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Proteasa de Trypanosoma cruzi.
Utilidad en el diagnostico inmunoenzimatico de la
enfermedad de Chagas

Dr. Esteban Alberti Amador,* Lic. Alberto Fachado Carvajales,** Lic. Ana M. Montalvo,***
Lic. Lisset Fonseca Geigel,**** Dr. Luis Fonte Galindo*****

RESUMEN. Se normalizé un sistema inmunoenzima-
tico en fase sélida para la detecciéon de anticuerpos en
suero de pacientes chagasicos cronicos, utilizando como
antigeno una proteasa de Trypanosoma cruzi (GP 57/51
KDa). Para el cilculo de sensibilidad, especificidad y va-
lores predictivos del procedimiento, se tomaron como re-
ferencias los resultados obtenidos por serologia conven-
cional (IFI, HAI) y lisis mediada por complemento para
Ia deteccion de anticuerpos antitrypanosoma cruzi en
suero. Excepto una, las muestras positivas por estas téc-
nicas también lo resultaren por nuestro método. Estos
resultados demuestran que GP 57/51 podria ser utilizado
en el diagnéstico de la enfermedad chagdsica crénica.

Palabras clave: Tripanosoma cruzi, cisteino-proteina-
sa, xenodiagnostico, lisis mediada por complemento.

Aproximadamente 90 millones de personas en América
Latina, /4 de la poblacidn total de nuestra regidn, estd en
riesgo de infectarse con Trypanosoma cruzi (T. cruzi),"* agen-
te causal de Ia enfermedad de Chagas. De éstos, un estimado
de 16 millones estidn actualmente infectados y en riesgo de
convertirse en pacientes crénicos de esta parasitosis.?

Dos son las vias por las que se transmite esta enfermedad:
mediante vectores (triatomas) y por transfusiones de sangre
infectada.** El incremento de la poblacién urbana ha provo-
cado que la transmisidn de la infeccién a consecuencia de la
hemoterapia sea un hecho cada vez mds frecuente en hospita-
les y bancos de sangre de Centro y Sud-América.** Para en-
trentar este problema, la prueba diagndstica mds comiinmen-
te utilizada es la hemaglutinacidn,® procedimiento que tiene
tres limitaciones: la amplia diferencia de resultados entre la-
boratorios debido a que los reactivos por lo general son prepa-
rados en cada uno de ellos, talsos positivos consecuentes de la
utilizacién del pardsito completo como antigeno (lo que ha
llevado a descartar un nimero tmportante de donaciones san-
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SUMMARY. An immunoenzymatic system on solid
phase for antibody detection in chronic Chagasic pa-
tients, was normalized. The major protein from Trypa-
nosoma cruzi GP 57/61 kDa was used as antigen and op-
timal values for the related variables were stablished.
The sensitivity, specificity and predictive values of the
procedure were calculated taking into account the resul-
ts obtained from conventional serologic (IFI, IHA) and
complement-mediated lysis test, for antibody detection
to 7. cruzi in serum. Except one, the positives samples by
those techniques, were positives also by our method.
These results demonstrates that FP 57/51 may be useful
for the diagnosis of the chronic forms of Chagas’disease.

Key words: Trypanosoma cruzi, cisteine proteinase,
xenodiagnostic, complement-mediated lysis test, ELISA.

guineas) y una sensibilidad no siempre adecuada, lo que con-
duce a la transmision de la enfermedad.® Existe, por lo tanto,
necesidad de definir moléculas antigénicas de T. cruzi que
pudieran ser mejores reactivos para la deteccién de 1a infec-
cion por este protozoo. En este sentido, se han obtenido nu-
merosos antigenos procedentes de este pardsito por medio de
ingenieria genética;” sin embargo, pese a las modificaciones
técnicas introducidas, éstos siguen siendo muy caros para uso
masivo. Recientemente, fue descrita una cistefno-proteinasa
de 7. cruzi (GP 57/51 KDa), la cual participa en los procesos
de destruccién de tejidos, asociados a fenémenos autoinmu-
nes.*? Evidencias de que epimastigotes y trypomastigotes de
T. cruzi liberan proteasas durante la metaciclogénesis,” y que
€stas a su vez son reconocidas por anticuerpos protectores que
circulan durante la infeccién chagdsica crénica, nos han he-
cho suponer que la utilizacion de esta molécula en un ensayo
inmunoenzimdtico ayudarfa a la deteccién de anticuerpos
contra 7. cruzi de manera muy especifica y a relativo bajo
costo. Este es el objetivo fundamental del presente trabajo.

Material y métodos

Sueros humanos. Se procesaron un total de 145 muestras
de suero, 100 fueron obtenidas de individuos no chagdsicos
provenientes de un drea endémica de Chile y utilizados
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como grupo control negativo de anticuerpos a T. cruzi, por
tanto, fueron la base para el establecimiento del criterio de
positividad del ensayo; {as muestras restantes, 45, corres-
pondieron a un grupo de sueros de pacientes considerados
como chagdsicos cronicos, que ademds de las manifestacio-
nes clinicas propias de esta parasitosis presentaban serologia
convencional (SC) positiva o lisis mediada por complemen-
to (LMC) positivas, o ambas.

El suero control negativo se obtuvo a partir de una mez-
cla de sueros de donantes de sangre, que resultaron no reac-
tivos por las técnicas de hemaglutinacién indirecta (HAI), e
inmunofluorescencia indirecta (IFI) < 1/40.

El suero control positivo fue elaborado con diferentes
sueros reactivos a T. cruzi, sus titulos de anticuerpos varia-
ron de /80 a 1/1024, medidos por la técnica de HAL

Con la finalidad de evaluar la reactividad cruzada con la gli-
coproteina estudiada, fueron estudiadas muestras séricas de indi-
viduos que padecian otras afecciones parasitarias: leishmania-
sis,® malaria,'"* toxoplasmosis,' toxocariasis,” y cisticercosis.”

Inmunofluorescencia indirecta. Epimastigotes de la cepa
Y de T. cruzi provenientes de cultivo, fueron lavados y fija-
dos con formalina segtfin Camargo (1966)."" Un conjugado
anti IgG humana marcada con fluoresceina (Instituto Pas-
teur, Paris, Francia) fue utilizado en el ensayo. Todas las
preparaciones se examinaron con un microscopio de luz ul-
travioleta (Leitz, Heerbrugg, Switzerland). Las muestras
con titulos > 1/20 fueron consideradas positivas.

Hemaglutinacion indirecta. Eritrocitos humanos o negativos
preservados con aldehido, " fueron sensibilizados con un extrac-
to antigénico de T. cruzi. Todas las muestras se analizaron por
duplicado v los titulos > 1/40 se consideraron como paositivos.

Lisis mediada por complemento. El ensayo de (LMC) fue
realizado seguin la metodologia descrita por Gazzinelli et al,
(1993)." Brevemente, trypomastigotes obtenidos de cultivos
de células Vero (RFMI 1640 + suero fetal de ternera [SFT]
5%} fueron concentrados por centrifugacioén a 400 g por 10
minutos y suspendido a una concentracion de 107 pardsitos
por mL con medio TC-199 supiementado con (SFT) 5%.
Cincuenta micrelitros de la suspension fueron incubados
con anticuerpos durante | h a 37" C seguido de un lavado a
1,300 g durante |0 minutos a 4* C, a continuacién se realizo
una nueva incubacién a 37" C por | h, pero esta vez con
complemento diluido 1/10. Los tubos controles incluyeron
pardsitos incubados con anticuerpos + complemento inacti-
vado a 56 C durante 30 minutos y pardsitos incubados con
anticuerpos preinmune y complemento,

El conteo de parasitos se realizé por duplicado en un he-
mocitémetro y el por ciento de lisis fue determinado como
sigue: por ciento de lisis = 100 - (100 x el ntimero de trypo-
mastigotes méviles en suerc humano normal/nimero de
trypomastigotes mdviles en suero humano inactivados).
Fueron considerados positivos los ensayos que mostraron un
por ciento de lisis superior a 20%.

Preparacion del extracto crudo de epimastigote. El ex-
tracto crudo antigénico fue preparado a partir de epimastigo-
tes de la cepa Y de T. cruzi cultivados en medio liquido de
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tryptosa infusién de higado (LIT),' suplementado con 10%
de suero fetal bovino y 100 U/mL de penicilina G, posterior-
mente se realizé el conteo parasitario en cdmara de Neubawer,
obteniéndose una concentracidn de 20 x 10° pardsitos por mL.
A continuacion los epimastigotes fueron lavados 3 veces por
centrifugacidn en tampon fostato-salino (PBS) 0.1 M pH 7.2.
El volumen total de la suspension, 20 mL, fue colocado en un
sonicador {Soniprep 150} y sometido a 3 ciclos de un minuto
con intensidad de 18 Khrz e intervalos de reposo de 30 segun-
dos. El producto final se centrifugé a 12,000 g durante una
hora a 4° C, el precipitado fue desechado y el contenido pro-
teico del sobrenadante fue estimado mediante el método de
Lowry." Se prepararon alicuotas de | mL que fueron conser-
vadas a -2(" C hasta su uso.

Purificacion de GP 57/51. La GP 57/51 KDa fue purifi-
cada a partir de un extracto crudo de epimastigote de T.
cruzi empleando la cromatografia liquida de alta resolucion
(FPLC), Pharmacia, LKBY con algunas modificaciones.
Brevemente, para el fraccionamiento se utilizé una columna
de filtracién en gel Superdex - 200. Las alicuotas recolecta-
das durante la cromatografia fueron utilizadas en los estu-
dios de actividad enzimdtica sobre el sustrato sintético ben-
ziloxicarbonil-arginil-arginina 2-(4-metoxi) naftilamida (Z-
Arg-Arg-Mna). (Bachem, Switzerland). La pureza de la
fraccion con actividad enzimadtica fue determinada por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida (SDS-Page)'® al 12.5%,
en condiciones reductoras. Las bandas fueron visualizadas
tifiendo uno de los geles con azul de Coomassie R 250.

Actividad enzimdtica. Se siguiéd la metodologia descrita
por Barret,"” con las siguientes modificaciones. Una solu-
¢ién de incubacidén de (0.5 mL, conteniendo amortiguador
glicina-HC! 100 mM pH 9.5 + EDTA 2 mM + L-cisteina 2
mM + substrato | mM como concentracidn final durante 10
minutos a 37" C,

La reaccion fue detenida con 300 pl. de solucion detene-
dora (fast garnet 2.25% + NaNO, 0.2 mM + EDTA 2 Na 25
mM + P-cioromercuribenzoato 50 mM + T-20 1% pH 6).
La lectura se realizd en un espectrofotémetro a 520 nm.

Inmunoensayo enzimdrico (ELISA). Consistié en un méto-
do indirecto que utilizé como tase solida placas de poliestire-
no de fondo plano (Polysorp, Nunc), que fueron recubiertas
durante 16 horas a 4° C con 100 uL por pocillo de diferentes
concentraciones de la enzima (0.5 - 8§ pg) preparado en solu-
cion (.1 M de carbonato de sodio pH 9.6. Los espacios libres
fueron bloqueados con seroalbiimina bovina (BSA), al 1%
durante [ hora a 37° C. Finalizada [a incubacidn, se afiadieron
100 ul. por pocillo de las muestras de sueros previamente di-
luidas 1/50, 17100, 1/200, 1/400, e incubadas durante una
hora a 37° C. Posteriormente, las placas fueron lavadas cuatro
veces con 0.015 M de PBS mads 0.05% de Tween 20 (PBS -
T). A continuacion se afiadieron 100 pL por pocillo de la so-
lucidn de IgG de conejo conjugada con peroxidasa anti-IgG
humana previamente diluida en PBS - T mds BSA al 1%, (1/
1004, 1/2000, 1/4000, 1/6000, 1/8000) incubdndose una hora
a 37° C. Las placas fueron lavadas cuatro veces con PBS - Ty
finalmente se aftadieron 150 L del sustrato (10 xL H,0, al
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30% p/v + 25 mL. del tampdn 0.1 M de citrato de sodio pH 5
+ 10 mg O - fenilenediamina clorhidrato), el cual se incubé
durante 30 minutos en condiciones de oscuridad. La reaccion
enzimdtica fue detenida mediante la adicion de 50 pL por po-
cillo de dcido sulftrico al 12.5%. La lectura fue realizada en
un espectrofotémetro para placas de ELISA (Titertek Multis-
kan Plus). Las muestras séricas de 100 individuos utilizadas
como grupo control negativo fueron estudiados por duplica-
do. Al valor de densidad optica media de las dos determina-
ciones le fue restado la media de los blancos utilizados en
cada ensayo. El valor de corte fue determinado seglin la for-
mula; DO + 3 DS, Para el cdlculo de la sensibilidad, especifi-
cidad y valores predictivos de nuestro ELISA, se tomé como
referencia la SC y LMC, previamente utilizados en la clasifi-
cacién de las muestras, para ello se confecciond la tabla de
contingencia de doble entrada correspondiente.

Resultados

La figura | muestra el perfil cromatogrifico obtenido por
filtracion en Superdex - 200 del extracto crudo de epimasti-
gotes. Se obtuvieron seis picos (P1 a P6) y solo la fraccion
correspondiente al P2 mostrd actividad enzimatica. Cuando
la fraccion con actividad (P2), fue corrida en SDS-Page y
luego de coloreado el gel, observamos una sola banda en los
limites de peso molecular de 57/51 KDa (Figura 2).

Las condiciones de reaccion y las concentraciones, se eva-
luaron mediante titulacion cruzada de los reactivos emplea-
dos en el sistema, selecctondndose finalmente aquellos que
ofrecieran una mejor relacion entre controles positivos, y ne-
gativos (P/N < 1(}), y mayor seguridad en los resultados. Se-
leccionamos 4 p g como concentracion gptima de la enzima
para el recubrimiento porque éste es un valor intermedio en la
meseta de la curva de titulacion, donde se evitan errores en
los resultados a consecuencia de imprecisiones de dilucidn,

Cromatografia. Gel Filtracidn de un extracto crudo en Superdex - 200.
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Figura 1. Muestra el perfil de elucién, del Mraccionamiento en Superdex -
200 de un extracto de T. cruzi. La muestra (1 mL) fue aplicada con Tris -
HCL 100 mM pH 8.2 a un flujo de corrida de 0.8 mL/min. Las fracciones
16 v 18 con actividad proteolitica eluydé a un volumen de 48 a 54 mL.
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Figura 2. SDS- Page
{12.5% en condiciones
reductoras).  Extracto
crudo de epimastigotes
de T. cruzi {linca a).
Muestra de proteina uti-
lizada como control (li-
nea b). Patrones de pesos
moleculares en KDa (1i-
nea c). Fraccién purifica-
da GP 57/51 KDa (linea
d, e). Azul de Coomasie
R 250 fue utilizado para
teidir el gel.

e il

Cuadro 1, Sensibilidad, especificidad y valores predictivos

Serologia Convencional  LisisM. Complemento

+ - total
+ 44 0 44
ELISA
- 1 100 101
Total 45 100 145

Sensibilidad = 97.7% V. Predictivo (+) =100%
Especificidad = 100% V. Predictivo (-) =99%

Siguiendo el mismo andlisis, se selecciond la dilucion del
suero [/100 y del eonjugado 1/4000, porque éstas ofrecieron
una mayor discriminacion entre controles positivos y negati-
vos, ademds de resultar mucho mds econémicas. Fueron con-
sideradas positivas las muestras cuya densidad dptica excedid
el valor de 0.173 + 3 (0.095) de las 100 muestras del grnupo
control negativo, con este valor de corte todos los valores de
densidad dGptica de las muestras de los individuos normales
resultaron negativas y todos los valores de muestras de los
pacientes con trypanosomiasis resultaron positivas, excepto
un caso que presentd valores por debajo del corte.

El cuadro | muestra los resultados de sensibilidad
{97.7%) y especificidad (100%) del ELISA, tomando como
referencia la SC y LMC. En correspondencia con ello, los
valores predictivos para sueros positivos y negativos fueron
de 100% y 99% respectivamente.

La especificidad del test de ELISA con la GP 57/51 fue
evaluada con sueros de pacientes con otras infecciones pa-
rasitarias (Figura 3). Solamente dos sueros de pacientes con
leishmaniasis mostraron reacciones cruzadas con este anti-
geno; ningln suero de los pacientes infectados con otro pro-
tozoo © heiminto resulté positivo.

Discusién
La importancia de hacer una adecuada seleccién de las dife-

rentes variables que intervienen en la buena realizacion de
cualquier ensayo inmunoenzimdtico estd bien establecida.'® En
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Figura 3. Reacciones cruzadas.

nuestro trabajo, al valorar la concentracion optima de la enzi-
ma para el recubrimiento de la placa, encontramos que ésta se
logra 4 pg/mL, concentracidén mds baja que la que informaron
Gazzinelli et al (1993)"* empleando, como en nuestro estudio,
placas de poliestireno y un proceder similar al nuestro en la ob-
tencién del enzima. No tenemos explicacién absoluta para esto,
pero pensamos que en ello pudo influir la calidad del material
antigénico purificado por esos autores, el cual fue previamente
tratado con inhibidores de proteasas y ello pudo provocar una
disminucion en la actividad del enzima. El valor de corte esco-
gido en nuestro ensayo fue de 0.458, (DO + 3 DS) del grupo
control negativo, pues con éste, todos los sueros negativos con-
firmados por los métodos de referencia, fueron negativos y sélo
un caso de los sueros positivos confirmado por SC y LMC fue
negativo por el método que se compara. Quizds esto se debid a
que, tratando de ganar en especificidad, se obtuvo un resultado
falso negativo. Evidencias acumuladas después de un largo se-
guimiento de pacientes con trypanosomiasis indican qué anti-
cuerpos detectados por SC pueden existir en total ausencia de
infeccion activa."* De cualquier modo, nuestro método tiene en
relacién con un grupo control negativo, constituido por sueros
de un drea endémica sin antecedentes de trypanosomiasis, indi-
ces de sensibilidad y especificidad de 97.7% y 100% respecti-
vamente.

La reactividad cruzada de GP 57/51 con un niimero pe-
queiio de sueros de individuos con leishmaniasis no fue sor-
prendente, pues T. cruzi y Leishmania sp poseen epitopes
semejantes, Glicoproteinas que contienen galactosil (Gal)
terminal'? y proteinas derivadas del citoesqueleto, como la
tubulina son semejantes en muchos trypanosomatides.

En el caso especifico de la LMC, este método ha sido
empleado durante muchos afios'*?" para el monitoreo de pa-
cientes bajo tratamiento y es utilizado como criterio de cu-
racién, va que detecta anticuerpos que estdn dirigidos contra
antigenos presentes en la superficie del trypomastigote, pero
el mismo tiene el inconveniente de que para su normaliza-
cién necesita de la manipulacién de parasitos vivos infec-
tantes y de una fuente de complemento no disponibles por
todos los laboratorios. "
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En consecuencia a lo anteriormente expuesto, pensamos
que la deteccién por ELISA de anticuerpos a GP 57/51 pu-
diera ser una variante mds sencilla y especifica para la de-
teccién de respuesta humoral a T. cruzi, teniendo en cuenta,
ademds, la alta sensibilidad, fécil ejecucién y obtencién ra-
pida de los resultados que nos brindan los sistemas inmu-
noenzimdticos.
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