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:: RESUMEN

La enfermedad de Chagas es reconocida como la
principal endemia de América Latina. Aunque el para-
sito, Trypanosoma cruzi, fue descubierto en 1909, la
importancia de la enfermedad y su dimension como
problema social fue comprobada recién a mediados
del siglo XX, momento a partir del cual comenzé una
serie de acciones destinadas a combatirla. Para
lograr este objetivo, es fundamental el diagnéstico de
la enfermedad y el presente trabajo avanza en ese
sentido a través del desarrollo de un reactivo de inmu-
noaglutinacién. Con este propésito, se sintetizaron pri-
mero particulas de latex con funcionalidades carboxi-
loy acetal, que sirvieron de soporte para ligar diferen-
tes proteinas antigénicas del T. cruzi (homogenato del
parasito y proteinas recombinantes simples y quimé-
ricas), produciendo complejos latex-proteina capa-
ces de actuar como reactivos de inmunoaglutinacion
para detectar la enfermedad de Chagas. Se buscaron
luego las condiciones “Optimas” de reaccién, y se eva-
lué y compard el rendimiento de las distintas protei-
nas frente a un panel de sueros. La reaccion antige-
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no-anticuerpo se detecté midiendo los incrementos
en la absorbancia 6ptica respecto de un blanco (com-
plejo latex-proteina sin el agregado de suero). Las pro-
teinas recombinantes dieron lugar a mejores resulta-
dos que el homogenato, especialmente cuando se
empleo6 una proteina quimérica. El trabajo realizado
permitié desarrollar un “kit de inmunoaglutinacion”
para detectar en forma sencilla, precoz, e in situ, la
enfermedad de Chagas.

::ABSTRACT

Chagas disease is recognized as the leading Latin
American endemic illness. Although the parasite,
Trypanosoma cruzi, was discovered in 1909, the
importance of the disease and its dimension as a
social problem was not proved until the mid-twentieth
century, when a series of actions began to combat the
Chagas. To this effect, it is essential to diagnose the
disease and the present work pretends to advance in
such sense, through the development of an
immunoagglutination test. Latex particles with car-
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boxyl and acetal functionalities were synthesized, and
employed as a support of different antigenic proteins
of T. cruzi (homogenate of the parasite, and single and
chimeric recombinant proteins), for producing latex-
protein complexes able to be used as immunoaggluti-
nation reagents for detecting Chagas disease.
Optimal reaction conditions were sought and the per-
formance of various proteins was evaluated against a
panel of sera. The antigen-antibody reaction was
detected by measuring the optical absorbance incre-
ments with respect to a blank (a latex-protein complex
without serum). Recombinant proteins allowed out-
perform the homogenate, especially when chimeric
proteins were employed. The present work allowed
the development of an "immunoagglutination kit" to
easily, early, and in situ detect Chagas disease.

: INTRODUCCION

Actualmente, en larama de la salud, se experimentan
cambios profundos en busca de nuevos reactivos que
permitan el diagnostico “al pie del paciente” y la
implantacién de terapéuticas en corto tiempo, asi
como el seguimiento clinico y epidemiolégico de las
enfermedades.

La enfermedad de Chagas, también conocida como
Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad para-
sitaria tropical, causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi. Se considera a la enfermedad de
Chagas endémica de América Latina, aunque existen
casos identificados en Europa, Canada y Estados
Unidos debido a la migracion de personas desde el
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centroy surde América hacia los paises mas desarro-
llados. La Organizaciéon Mundial de la Salud estima
que la enfermedad de Chagas afecta entre 16 y 18
millones de personas sélo en America Latina, que
anualmente mueren a causa de ella cerca de 50 mil
personas, y que mas de 25 millones de personas
estan enriesgo de adquirirla [1].

De todas las enfermedades transmitidas por vecto-
res, la enfermedad de Chagas es la mas asociada a
condiciones de pobreza. No existe aun una vacuna
contra la misma, ni un método satisfactorio y confiable
de tratamiento etiolégico (dirigido a atacar las causas)
para erradicar el parasito, ni para evitar la aparicion o
progresion de lesiones e interferir en la cadena de
transmisiéon. La prevencién y el diagnéstico son las
principales armas para controlar la enfermedad. Sin
diagnéstico efectivo no se pueden identificar y por
ende tratar a los individuos infectados, y la eficacia
del tratamiento especifico es dificil de evaluar. Mas
aun, la efectividad de cualquier campafa de control,
ya sea dirigida a vectores, bloqueo de la transmisién o
vacunacién de poblaciones, no puede medirse sin un
competente sistema de diagnostico.

Los examenes de laboratorio para el diagnéstico de la
enfermedad dependen de la etapa clinica que curse
el paciente. En la etapa inicial o aguda, se encuentran
parasitemias importantes, por lo que el estudio se
basa enlabusquedadel T. cruzien sangre (xenodiag-
néstico o cultivo de sangre). En la etapa cronica, la
deteccion del parasito es muy dificil, porlo que el diag-
nostico se confirma mediante la deteccion de anti-
cuerpos (Ac) anti-T.cruzien el suero del paciente.

El diagnéstico basado en la deteccion de Ac anti-T.
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cruzi en el suero del paciente, tiene su origen en
Argentina en 1913. Desde entonces, el avance del
diagnéstico serolégico de la enfermedad de Chagas
ha sido enorme, existiendo actualmente mas de 30
ensayos comerciales basados en Hemaglutinacion
Indirecta (HAI), Inmunoensayo Enzimatico (ELISA) e
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Un método de deteccion alternativo, es el ensayo de
inmunoaglutinacion (IA), donde se utilizan particulas
de latex como soporte para la fijacion de antigenos
(Ag), de manera tal de amplificar la reacciéon Ag-Ac
que se produce en el inmunoensayo. Este método
resulta rapido, es de sencilla realizacion e interpreta-
cion, posee una sensibilidad analitica relativamente
alta, es especialmente util en aquellos laboratorios
con escaso personal y equipamiento, y (en principio)
permitiria realizar el diagnéstico en campo al pie del
paciente.

Las ventajas enumeradas hacen de las reacciones de

aglutinacién una valiosa herramienta para el diagnds-

tico de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, a

excepcidon del articulo de Cerisola et al. [2]; s6lo los tra-
bajos realizados por los autores del presente [3-13]

han considerado la sintesis de particulas de latex, su

sensibilizacidon y posterior aplicacién de los complejos

latex-proteina en reacciones de aglutinacion para el

diagnostico de la enfermedad de Chagas.

Cerisola et al. [2] estudiaron, la reaccion de aglutina-
cion de particulas de poliestireno (PS) sensibilizadas
mediante adsorcién fisica con los Ag presentes en el
homogenato total del parasito (HTP). Sin embargo,
sus resultados no fueron adecuados, debido princi-
palmente a que: a) la adsorcién fisica es parcialmente
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reversible, pudiéndose desorber la proteina desde la
superficie por cambios en el pH o en la fuerza i6nica
del medio; y b) el HTP es una mezcla indefinida de
Ags, que varia en contenido y cantidad segun el esta-
dio de desarrollo del parasito, por lo que puede gene-
rar variaciones en la reproducibilidad y confiabilidad
delinmunoensayo.

Las condiciones exigidas a un reactivo de diagnoéstico
son exactitud y reproducibilidad. Clasicamente, la
exactitud de una prueba diagnéstica se evalua a partir
de los conceptos de sensibilidad y especificidad. Una
alta especificidad implica un numero bajo de falsos
positivos mientras que una alta sensibilidad significa
un numero bajo de falsos negativos. En general, se
considera que la prueba diagnéstica tiene una validez
aceptable si su sensibilidad y especificidad resultan
mayores a 80% [14].

La busqueda de Ag que permitan diagnosticar la
enfermedad de Chagas con sensibilidad y especifici-
dad adecuadas es uno de los mas importantes pilares
de su diagnéstico. La mayoria de los métodos serol6-
gicos utilizados actualmente, estan basados en el uso
de proteinas del HTP obtenidas a partir de cultivos in
vitro del parasito, tras procesarlo por distintas técni-
cas fisicoquimicas. Como consecuencia, aparecen
dificultades para estandarizar la metodologia, existe
considerable variacion en la reproducibilidad y exacti-
tud de los resultados obtenidos, y frecuentemente se
observan falsos positivos como producto de la reac-
cion cruzada con otras enfermedades parasitarias,
tales como la Leishmaniasis.

La sustitucién de los Ag nativos por Ag recombinantes
del T. cruzi en inmunoensayos, permite estandarizar
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la metodologia, resolver el problema de la especifici-
dad, eliminando los resultados falsos positivos por
reaccién cruzada con protozoarios relacionados, y
mantener una alta sensibilidad.

Si bien se han utilizado muchas proteinas recombi-
nantes para el diagnostico de la enfermedad de
Chagas [15], ninguna de ellas fueron Ags capaces de
ser reconocidos por todos los sueros humanos cha-
gasicos. Para solucionar este inconveniente, se ha
recurrido al uso de proteinas quiméricas, que expre-
san varios determinantes antigénicos no relaciona-
dos [16-18]. La estrategia se basa en la elecciéon de
epitopes inmunodominantes dentro de los Ags ente-
ros y su posterior ensamblaje, lo que permite contem-
plar la sensibilidad de varias moléculas, sin perder la
especificidad que brindan los fragmentos.

En este trabajo se describen las principales etapas
involucradas en la sintesis y caracterizacién de parti-
culas de polimero funcionalizadas y sensibilizadas
con Ag del T. cruzi, y su empleo como reactivo de IA
para detectar la enfermedad de Chagas. Lainvestiga-
cion se realizd en el Grupo de Polimeros y Reactores
de Polimerizacion del Instituto de Desarrollo
Tecnolégico para la Industria Quimica (INTEC), don-
de se viene trabajando desde hace mas de 30 afos
en la sintesis y caracterizacion de polimeros y coloi-
des poliméricos; y en el modelado matematico, opti-
mizacioén y control de reactores de polimerizacién. En
lo que se refiere ala obtencidn de polimeros para apli-
caciones biomédicas, se esta trabajando ademas en
la sintesis de particulas para la deteccién de
Toxoplasmosis en sus etapas aguda y cronica; y de
Leptospirosis.
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:: TRABAJO EXPERIMENTAL

El desarrollo del reactivo de inmunoaglutinacion invo-
lucré las siguientes etapas: a) sintesis y caracteriza-
cion de las particulas de latex funcionalizadas; b)
obtencion de diferentes proteinas antigénicas del T.
cruzi; ¢) produccién de los complejos latex-proteina
mediante unién covalente de los Ags sobre los grupos
funcionales superficiales de las particulas; y d) aplica-
cion de los complejos latex-proteina en ensayos de
IA. Esta ultima etapa comprende a su vez: 1) la bus-
queda de las condiciones del medio de reaccién que
permitan la maxima diferenciacion entre un suero con-
trol positivo y un suero control negativo; y 2) la evalua-
cion de la sensibilidad y especificidad del ensayo fren-
te aun panel de sueros.

Paso 1: Sintesis y Caracterizacion de Particulas
de Latex Funcionalizadas

Se realizé la sintesis controlada de coloides poliméri-
cos particulados con funcionalidades carboxilo o ace-
tal mediante polimerizacion en emulsién en dos eta-
pas y en ausencia de emulsificante. En una primera
etapa, se prepararon las siembras de PS; por polime-
rizacion en emulsion “batch” de estireno (St) utilizan-
do las condiciones y receta de reaccién empleadas
por Gonzalez et al. [6].

En una segunda etapa, se realizé la copolimerizacién
en emulsién de Sty de un mondmero funcional, sobre
las siembras sintetizadas previamente, obteniéndose
particulas con morfologia “core-shell” y funcionalida-
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des carboxilo o acetal. Los latex con funcionalidad car-
boxilo se sintetizaron mediante copolimerizacién “se-
mibatch” presembrada de St y acido metacrilico
(MAA) [5]; mientras que los latex con funcionalidad
acetal se produjeron por copolimerizacion “batch” pre-
sembrada de St y acroleina dietil acetal (ADEA) [12,
20].

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un reactor
de vidrio encamisado de 1 litro de capacidad, con un
bafo termostatico pararegular latemperatura de reac-
cion, un agitador de paletas de acero inoxidable, y
entradas para el burbujeo continuo de nitrégeno,
toma de muestras, y alimentacion o carga. La conver-
sion final (x) se determind por gravimetria. En la Fig. 1
se muestra una representacion esquematica del sis-
tema de reaccién utilizado para las polimerizaciones y
de las particulas de latex sintetizadas.
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Fig. 1: Esquema del sistema de reaccion utilizado y de las particulas
de latex sintetizadas.
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Antes de la caracterizacion de las particulas, se pro-
cedi6 a la limpieza de los latex mediante desplaza-
miento de suero. Este método permite retirar los res-
tos no reaccionados de monémeros e iniciador, como
asi también los posibles oligdmeros y polielectrolitos
solubles en fase acuosa o adsorbidos sobre la super-
ficie de las particulas. Durante la caracterizacién se
determiné: a) el tamafo medio de particula mediante
Microscopia Electrénica de Barrido, SEM (Dg,),
Dispersion de Luz Dinamica, DLS a 90° (D), ¥
Turbidimetria, T (D,); b) la polidispersidad de los latex
a través de SEM,; c¢) la densidad de carga superficial
(o) y la densidad de grupos funcionales superficiales
(6) mediante titulacién conductimétrica con una solu-
cion acuosa de NaOH; y d) la estabilidad coloidal, a
través de la concentracion critica de coagulacion
(c.c.c.), que se determiné visualmente y por DLS a
90°, en términos de la concentracién minima de KBr
requerida parala agregacién de las particulas.

Paso 2. Obtencion de los Antigenos

Se utilizaron distintas proteinas antigénicas del T. cru-
zi. Se trabajé con el HTP, constituido por una mezcla
de antigenos, y con proteinas recombinantes simples
y quiméricas.

ElI HTP se obtuvo por sonicacién de un cultivo in vitro
del parasito en el estadio de epimastigote. Los restos
celulares se separaron de la mezcla de proteinas anti-
génicas mediante centrifugacion.

La obtencién de las proteinas recombinantes, que
involucro la amplificacién del gen que las codifica, el
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clonadoy la transformacién de células de Escherichia
coli, fue realizada por personal del Laboratorio de
Tecnologia Inmunoldgica de la Facultad de
Bioquimica y Ciencias Biolégicas (Universidad
Nacional del Litoral), a cargo del Dr. lvan Marcipar.

Durante este trabajo se realizé la expresion y purifica-
cion de las proteinas recombinantes. El procedimien-
to consistié en hacer crecer, bajo agitacion a 37°C, las
células de E. coli transformadas. Luego se indujo la
expresion génica. Las células se recogieron centrifu-
gando durante 15 minutos, y se dispersaron en buffer
de resuspension de células (PBS, pH 7.4). La sus-
pension se sonicd hasta lisis total, se centrifugd
durante 10 minutos para separar los restos celulares,
y se recolectd el sobrenadante que contiene las pro-
teinas solubles. Para purificar la proteina de interés,
se utilizd6 Cromatografia de Afinidad de lon Metalico
Inmovilizado (IMAC)y el grado de purificacion se com-
probé mediante electroforesis en geles de poliacrila-
mida, de acuerdo al método descrito por Laemmli
[20].

Las etapas fundamentales para la obtencién de las
proteinas mediante la tecnologia de ADN recombi-
nante se muestran enla Fig. 2.
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Fig. 2: Etapas fundamentales para la obtencion de proteinas
recombinantes.

Se trabajo con tres proteinas recombinantes simples
RP1, RP2y RP5 [3-13] (denominadas, en el presente
trabajo, como S1, S2 y S3 respectivamente) que se
expresan en todos los estadios de desarrollo y cepas
del T. cruzi, y presentan alta especificidad y sensibili-
dad para el diagnoéstico de la enfermedad en su etapa
cronica; y dos proteinas recombinantes quiméricas
CP1 y CP2 [3-13] (denominadas respectivamente
como Q1 y Q2) respectivamente formadas por la
expresion en tandem de dos y tres péptidos altamen-
te antigénicos, y especificos del T. cruzi de las etapas
aguda y cronica de la enfermedad, lo que permite su
diagnostico en ambas etapas.
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La antigenicidad de las distintas proteinas recombi-
nantes obtenidas, es decir su capacidad para serreco-
nocidas por sus Ac especificos, se evalué mediante
ensayos de ELISA.

Paso 3:
Proteina

Producciéon de los Complejos Latex-

El proceso de sensibilizacion consistié en la unidén
covalente de las proteinas antigénicas con los grupos
funcionales (carboxilo o acetal) anclados sobre la
superficie de las particulas, sin alterar su actividad
antigénica.

Los grupos carboxilo no son lo suficientemente acti-
VOS para reaccionar espontaneamente con los gru-
pos amino de las proteinas, y por ello es necesario
activarlos previamente con una carbodiimida soluble
en agua, que convierte los grupos carboxilo en acilu-
reas, las cuales reaccionan facilmente con los grupos
amino de las proteinas, con formacién de un enlace
amida. Para evitar la hidrélisis de la acilurea, la activa-
cion se realizd en presencia de la proteina.

Para poder sensibilizar los latex con funcionalidad
acetal mediante unién covalente, los grupos acetal
deben transformarse, mediante una simple acidifica-
cion, en grupos aldehido, los que no precisan ser acti-
vados para unirse covalentemente a las proteinas.

Las sensibilizaciones se realizaron a través de experi-
mentos “batch” a temperatura ambiente, mezclando
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en tubos eppendorff las particulas de latex, el buffer
fosfato pH 5 (fuerza iénica final 2 mM) y cantidades
crecientes de la proteina antigénica. Ademas, para
cada experimento se prepar6 un blanco sin proteina.
Las muestras se agitaron suavemente durante 5 h.
Los complejos latex-proteina se separaron de la solu-
cion mediante centrifugacién y la proteina presente
en el sobrenadante se cuantificd por el método del aci-
do bicinconinico (BCA).

Debido a que los complejos latex-proteina asi obteni-
dos contienen, tanto proteinas absorbidas fisicamen-
te, como proteinas unidas covalentemente a los gru-
pos funcionales superficiales, los complejos se trata-
ron con un emulsificante para eliminar la proteina
adsorbida, de manera de asegurar que la mayor parte
de la proteina presente en la superficie de las particu-
las se encuentre unida covalentemente. Para ello, los
complejos latex-proteina separados por centrifuga-
cion se redispersaron en Tritbn X-100 y se mantuvie-
ron bajo agitacion durante 24 h. Luego de centrifugar,
se determino la cantidad de proteina presente en el
sobrenadante por el método del BCA. Finalmente,
mediante un balance de masa se calculé la cantidad
de proteina que permanece en la superficie de las par-
ticulas luego del proceso de desorcion. La Fig. 3
muestra un esquema del proceso de sensibilizaciéon
por union covalente de particulas de latex con funcio-
nalidades carboxilo y acetal.
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Fig. 3: Esquema del proceso de sensibilizacion por unién covalente de proteinas antigénicas sobre particulas de latex con funcionalidades carboxilo y

acetal.
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Fig. 4: Representacion esquematica del proceso de inmunoaglutinacion.

SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES Pagina | 17



Para la deteccién mediante el método visual, se mez-
claron el complejo latex-proteina y el suero positivo o
negativo sobre un portaobjeto de fondo negro, y se
registré el tiempo al cual se visualizé el proceso de
aglutinacion.

En el estudio mediante turbidimetria, el inmunoensa-
yo consistid en mezclar la dispersion del complejo
latex-proteina, con el suero positivo o el suero negati-
vo y medir el incremento en la absorbancia optica
(AA), aunalongitud de onda de 570 nm, después de 5
minutos de reaccion. El AA se determiné restando al
correspondiente valor de absorbancia medido, el
valor de absorbancia de un blanco (complejo latex-
proteina sin la adicion del suero). Las mediciones de
absorbancia del blanco deben ser constantes a lo lar-
go deltiempo, lo que es indicativo de la estabilidad del
complejo latex-proteina en el medio en el que se reali-
za el inmunoensayo. Esta condicién es requerida
para que un complejo se considere apto para ser utili-
zado en ensayos de |A.

4.a. Busqueda de las Condiciones del Medio de
Reaccion

Dado que en lareaccion Ag-Ac intervienen fuerzas no
covalentes y reversibles, ciertos parametros tales
como el tiempo de reaccién, fuerza idénica del medio y
agregado de agentes bloqueantes al buffer de reac-
cion, afectan la respuesta del inmunoensayo. Por lo
tanto, una vez obtenidos los complejos latex-
proteina, se ajustaron dichos parametros a fin de
maximizar la discriminacion en la respuesta de sue-
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ros positivos y negativos, y de facilitar la lectura de los
resultados. El control cuidadoso de estos parametros
es necesario para mejorar la sensibilidad en el ensa-
yode |Ay para minimizar la unién no especifica.

Se trabaj6 con los distintos complejos latex-proteina
obtenidos y con sueros controles. El suero control
negativo corresponde a un individuo sano y el suero
control positivo corresponde a un individuo infectado
con altos niveles de Ac anti-T. cruzi, que fueron detec-
tados mediante la técnica de referencia, ELISA.
Ambos sueros, fueron obtenidos de zonas endémi-
cas del norte de la Provincia de Santa Fe.

4.b. Evaluacion de Sensibilidad y Especificidad
del Inmunoensayo frente aun Panel de Sueros

Se realizé la deteccion de la reaccion de IA mediante
turbidimetria, enfrentando los complejos latex-
proteina de sueros Chagas positivos (obtenidos de
individuos con enfermedad de Chagas), sueros
Leishmania positivos (obtenidos de individuos con
Leishmaniasis) y sueros negativos para ambas para-
sitemias.

Las muestras de suero positivo para Chagas fueron
obtenidas de una region endémica del noreste argen-
tino y se clasificaron previamente como tales con dos
técnicas de diagnostico de referencia: ELISAy HAI. El
panel de sueros positivos para Leishmaniasis fue
obtenido de pacientes que habitan en una region de
endemicidad (Recife, Brasil), con manifestaciones cli-
nicas de Leishmaniasis cutanea. Las muestras de
sueros negativos fueron clasificadas como tales, tan-
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to para la infeccién por T. cruzi como para Leishma-
niasis.

Los AA obtenidos con cada complejo latex-proteina
fueron empleados para la construcciéon de curvas
ROC (Receiver Operating Characteristics), utilizando
el software grafico MedCald. Las curvas ROC son uti-
lizadas para proporcionar un criterio unificador en el
proceso de evaluacion y uso de pruebas diagnosticas
[21].

A partir de las curvas ROC se obtuvieron los datos de
sensibilidad, especificidad y valor del cut-off (limite
que permite diferenciar entre sueros positivos y sue-
ros negativos). Apartir de los valores de cut-off obteni-
dos, se representaron las distribuciones de AA relati-
vas (AA/cut-off), utilizando el software grafico
GraphPad Prism.

::RESULTADOS Y DISCUSION
1. Sintesis y Caracterizacion de los Latex

La sintesis de particulas de latex con funcionalidades
carboxilo y acetal se llevo a cabo mediante un proce-
so de polimerizacién en emulsion en dos etapas. En
la primera se prepararon los nucleos o siembra de PS,
alcanzandose un valor final de conversion de 71% y
un D, de 300 nm. En la segunda etapa se formaron
las cortezas con funcionalidades carboxilo o acetal
sobre la siembra de PS, generando asi particulas con
morfologia “core-shell”.

En la Tabla 1 se resumen las principales caracteristi-
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cas del latex siembra de PS y de los dos latex funcio-
nalizados.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los latex

Latex

PS Carboxilado Acetal
Dy [nm] 285 365 320
Dr[nm] 303 369 326
Dpis [nm] 300 374 330
&shel [NM] - 37 15
Polidispersidad 1.009 1.004 1.009
o [pClem? 14.9 78.4 24.6
8504 [MEq/cm?] - 1.76x10° 2.22x107
dcoonlmEa/cm? - 7.95x107 -
Scror [MEG/em?] - - 3.21x10°
c.c.c. vis[mM] 250 900 250
c.c.c. DLS [mM] 75 300 150

Para el latex carboxilado se obtuvo una conversion
final de 88%, con un crecimiento del diametro de par-
ticula, respecto de la siembra, de 74 nm (espesor de
la corteza, e, = 37 nm). En el latex con funcionalidad
acetal, la conversion final obtenida fue baja ( *30%),
observandose un incremento del diametro de particu-

la, respecto al de lasiembra, de 30 nm (e, ,= 15 nm).

Los diametros medios estimados a partir de las medi-
cionesde DLS (D) y T (D) resultaron mayores a los
obtenidos por SEM (Dg,,) debido a que en esta ultima
se miden particulas secas, mientras que en DLSy T
se determinan diametros hidrodinamicos.
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En todos los casos, se logré sintetizar latex con baja
polidispersidad de tamafos, que es requerida para su
empleo en el desarrollo de reactivos de IA (los latex
deben ser “monodispersos” para aumentar la estabili-
dad coloidal; asegurar un reparto homogéneo de las
proteinas sobre la superficie de las particulas; y lograr
una mejor visualizacidn de la reaccion de aglutinacion
que se produce en el inmunoensayo).

Los latex con morfologia “core-shell” presentaron gru-
pos sulfato, carboxilo y acetal en su superficie, pro-
porcionados respectivamente por el iniciador y los
mondmeros de funcionalizaciéon (MAAy ADEA). Sélo
los grupos superficiales sulfato y carboxilo proporcio-
naron estabilidad a las particulas de latex. Los latex
con funcionalidad carboxilo mostraron mayor estabili-
dad coloidal (mayor c.c.c.); mientras que los latex con
funcionalidad acetal presentaron una estabilidad simi-
laralos latex de PS.

Finalmente, las c.c.c. obtenidas por el método visual
resultaron mayores que las determinadas por DLS en
iguales condiciones, corroborando la mayor sensibili-
dad y la ausencia de subjetividad de los métodos ins-
trumentales en la deteccién de la agregacién de las
particulas coloidales.

2. Obtencioén de los Ags Recombinantes

Los Ags se obtuvieron con un alto grado de pureza y
con una adecuada concentracién como para ser utili-
zados en la sintesis de complejos latex-proteina para
ensayosde |A.

Durante la evaluacién de la antigenicidad de las pro-
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teinas recombinantes mediante ELISA, se observé

que los sueros de pacientes no infectados no mostra-

ron ninguna reacciéon, mientras que los sueros de los

pacientes chagasicos mostraron reaccidén positiva.

De esta manera, se comprobé que las proteinas obte-

nidas presentan actividad especifica como Ag de cap-

tura, para su utilizacién en la sensibilizacion de las par-
ticulas de latex para el diagnéstico de la enfermedad

de Chagas.

3. Sintesis de Complejos Latex-Proteina

En los experimentos de sensibilizacion de las particu-
las con HTP, la fraccién de proteina unida covalente-
mente fue baja (menor al 50%) y cayé ligeramente
con el incremento de la concentracién inicial de pro-
teina. Esto puede estar relacionado al hecho de que
al ser el HTP una mezcla de proteinas de distintos
tamanos, las mayores pueden ocluir grupos reactivos
de la superficie de las particulas, reduciendo la dispo-
nibilidad de los mismos parainteractuar con otras pro-
teinas y/o a las distintas reactividades de las protei-
nas en funcién de su estructura.

En el caso de las proteinas recombinantes, la fracciéon
de proteina unida covalentemente fue mucho mayor
que en el caso del HTP. Esto puede deberse al peque-
Ao tamafo de las proteinas utilizadas, lo que permite
que tengan buena accesibilidad a los sitios activos,
evitando su oclusion.

Cuando se trabajo con las proteinas recombinantes,
tanto la cantidad total unida, como la ligada covalen-
temente aumentaron con la concentracion inicial de
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proteina. Sin embargo, la relacién entre la proteina
unida covalentemente y la cantidad adicionada dismi-
nuyo al aumentar la concentracién de proteina adicio-
nada, debido a la saturacién de los grupos superficia-
les. Se observo ademas, que la fraccion de proteina
unida covalentemente resulté muy alta, aun cuando
la concentracion inicial de proteina fuera baja, lo que
podria hacer innecesaria la desorcion de las protei-
nas adsorbidas fisicamente, reduciendo asi, el riesgo
de desnaturalizacion.

La Fig. 5 muestra algunos de los resultados obtenidos
en la produccién de complejos latex-proteina, a partir
del latex carboxilado y de diferentes proteinas antigé-
nicas. La totalidad de los resultados, pueden consul-
tarse en nuestros trabajos previos [3-13].

Finalmente, los complejos latex-proteina obtenidos
fueron caracterizados. Para ello, se les determind la
c.c.c. y el diametro de particula de los complejos
latex-proteina por DLS a Multiples Angulos (MDLS)
enelrango 30°-110° (a intervalos de 10°). De resulta-
dos que no se muestran por razones de brevedad, se
observé que: a) los valores de c.c.c. de los complejos
latex-proteina fueron menores que los correspon-
dientes a los latex sin sensibilizar; b) los diametros
medios de los complejos latex-proteina medidos por
MDLS en funcién del angulo de deteccion exhibieron
un comportamiento similar al de los latex sin sensibili-
zar, pero con un ligero desplazamiento hacia diame-
tros mayores. Esto estaria indicando que la distribu-
cion de tamanos de particula no cambia de forma y
que no hay aglomeracion sustancial de particulas
durante la sensibilizacion.
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Fig. 5: Union covalente del HTP (a); la proteina recombinante simple
S1 (b) y la proteina recombinante quimérica Q1 (c) sobre las particulas
con funcionalidad carboxilo. Se representa la cantidad de proteina uni-
da sobre las particulas (I, mg/m?) en funcién de la concentracion ini-
cial de proteina (C, mg/mL). Las densidades de proteina total unida a la
superficie de las particulas (barras marrones) se compara con las den-
sidades de proteina ligada en forma covalente (barras naranja) determi-
nadas después del proceso de desorcién con Tritdn X-100. El porcenta-
je sobre las barras indica la fraccién de proteina unida covalentemente.
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4. Aplicacion de los Complejos Latex-Proteina en
Ensayos de lA.

Evaluacion Mediante el Método Visual

Durante el andlisis mediante el método visual (Fig. 6),
se utilizaron los complejos obtenidos con las protei-
nas recombinantes. En general, la IA se hizo visible a
los 35-40 segundos con el suero control positivo. Sin
embargo, para obtener una diferenciacion significati-
va entre el suero control positivo y el negativo, se
observé que el ensayo se deberia leer después de 2
minutos, pudiéndose extender incluso hasta los 8-10
minutos. De resultados no mostrados por brevedad,
se observo que si bien con los complejos obtenidos a
partir de las proteinas recombinantes simples se obtu-
vo mayor velocidad de aglutinacion, la misma resulté
mas clara con los complejos sintetizados en base a
las proteinas recombinantes quiméricas.

Suero (+)

Suero (-)

Fig. 6: Ensayo de |A detectado por el método visual a los 4 minutos de

poner en contacto al suero control positivo (y al suero control negativo)

con el complejo formado con el latex carboxilado y la proteina recombi-
nante quimérica Q1.
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Evaluacion Mediante Turbidimetria

4.a. Busqueda de las Condiciones del Medio de
Reaccion

Debido a que la composicién del medio de reacciéon
juega un papel vital en el reconocimiento inmunolégi-
co, se la optimizd con el objetivo de obtener las condi-
ciones de reaccién que permitan maximizar la discri-
minacion entre los sueros positivos y negativos. En
base al complejo obtenido a partir de la proteina Q1y
el latex carboxilado, se analizo,: a) el tiempo de reac-
cion, es decir el intervalo entre la mezcla del suero
con el complejo latex-proteina y la lectura de la absor-
bancia, haciendo medicionesa t=5, 15y 25 min; b) la
influencia de la fuerza iénica del medio de reaccién,
trabajando a valores de 20 y 150 mM; y c) la presen-
cia de un agente bloqueante de los sitios que queda-
ron libres sobre la superficie de las particulas des-
pués del proceso de sensibilizacion. Los resultados
obtenidos se muestranenlaFig. 7.

Respecto del efecto del tiempo de reaccion (Fig. 7a),
se observé que los mejores resultados se obtuvieron
a los 5 min. Al aumentar el tiempo, se incrementé la
respuesta del suero negativo, dificultando la discrimi-
nacion con el suero positivo. Esto podria deberse a la
pérdida de estabilidad del complejo latex-proteina
con el tiempo.
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0 En lo que refiere a la influencia de la fuerza i6nica del

medio de reaccion en el que se llevé a cabo el inmu-
AA noensayo (Fig. 7b), se observd que la mayor discrimi-
nacion entre el suero control positivo y el suero control
negativo se obtuvo a baja fuerzaionica. En estas con-
diciones, las cadenas poliméricas situadas en la
superficie de las particulas, y que poseen los Ags uni-
dos covalentemente, se encuentran extendidas hacia
25 | fmin) la solucién, lo que permite que los Ags queden mas
10 expuestos para interaccionar con los Ac presentes en
b) el suero. Por otra parte, la estabilidad de los comple-

jos latex-proteina es mayor a baja fuerza i6nica, debi-

do a que tanto las proteinas como la superficie de las
05 particulas estan cargadas negativamente, lo que
genera repulsion entre las particulas, evitando de
este modo la aglutinacion inespecifica. En cambio, a
alta fuerza ionica, los Ags se encuentran mas cerca-

a)

0.5

0.0

AA

0.0 L nos a la superficie de las particulas, dificultando la
20 150 | [mM] interacciéon Ag-Ac por impedimento estérico o bien

10 por oclusion del sitio activo del Ag. Ademas, los com-
c) plejos latex-proteina son menos estables a alta fuer-

zaibnica, generando aglutinacién inespecifica.

Cuando al buffer de reaccion se le adicioné agentes

0.5 bloqueantes, aumentd la interaccion Ag-Ac y se logro

disminuir las uniones inespecificas (Fig. 7c). La pre-

sencia de estos agentes permite bloquear los sitios

- libres de las particulas, es decir, aquellos no ocupa-

0.0 ) dos por las proteinas antigénicas inmovilizadas
sin blog con blog - .,

durante la sensibilizacién. De esta manera, el Ac pre-

sente en el suero al que sera expuesto posteriormen-

AA

Fig. 7: Estudio de las condiciones de reaccion: a) Influencia del tiempo

de reaccion; b) efecto de la fuerza ionica del medio; c) influencia de la te el complejo latex-proteina, tiene mayor posibilidad
presencia de agentes bloqueantes en el buffer de reaccion. La respues- de unirse especificamente al Ag, y se evita su unién
ta del suero positivo (barras verdes oscuras) se compara con la res- d . ifi bre | ricie de | i
puesta del suero negativo (barras verdes claras). elmanera Inespeciiica sobre la superiicie de la parti-
Cula.
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4.b. Evaluacion de la Sensibilidad y de la
Especificidad del Ihmunoensayo frente a un Panel
de Sueros

En una primera instancia, se considero la aplicacion
de los complejos latex-proteina obtenidos a partir de
los latex carboxilados y de los distintos Ags (HTP, pro-
teinas recombinantes simples y proteinas recombi-
nantes quiméricas) en ensayos de IA, siguiendo las
reacciones Ag-Ac mediante turbidimetria. En la Fig. 8
se muestran las distribuciones de AA relativas
(AA/cut-off) de los diferentes complejos desarrollados
a partir del HTP, de la proteina recombinante simple
S1ydelaproteinarecombinante quimérica Q1.

Los complejos latex-HTP no permitieron diferenciar
sueros positivos de negativos, debido a que presen-
tan muy baja especificidad (33.3%). Ademas, debido
aque el HTP esta compuesto por una mezcla indefini-
da de proteinas, la cual varia en funcién de la cepa del
parasito y del estadio de desarrollo del mismo, suelen
observarse variaciones en la reproductibilidad y en la
confiabilidad de los resultados; y dificultades para
estandarizar el método de diagnéstico.

Cuando se trabajo con proteinas recombinantes sim-
ples, el ensayo mostré6 mayor especificidad (menor
cantidad de falsos positivos) que cuando se utilizé el
HTP. Sin embargo, la sensibilidad fue baja (70.4%).
Cuando se utilizé proteinas quiméricas, la especifici-
dad del ensayo se mantuvo respecto de las simples
(80.0%), pero la sensibilidad aumento (92.0%), dismi-
nuyendo la cantidad de falsos negativos. Esto puede
estar relacionado al hecho de que al aumentar el
numero de determinantes antigénicos presentes en
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la proteina, aumenta la posibilidad de que éstos sean
reconocidos por los Ac presentes en el suero, lo que
se refleja en una mayor sensibilidad del ensayo. La
ventaja adicional de utilizar proteinas quiméricas es
que permiten diagnosticar la enfermedad de Chagas
tanto en la etapa aguda, como en la crénica, debido a
los Ags que las componen.

5.0
Sensibilidad: 86.7% Sensibilidad: 70.4%  Sensibilidad: 92.0%
55 Especificidad: 33.3%  Especificidad: 80.0% Especificidad: 80.0%
g .
L]
25 ° LY
L ]
- it
.. . Y
____:_!:°____________!__o_!__________?_::39____
i -: 8g0° L
*ge®8 8.0 ofS%e ‘
0.0 - ae J

HTP(-) HTP(+) S1() S1(+) Q1() Q1(+)

Fig. 8: Distribuciones de AA relativas obtenidas con los complejos sin-
tetizados a partir del latex carboxilado y las proteinas HTP, S1y Q1.

Los segmentos horizontales continuos muestran los valores medios en

cada ensayo, mientras que la linea horizontal punteada indica el valor
de corte para discriminar entre sueros positivos y sueros negativos.

En cuanto al analisis del panel de sueros Leishmania
positivos, con el complejo formado con el HTP fue
imposible discriminar si el paciente estainfectado con
T. cruzi o Leishmania spp. Esto es debido al fenéme-
no de la reaccién cruzada Chagas-Leishmaniasis,
que se genera por la similitud entre los Ags de ambos
parasitos. Adiferencia de lo observado con el HTP, nin-
gun suero positivo para Leishmaniasis reaccion6 con
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los complejos formados con las proteinas recombi-
nantes.

Finalmente, se analizaron los complejos obtenidos
con el latex con funcionalidad acetal y se comparé su
respuesta durante los inmunoensayos, con la obteni-
da al utilizar los complejos basados en los latex con
funcionalidad carboxilo. En la Fig. 9 se observa que,
empleando la misma proteina, el complejo obtenido a
partir del latex carboxilado permite discriminar mejor
los sueros positivos y negativos, mostrando el ensayo
mayor sensibilidad y especificidad. Por lo antedicho,
los complejos obtenidos a partir del latex con funcio-
nalidad acetal son menos eficientes para discriminar
entre sueros positivos y negativos, probablemente
debido a la baja c.c.c., baja densidad de carga super-
ficial, y baja cantidad de grupos funcionales superfi-
ciales que presentan, respecto de los latex carboxila-
dos. Ademas, los complejos formados a partir de los
latex con funcionalidad acetal, presentan baja estabi-
lidad en el tiempo, debido a que las iminas formadas
durante el proceso de sensibilizaciéon (Fig. 3) poseen
un doble enlace inestable, que se hidroliza facilmente
produciendo la separacién entre la proteina y la
superficie del latex.

SAM-ASOCIACION ARGENTINA DE MATERIALES

5.0
°
i
5
3
.
°
25 el
TRJ
L ]
o 0 .0:: ° °
®
””” Y ’"‘"""’"""'"’"""""’"”"”""‘.’:".i'. ””—.%‘z‘:—"
®eq0® o= LY N
0.0 e

_ Carboxilado (-) Carboxilado (+) Acetal (-) Acetal (+)
negativos, utilizando los complejos obtenidos con el latex carboxilado
(o con el latex con funcionalidad acetal) y la proteina recombinante qui-
mérica Q1. Los segmentos horizontales continuos muestran los valores
medios, mientras que la linea horizontal punteada indica el valor de cor-

te para discriminar entre positivos y negativos.

:: CONCLUSIONES

Se sintetizaron particulas de latex “monodispersas”
de tipo “core-shell” con funcionalidades carboxilo y
acetal, que sirvieron como soporte para el acopla-
miento covalente de distintas proteinas antigénicas
del T. cruzi. La sintesis de los latex se realiz6 en
dos etapas, definiéndose en la primera (produccién
de la siembra de PS) el tamafio de las particulas; y
controlando en la segunda (copolimerizacién sobre
siembra PS) el tipo de funcionalidad y la densidad
de carga superficial.

En la etapa de sensibilizacién de las particulas de
latex con los Ags, se observd un mayor porcentaje de
proteina unida covalentemente cuando se trabajé
con los Ags recombinantes, lo que haria innecesaria
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la etapa de desorcion con emulsificante de la peque-
fa fraccidon adsorbida fisicamente, previa a la utiliza-
cion de los complejos.

Debido a que la composicién del medio de reaccidn
donde se realiza el ensayo de |A juega un papel vital
en el reconocimiento inmunoldgico, se la optimizd a
fin de obtener condiciones capaces de maximizar la
discriminacién entre sueros positivos y negativos. Los
mejores resultados se obtuvieron a los 5 minutos de
reaccioén, trabajando a baja fuerza ibnica y en presen-
cia de agentes bloqueantes en el buffer de reaccion.
El control cuidadoso de estos parametros fue necesa-
rio para mejorar la sensibilidad en el ensayo de IAy
para minimizar la unién no especifica.

Los diferentes complejos latex-proteina sintetizados,
se evaluaron como reactivos de IA en el diagnostico
delaenfermedad de Chagas, frente a un panel de sue-
ros positivos para Chagas, sueros positivos para
Leishmaniasis y sueros negativos para ambas parasi-
temias. Durante la evaluacion del rendimiento antigé-
nico del HTP se observé que las distribuciones de AA
relativas obtenidas para sueros positivos y para sue-
ros negativos, resultaron muy similares, y que todos
los sueros Leishmania positivos fueros reactivos, lo
que refleja una muy baja especificidad de este com-
plejo para ser utilizado en ensayos de |A.

Al utilizar complejos obtenidos a partir de las protei-
nas recombinantes simples, mejoro la discriminacién
entre sueros positivos y negativos, pero con un eleva-
do numero de falsos negativos. En cambio, los com-
plejos sintetizados a partir de las proteinas recombi-
nantes quiméricas permitieron una importante reduc-
cion de los falsos negativos, lo que generé un aumen-
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to de la sensibilidad del ensayo. Ademas, ninguna de
las proteinas recombinantes dio reaccion con los sue-
ros de pacientes con Leishmaniasis, lo cual indica
que dichas proteinas son mas especificas para la
deteccion de Ac anti-T. cruzi que las obtenidas del
HTP, debido a que codifican epitopes especificos del
parasito.

El empleo de proteinas recombinantes en ensayos de
IA, y el uso de proteinas quiméricas en particular, han
posibilitado mejorar la sensibilidad y especificidad del
ensayo, transformando a esta técnica en una herra-
mienta atractiva para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas. Ella ha permitido detectar en forma pre-
coz e in situ, pacientes con enfermedad de Chagas,
tanto en la fase aguda como cronica de la enferme-
dad, con calidad diagnéstica y a bajo costo, lo que la
haria accesible a la mayoria de la poblacién de esca-
sos recursos. Ademas, el ensayo presenta la facilidad
que no requiere instrumental especifico, pudiéndose
aplicar directamente en campo.
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