconocen al respetivo antigeno aun
después del proceso alcalino de conjugacion (pH 11). Ademas, los conjugados (particula/lgG) no
interacttan de forma inespecifica con otras moléculas, lo que verifica la especificidad de la interaccién
antigeno-anticuerpo (figuras 16-19). Un resultado importante, fue el obtenido con particulas
conjugadas a 19G/a-Pgr24, ya que una vez capturado el antigeno (Pgr24), el complejo
particula/lgG/antigeno fue capaz de reconocer anticuerpos a -Pgr24 en el suero de un paciente
chagasico cronico (figura 18). El anticuerpo o -Pgr24 ha sido reconocido como anticuerpo litico,
indicador de infeccion activa con T. cruzi (Krautz, Kissinger y Krettli, 2000). Por tanto, este tipo de
conjugado (particula/a-Pgr24) podria ser utilizado como sistema de diagndéstico serologico. El antigeno
Pgr24, también llamada proteina flagelar de union a calcio (FCaBP: por sus siglas en inglés) esta
localizada principalmente en el flagelo del parasito, sin embargo también se encuentra en el glicososma
de amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi, siendo esta organela considerada un
reservorio de antigenos de este parasito (Quifiones 1996).

Habiendo demostrado que las 1gG conjugadas a particulas capturaban antigenos recombinante
en condiciones relativamente ideales (con antigenos purificados y tampon de incubacion formulado), se
evalud la capacidad de las 1gG conjugadas a particulas de capturar a los antigenos naturales en medios
de cultivo y sueros.
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Recientemente la proteina PPDK de T. cruzi, enzima responsable de catalizar la fosforilacion
reversible de piruvato y Pi utilizando fosfatos B y y de la moléecula de ATP para generar AMP, PPi y
PEP, fue localizada en la matriz y la membrana del glicosoma; en este estudio se reportaron dos
formas, una en la matriz y otra en la membrana del glicosoma con pesos moleculares de 100 y 75 kDa,
respectivamente (Gonzalez-Marcano y col, 2014). La PPDK fue solubilizada a partir epimastigotes con
una solucion que contenia detergentes. En la figura 21 se observa, que las particulas conjugadas a
IgG/a-PPDK no capturan a la PPDK de 75 y 100 kDa del homogenato, pues lo que se observa es
PPDK degradada. Resultados similares de degradacion de la PPDK natural han sido reportada en
homogenatos de T. cruzi (Gonzales-Marcano, 2012). Esta estrategia para la deteccion de antigenos a
partir de homogenatos de parasito, requiere de un cocktail de inhibidores de proteasas y distractores al
momento de la ruptura de las células, para asi evitar la degradacion de los antigenos y de las IgG
conjugadas a las particulas al momento de ser incubadas con los extractos. Convirtiendose en un
procedimiento engorroso.

Recientemente fue publicado que la proteina PPDK de T. cruzi tenia una nueva localizacion, en
vesiculas extracelulares (ectosomas/exosomas) liberadas por epimastigotes de T. cruzi (Bayer-Santos et
al., 2013). En este trabajo, se hicieron experimentos de captura de la PPDK secretada/excretada
empleando particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK e incubandolas con el sobrenadante de un medio de
cultivo de secrecion (RPMI-1640) de epimastigotes, suero de animales experimentales infectados y
pacientes chagasicos. Las IgG conjugadas capturaron PPDK vy otras proteinas del medio, que podrian
ser parte de un complejo proteico o de vesiculas extracelulares. También este conjugado capturé una
gran variedad de proteinas a partir de sueros (raton en fase aguda y suero de pacientes chagasicos en
fase aguda y crénica). Al revelar los Western blot con los productos de captura de la PPDK conjugada;
con anticuerpos a-PPDK, a-Pgr24 y el suero de un paciente chagasico cronico, se observaron fuertes
sefiales positivas, indicando que este conjugado (particula/a-PPDK) fue capaz de pescar varias
proteinas de T. cruzi en medio extracelular. Sin embargo, hasta ese momento ain no sabiamos si este
resultado era el producto de la captura de vesiculas extracelulares como reportaron (Bayer-Santos et al.,
2013) o si eran complejos proteicos. Para esto, se realizd una microscopia electrénica de transmision
del producto de elusion de particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK incubadas con el suero de un raton
agudo. El resultado fue, que efectivamente se trataba de vesiculas extracelulares liberadas por la forma
tripomastigote sanguinea, las cuales poseian un diametro de =~ 200 nm (rango reportado para
ectosomas) (figura 33). Este es el primer reporte de la presencia de PPDK en vesiculas extracelulares a
partir de la forma tripomastigote sanguinea, ademas de ser la primera evidencia de que PPDK se
encuentra localizada en la cara externa de la membrana vesicular. Un resultado importante de
mencionar en la figura 33, es que ademéas de cuerpos vesiculares, también se observa cuerpos
electrondensos, estos corresponden a cristales de dioxido de silice, los cuales son desprendidos de las
particulas debido a la sonicacion, por lo que no se recomienda (para trabajos posteriores) el uso de
sonicacion para eliminar la remanencia magnética y separar las particulas.

Con esta nueva estrategia de deteccion indirecta del parasito, que posibilita asociar mas de una
proteina especifica de T. cruzi, indiscutiblemente se puede estandarizar un método de diagndstico
indirecto, utilizando perfiles proteicos de vesiculas extracelulares, esto posibilitaria detectar en qué fase
de la enfermedad se encuentra un paciente o si ha tenido cura parasitoldgica, o hacer un kit de
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aglutinacion, ya que las particulas conjugadas a 1gG y vesiculas capturadas se aglutinan (figura 24).
Esta aglutinacion se debe a multiples sitios de reconocimiento del antigeno en vesiculas por las IgG
conjugadas a particulas, formando una red y por tanto perdiendo la solubilidad.

Ademas de capturar vesiculas extracelulares utilizando particulas conjugadas a IgG, también se
lograron capturar epimastigotes completos con particulas conjugadas a 1gG (a-ENO, a-Pgr24, a-PPDK
y a-FM de T. cruzi), a partir de medio de cultivo. En las figuras 25-28 se puede observar, que la
mayoria de los conjugados (particula/lgG) se unen principalmente a la bolsa flagelar del parasito; sin
embargo, particulas conjugadas a 1gG/a-ENO vy particulas conjugadas a 1gG/a-FM de T. cruzi no solo
se unen a la bolsa flagelar sino también a otras regiones de la membrana plasmatica del epimastigote
(figuras 25 y 28). Estos resultados eran de esperar, debido a que la proteina enolasa de T. cruzi ha sido
reportada en puntos discretos en la membrana plasmatica de epimastigotes, incluyendo la regién apical
del parasito (Domingo-Sananes, 2004). La enolasa es una enzima ubicada principalmente en el citosol,
no obstante ha sido localizada en la membrana plasmatica de muchos organismos patdgenos como un
factor de virulencia (receptor de plasmindgeno) y en vesiculas extracelulares (Avilan y col., 2011), sin
embargo, no se conoce la ruta por la cual la enolasa tiene como destino la membrana plasmaética o
vesiculas extracelulares, ya que esta enzima no tiene secuencias sefiales conocidas para estas
ubicaciones. Tampoco es conocido si la enolasa encontrada en las vesiculas extracelulares estd ubicada
principalmente en exosomas o ectosomas, lo que si podemos concluir con nuestros resultados es que
hay enolasa mirando hacia la cara externa de las vesiculas que se excretan por la bolsa flagelar, y en la
membrana plasmatica. Es de hacer notar que la mayor concentracion de marcaje con las particulas
conjugadas a IgG/a-ENO estuvo en la bolsa flagelar (figura 25), zona de mayor actividad de
intercambio entre el medio extracelular e intracelular (endocitosis y exocitosis) y ademas es la zona de
liberacion de cuerpos multivesiculares (exosomas) (Field y Carrington, 2009).

A diferencia del conjugado (particulas/a-ENO), particulas conjugadas a 1gG/a-PPDK y Pgr24
fueron localizados principalmente en la bolsa flagelar y en el flagelo. Estas proteinas han sido
reportadas en vesiculas extracelulares (protedmica) (Bayer-Santos et al., 2013), por lo que no es de
extrafiar que todos los tipos de conjugados (particulas/a-Pgr24 y o-PPDK) se unieran a esta zona. Es
mas, en trabajos anteriores, la proteina Pgr24, ya habia sido reportada no s6lo en ectosomas de T. cruzi
(Bayer-Santos et al., 2013), sino también en exosomas liberados de la bolsa flagelar y en la membrana
plasmatica de epimastigotes (Ouaissi y col., 1992).

Los cumulos de sefiales observadas en la bolsa flagelar de los epimastigotes con los conjugados
(particulas/lgG) no deben ser el producto de un efecto hidrodinamico de los antigenos (PPDK, Pgr24 y
Enolasa) en la membrana (Engstler y col., 2007), es decir que estos antigenos tengan una migracion
hacia esta zona como producto de una fluidez de la membrana o por balsas lipidicas, ya que la densidad
de las particulas (2.5 g . ml™) es muy elevada, como para ser empujadas desde cualquier punto de la
membrana plasmatica hacia la bosa flagelar. Por tanto las sefiales localizadas en la bolsa flagelar deben
ser el producto de la salida de cuerpos multivesiculares (exosomas) done estan localizadas estas
proteinas. Ademas, esta afirmacion es corroborada por la captura de vesiculas con los conjugados
(particulas/lIgG) en cultivos (libres de parasitos) y sueros.
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La observacion de conjugados (particula/a-PPDK) unidas a la bolsa flagelar fue corroborada
por microscopia electronica de barrido y trasmision (figura 31 y 32), donde también se visualizan
conjugados que se unen a gemaciones (vesiculas) que emergen de la membrana flagelar de los
epimastigotes e incluso los conjugados (particula/a-PPDK) parecen estar unidos en dos puntos
diferentes, membrana flagelar-conjugado-bolsa flagelar. No obstante, es dificil concluir que se trate de
exosomas y/o ectosomas, ya que las vesiculas unidas a los conjugados podrian fusionarse a la
membrana si la tensién superficial es baja.

Al igual que los epimastigotes, se intentd capturar la forma tripomastigote sanguinea pero con
particulas conjugadas a 1gG (a-ENO, a-FM de T. cruzi y las IgG de una paciente chagasico crénico),
los resultados obtenidos fueron muy pobres, siendo necesario la incubacion de los tripomastigotes con
las particulas a temperaturas muy bajas y por mas tiempo para finalmente obtener solo unos pocos
tripomastigotes unidos a particulas (figura 29). Es probable que el bajo rendimiento de captura de
tripomastigotes se debiera a la gran movilidad de los tripomastigotes y donde este efecto es mas fuerte
que la afinidad del anticuerpo conjugado por el antigeno y ademas por la alta densidad de la particula,
impidiendo el acercamiento a la membrana plasmatica del parasito.

A pesar de que todos los conjugados fueron capaces de reconocer los antigenos recombinantes y
naturales, la sensibilidad podria haber aumentado siempre que los anticuerpos hubiesen sido
purificados a homogeneidad, sin embargo con el tipo de particulas que se trabajo es dificil incrementar
significativamente la sensibilidad, debido a que no se pude orientar de forma correcta la porcion Fc del
anticuerpo con los grupos epoxi de la particulas. Unas particulas magnéticas que pueden incrementar la
sensibilidad son aquellas que tengan enlazadas a la proteina A y/o G, las cuales unen a los anticuerpos
por la porcién Fc y de esa forma garantizar que todos los anticuerpos unidos, tienen la porciéon Fab
libre para reconocer a los antigenos (https://www.lifetechnologies.com/ve/en/home.html).

La estabilidad de IgG unidas a particulas fue probada realizando inmunoensayos tipo ELISA
con particulas conjugadas a 1gG/a-Pgr24, estas demostraron ser estables y reconocer al el antigeno
durante un periodo de 5 meses (figura 34), incluso sin ser almacenados en tampon especial para
almacenamiento (diluyente de conjugado kit Cruzielisa), sino simplemente en un tampon fosfato salino
y azida de sodio. Esto quiere decir, que este tipo de complejos (particula/anticuerpo) pueden ser
utilizados para la estandarizacion de un kit para el diagnostico de la enfermedad de Chagas.
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VIl. CONCLUSIONES

La estrategia de conjugacion permitié obtener particulas unidas a 1gG con la eficiencia reportada por la
casa comercial BIOCLONE Inc.

La union particula/anticuerpo ocurre principalmente por la formacion de un enlace covalente. Sin
embargo, existe la posibilidad de que se formen otros tipos de enlace mas débiles con otras regiones de
la particula desprovistas de grupos epoxi o de cristales de SiO..

Al menos una parte de la poblacién de 1gG conjugadas a particulas, tienen la Fab disponible para el
acceso e interaccion con los antigenos.

Las interacciones inespecificas con las particulas o con algunos de los componentes adheridos a ellas,
son relativamente bajas. Sin embargo se sugiere la utilizacion de un agente de bloqueo adicional como
la caseina.

Los conjugados particulas/IgG capturaron antigenos recombinantes y naturales de forma especifica.

El empleo de complejos particula/anticuerpo para la captura de antigenos naturales en muestras de
lisados de parasitos, podria no resultar efectiva debido a la gran cantidad de proteasas que podrian
degradar el anticuerpo.

Complejos particula/a-PPDK lograron capturar vesiculas de secrecion/excrecion de T. cruzi a partir de
sueros, esto representa una evidencia méas contundente de la presencia del parasito en el hospedador,
que la deteccion de anticuerpos a-T. cruzi, con lo que se podria mejorar los sistemas de diagnostico
actualmente utilizados.

Los conjugados particula/anticuerpo (a-ENO, o -Pgr24, o -PPDK y a -FM) se unieron a la forma
epimastigote del parasito principalmente en la bolsa flagelar. Sin embargo conjugados particula/a-ENO
también se unen en a otros sitios de la membrana plasmatica. Este resultado concuerda con la
localizacion reportada de la enolasa.

La union de conjugados a tripomastigotes sanguineos fue ineficiente debido a la gran movilidad del
parasito. Esto sugiere, que para la deteccion del parésito en fase aguda, es mejor otra via como la
captura de vesiculas de secrecion/excrecion.

Las particulas sensibilizadas con 1gG a-Pgr24 fueron sensibles a los antigenos recombinantes, incluso
después de 5 meses de almacenados a 4°C, pudiendo utilizarse este sistema para la estandarizacion de
un kit de diagnostico para todas la fases de la enfermedad.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Probar otras particulas comercialmente disponibles, que logren conjugar a la 1gG por la region
Fc, por ejemplo particulas con proteina A/G.

Evaluar tampones de conjugacion alternativos al tampén fosfato salino 20 mM pH 11, variando pH y
fuerza ionica, y evitar la precipitacion de los anticuerpos durante la conjugacion.

Estandarizar, por medio de titulacion, la concentracion de I1gG requerida para la conjugacion
anticuerpo/particula y evitar problemas como impedimento estérico o uniones inespecificas al
momento de utilizar los complejos.

Emplear anticuerpos purificados o0 monoclonales en el disefio de los conjugados anticuerpo/particula,
para asi mejorar la especificidad del sistema y evitar la union de otras moléculas.

Utilizar alternativas como agitacion con el vortex, para eliminar la remanencia magnética de las
particulas después de someterlas a un campo magnetico, ya que la sonicacion promueve el
desprendimiento de cristales de SiO,y por consiguiente la pérdida de anticuerpos.

Realizar un estudio del perfil proteico de vesiculas capturadas con complejos particula/a-PPDK 0 a-
Pgr24, durante la fase aguda y cronica de la enfermedad en animales experimentales y pacientes. Con
la intension de evaluar si existen diferencias del patron de proteinas liberadas durante el desarrollo de la
enfermedad, y si este puede ser utilizado como herramienta para la estandarizacion de un sistema que
permita discernir entre una fase y otra.

Evaluar el comportamiento de conjugados particula/anticuerpo, en la captura de exoantigenos en
muestras de orina de animales o pacientes infectados con T. cruzi.
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