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INMUNOLOGIA

ARTICULOS CIENTIFICOS

Péptidos sintéticos del Trypanosoma cruzi para el
inmunodiagnostico de la enfermedad de Chagas

Milenen Hernandez-Marin, Pedro Almenares-Guash ?, Carlos Martinez-Ortiz?,
Ivonne Gémez-Cordero?, Antonio Melchor-Rodriguez?
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* Sobretiros: Centro de Inmunoensayo: Calle 134 y Ave. 25, Cubanacdn, Playa, Apto 6653, Ciudad de la Habana, Cuba.

Resumen

EL Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoo flagelado, que
causa la enfermedad de Chagas. Una solucion para el diagndstico
serologico de este mal, es la utilizacion de una tecnologia para
el disefio y obtencion de péptidos sintéticos, lo que permite la
disponibilidad de técnicas de diagnostico con altos niveles de
sensibilidad y especificidad. En este trabajo se expone la utilidad
de dos péptidos (p17 y p18), obtenidos mediante sintesis
quimica en fase solida, que se corresponden con regiones
inmunodominantes del Trypanosoma cruzi. El péptido p17 fue
sintetizado como Carboxilo terminal (R-COOH) y como
amidopéptido (R-CONH,). Los péptidos fueron purificados
mediante Cromatografia en Fase Reversa y los péptidos p17
(R-CONH,) y p18 fueron caracterizados por espectrometria de
masas MALDI-TOF. La actividad bioldgica de los péptidos fue
probada en un ensayo inmunoenzimatico. El péptido p17
(R-CONH,) fue el de mayor rendimiento en la sintesis y el de
mayor inmunoreactividad frente a sueros positivos Chagas,
ademas no reacciond con muestras positivas de Leishmania.
Los resultados mostraron que los péptidos presentaron alta
sensibilidad y especificidad y son de gran utilidad para el
diagnostico de la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Chagas, péptidos sintéticos, Trypanosoma cruzi.

Introduccion

La enfermedad de Chagas o Trypanosomiasis Americana es uno de
los problemas endémicos mas importantes en América del Sur y
Central.™* Su agente etioldgico es el protozoo flagelado Trypanosoma
cruzi (T. cruzi).

Esta enfermedad se transmite a través de insectos vectores, ¢
por transfusion de sangre de individuos infectados’ con el protozoo
(responsable de alrededor del 20 % de los casos de Chagas), y por
otros mecanismos de transmisién menos comunes: via
transplacentaria, el transplante de 6rganos, la leche materna y
accidentes de laboratorio, entre otros.

El diagnéstico del Mal de Chagas se determina mediante la

deteccion del parédsito o sus productos (métodos directos) y/o por

e-mail: igpeptidos@cie.sld.cu
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Abstract

Chagas” disease is produced by one flagellate protozoan, the
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) using a technology for designing
and obtaining synthetic peptides, which permits to achieve
diagnostic techniques with high levels of sensitivity and
specificity is a solution for serology diagnosis of Chagas”disease.
This paper deals with use of two peptides (p17 and p18),
obtained by chemical synthesis in solid phase, that corres-
ponding to the immunodominant regions of Trypanosoma cruzi.
The peptide p17 was synthesized as C-terminal (R-COOH) and
amidopeptide (R-CONH,). The peptides were purified by Reverse
Phase Cromatography HPLC and p17 (R-CONH,) and p18 peptides
were characterized by mass spectrometry MALDI-TOF. A biological
activity of peptides was assayed in an immunoenzymatic assay.
The peptide p17 (R-CONH,) had the best yield in chemical
synthesis and immunoreactivity regarding to positive samples
of Chagas, besides didn’t react with positives samples to
Leishmania. Results showed that peptides that were achieved
have good sensitivity and specificity and theyre very useful for
diagnostic of Chagas disease.

Key words: Chagas, synthetic peptides, Trypanosoma cruzi.

la deteccion de anticuerpos especificos contra el Trypanosoma cruzi
(métodos indirectos).® El criterio de seleccion de la técnica a utilizar
esta basado, primero en la fase clinica de la enfermedad en la que se
desea realizar el diagndstico y segundo en la factibilidad de
realizacion exitosa de la prueba.

La mayoria de los ensayos ELISA comerciales emplean en fase
solida antigenos obtenidos por lisis de epimastogote o
tripomastigote del T. cruzi. ®'° Estas pruebas presentan buen
sensibilidad, pero tienen como inconveniente que presentan
reacciones inespecificas con Leishmania, por lo que se obtienen
frecuentemente falsos positivos.!*?

Una solucién al problema del diagnéstico serolégico de la

enfermedad de Chagas es el uso de péptidos recombinantes * o de

BIOQUIMIA VOL. 28 No. 1, 2-7, 2003



INMUNODIAGNGSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

péptidos sintéticos,'*' disefiados, para obtener una prueba de
diagnostico que garantice resultados con altos niveles de

sensibilidad y especificidad.

El objetivo del presente trabajo fue la evaluacion de dos péptidos
sintéticos que corresponden con regiones altamente antigénicas
del T. cruzi, para demostrar su utilidad en el inmunodiagnéstico del

mal de Chagas.

Materiales y métodos

Todos los disolventes (diclorometano: DCM, 2-propanol, N,N’-
dimetilformamida: DMF) y los reactivos (acido trifluoracético: TFA,
N-etildiisopropilamina: DIEA, N,N’-diisopropilcarbodiimida: DIPCDI,
dimetilsulfuro, 1,2-etanoditiol, p-cresol, anisol) utilizados, fueron
puros para sintesis (Merck). El &cido fluorhidrico se utilizé puro

para sintesis (Fluka).

El acetonitrilo y acido trifluoracético empleados en la

purificacion de los péptidos fueron puros para anélisis (BDH).

El diclorometano se destild y conservd sobre tamices moleculares
de 0.4 nm. La N,N’-dimetilformamida se conservo sobre tamices

moleculares de 0.3 nm.

Los derivados de L-aminoacidos (Boc-aminoacidos) utilizados

en la sintesis de los péptidos fueron de alta pureza (Bachem).

En la sintesis de péptidos se empled el grupo protector tert-
butiloxicarbonilo (Boc) para la proteccién del grupo a amino
terminal. Para los aminoacidos trifuncionales los grupos protectores
de las cadenas laterales fueron: el grupo benzilo (Bzl) para acido
aspartico, acido glutamico, serina y treonina; el grupo
4-metoxibencilo (Mob) para cisteina; el grupo dinitrofenilo (DNP)
para histidina; el grupo orto-cloro-benzilcarbonilo para lisina; el
grupo tosilo (Tos) para arginina; el grupo 2,6-dicloro-benzilo para
tirosina y el grupo formilo (For) para triptéfano. No tenian proteccion
los aminoacidos alanina, fenilalanina, glicina, isoleucina, leucina,

asparagina, glutamina, prolina y valina.

Se disolvieron los Boc-aminoacidos en la cantidad de disolvente
calculada (0.2 mol/L), teniendo en cuenta que todos los amino-
acidos utilizados se disuelven en DCM, excepto la histidina, leucina,
triptofano y arginina, que se disolvieron en DCM:DMF (90:10 % ). La
asparagina y la glutamina que se pesan y se disuelven junto con el
1-hidroxibenzotriazol (HOBt) en DMF, justamente al momento de
su uso. Ademas, se preparan al momento las soluciones de metionina

y triptéfano.

Como soporte soélido se empled la resina 4-metil-
bencilhidrilamina (MBHA 1.1 mmol/g, 100-200 mesh, Bachem).
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Sintesis quimica de péptidos en fase sélida

Los péptidos se obtuvieron mediante sintesis quimica en fase
solida,'® por la estrategia Boc en bolsas de polipropileno. Las
reacciones de acoplamiento se realizaron a temperatura ambiente,
por activacion del grupo carboxilo de cada aminoacido con N,N’-
diisopropilcarbodiimida ** a 0.2 mol/L en DCM y fueron verificados
por el ensayo cualitativo de la ninhidrina. El grupo Boc fue
eliminado con &cido trifluoracético (37.5%) en diclorometano. La
desproteccion final se realiz6 mediante reaccidon con acido
fluorhidrico,?*?* se extrajeron los péptidos de la resina con una

solucién acuosa de acido acético al 30% y se liofilizaron.

Purificacion de los péptidos

Los péptidos se purificaron por Cromatografia liquida de alta reso-
lucion (HPLC) en fase reversa (RP-HPLC, Pharmacia, LKB). En una
columna RP18 (Pharmacia) se aplicaron 200 pL de la muestra (0.2
mg/mL). Se eluy6 con el empleo de un sistema de gradiente A/B de
0a60%B (ATFA 0.1 % (V/V) y acetonitrilo 2 % (V/V) en H,0; B
TFA 0.05 % (V/V) en acetonitrilo), una velocidad de flujo de 0.5
mL/min; una velocidad del papel de 2 mm/min; una sensibilidad
de 1 AUFS y una temperatura de 22 °C .

Caracterizacion de los péptidos

La caracterizacion de los péptidos p17 (R-CONH,) y p18, fue
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption of Ions Time-of-Flight).?2 En un espectrometro de masas
Bruker Protein TOF-TM (USA) se aplicé un campo eléctrico de 3
nanosegundos, a una longitud de onda de 337 nm y sobre la
muestra incidié una luz laser a una intensidad de 50 pJ. La matriz

empleada fue el acido a-ciano-4-hidroxicinamico.

Recubrimiento de las placas UltramicroElisa (UMELISA)

Cada péptido se diluy6 en disolucion reguladora carbonato-bicar-
bonato, 0.05 mol/L; pH 9.6, a una concentracién de 2 pg/mL Con
esta disolucion se recubrio la fase sélida empleada, placas de
poliestireno con capacidad para 30 pL (placas UMELISA, Greiner
labortechnik, Alemania), se afiadié un volumen 15 plL/pocillo y se
incub6 durante 3 h a 37 °C . La fase sélida se lavo con una disolu-
cién amortiguadora de PBS-T (8 g de NaCl; 1.215 g de Na,HPO, = 2H,0;
0.2 g de KH,PO,; 0.2 g de NaN_; 0.5 mL de Tween-20; para un volumen
de 1 000 mL de agua destilada y pH de 7.3-7.5). A continuacion se
bloqued con una disolucién de preservo ( BSA al 1 % en PBS-Tween),
durante toda la noche a temperatura ambiente. Las placas se conserva-

ron a 4 °C, con una cubierta protectora, hasta el momento de su uso.

El antigeno natural (extracto total de T. cruzi ) de la cepa Y,
procedente de Brasil, se diluy6 en disolucién reguladora carbonato-
bicarbonato, 0.05 mol/L; pH 9.6, a una concentracion de 7 pg/mL.
Con esta disolucion se recubrio la fase solida empleada, placas de
poliestireno con capacidad para 30 pL (placas UMELISA, Greiner

labortechnik, Alemania), se afiadié un volumen 15 pL/pocillo y se
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incubd durante 3 h a 37 °C. La fase sélida se lavd con una disolucion
amortiguadora de PBS-T (8 g de NaCl; 1.215 g de Na,HPO,* 2H,0;
0.2 g de KH,PO,; 0.2 g de NaN,; 0.5 mL de Tween-20; para un
volumen de 1 000 mL de agua destilada y pH de 7.3-7.5). A
continuacion se bloqued con una disolucion de preservo (BSA al
1% en PBS-Tween), durante toda la noche a temperatura ambiente.
Las placas se conservaron a 4 °C, con una cubierta protectora,

hasta el momento de su uso.

Prueba de actividad biologica de los péptidos sintéticos del
T. cruzi en un ensayo UltramicroELISA (UMELISA).

Para la prueba de los péptidos sintéticos, las muestras a evaluar se
diluyeron 1:20 en disolucion amortiguadora Tris-HCL (15 mmol/L
de Tris; pH 7.8 y 0.05 % Tween-20) en suero de carnero al 20 %, y
se incubaron 30 min a 37 °C en las placas de reaccion. Después de
lavar tres veces con una disoluciéon amortiguadora Tris-HCL, con el
objetivo de eliminar los componentes no fijados, se adiciond un
conjugado anti-IgG humana en carnero marcada con fosfatasa
alcalina (Boehringer Mannheim GmbH, Alemania). Se incubd
nuevamente durante 30 min a 37 °Cy se realiz6 un nuevo lavado en
las mismas condiciones, para eliminar el conjugado en exceso. Se
afadid entonces el sustrato fluorigénico 4-metilumbeliferilfosfato
(Koch Light Ltd. Haverhill, Suffolk, England), el que result
hidrolizado por la enzima del conjugado, y se incubdé durante 30
min a temperatura ambiente. La fluorescencia emitida fue medida
en un fluorimetro de la serie SUMA® (PR-521, Centro de
Inmunoensayo). En todos los experimentos, se incluyeron controles

positivos y negativos, y las muestras se analizaron por duplicado.

Prueba de actividad bioldgica del antigeno natural de T. cruzi en
un ensayo UltramicroELISA (UMELISA)

Las muestras a evaluar se diluyeron 1:40 en disolucion amorti-
guadora Tris-HCL (15 mmol/L de Tris; pH 7.8 y 0.05 % Tween-20)
en suero de carnero al 20 %, y se incubaron 30 min a 37 °C en las
placas de reaccion. Después de lavar tres veces con una disolucion
amortiguadora Tris-HCL, con el objetivo de eliminar los componentes
no fijados, se adiciond un conjugado anti-IgG humana en carnero
marcada con fosfatasa alcalina (Béehringer Mannheim GmbH,
Alemania). Se incub6é nuevamente durante 30 min a 37 °C y se
realizé un nuevo lavado en las mismas condiciones, para eliminar
el conjugado en exceso. Se afiadi6 entonces el sustrato fluori-
génico 4-metilumbeliferilfosfato (Koch Light Ltd. Haverhill,
Suffolk, England), el que resultd hidrolizado por la enzima del
conjugado, y se incubé durante 30 min a temperatura ambiente.
La fluorescencia emitida fue medida en un fluorimetro de la serie
SUMA® (PR-521, Centro de Inmunoensayo. En todos los
experimentos, se incluyeron controles positivos y negativos, v las

muestras se analizaron por duplicado.

Muestras de sueros
Se estudiaron 20 muestras de sueros positivos a Chagas procedentes

del Instituto Nacional de Diagndstico e Investigacion de la Enfer-

medad de Chagas “Dr Mario Fatala Chaben”, Buenos Aires, Argentina,
positivas a anticuerpos al Trypanosoma cruzi mediante Inmuno-
fluorescencia indirecta (IFI) y Hemaglutinacién indirecta (IHA).
Ademas se evaluaron 20 muestras positivas a Leishmania, de
pacientes definidos clinica e inmunolégicamente, procedentes de
Colombia y 20 muestras de donantes sanos de un banco de sangre

(Banco de Marianao, La Habana, Cuba).

Nivel de corte
El nivel de corte utilizado para la evaluacion de la antigenicidad de

los péptidos sintéticos y el antigeno natural fue de 0.3.

El valor de relacion (VR) se definio
VR = Fi BB/P BB
Donde:
Fi  Fluorescencia de la muestra
BB Valor promedio del Blanco
P Menor valor de fluorescencia de los duplicados del Control

Positivo.

Todos los valores numéricos fueron la media de los duplicados,
expresados como el valor de relacién para cada muestra respecto al
nivel de corte (VR/NC). Las muestras fueron consideradas positivas
cuando (VR/NC ) = 1.

Resultados

Caracterizacion de los péptidos sintéticos

En el presente trabajo se seleccionaron dos regiones altamente
antigénicas del T. cruzi, para la sintesis de dos secuencias de
péptidos correspondientes a estas regiones. Asi, se sintetizaron los
péptidos p17 y p18.

El péptido p17 se sintetiz6 como amidopéptido (p17 (R-CONH,))
y como carboxilo terminal libre (p17 R-COOH). El péptido p18 sélo
se obtuvo como amidopéptido. Los rendimientos obtenidos para
los amidopéptidos p17 (R-CONH,) y p18 fueron del 95 y 90%
respectivamente, mientras que el rendimiento del péptido p17
(R-COOH) fue de un 85 % .

La pureza de los péptidos sintetizados fue comprobada por
cromatografia en fase reversa (RP-HPLC). En todos los casos se
obtuvo una sefal Gnica, que se correspondi6 con la maxima
actividad en el ensayo UMELISA.

Los amidopéptidos pl17 y pl1l8 se caracterizaron por
espectrometria de masas MALDI-TOF, y se corrobord que las masas
moleculares experimentales [M+1H]* =2272 y [M+2H]*=3707, se
correspondieron con las calculadas (M+Z= 2271 m/z) y (M+Z= 3705).

Prueba actividad biolégica de los péptidos sintéticos y el
antigeno natural

La evaluacion de los péptidos sintéticos (p17 (R-COOH),
p17(R-CONH,), p18) y el antigeno natural en un ensayo

inmunoenzimético, se llevd a cabo empleando 20 muestras
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Figura 1. Comportamiento de los péptidos sintéticos del Trypanosoma cruzi p17 (R-COOH), p17 (R-CONH,), p18 y el antigeno

natural frente a 20 muestras positivas a Chagas procedentes del Instituto Nacional de Diagndstico e Investigacién de la

Enfermedad de Chagas “Dr Mario Fatala Chaben”, Buenos Aires, Argentina. Las muestras fueron consideradas positivas

cuando (R/NC) = 1.

W Antigeno natural ™Mpl7 (R-COOH) EApl7 (R-CONH2) P18

859 863 868 872 879 880 888 892 893 902 904 912

Muestras

Figura 2. Comportamiento de los péptidos sintéticos del Trypanosoma cruzi p17 (R-COOH), p17 (R-CONH,), p18 y el antigeno

natural frente a 20 muestras negativas de donantes de un banco de sangre. Las muestras fueron consideradas positivas cuando

(R/NC) = 1.

positivas a Chagas, procedentes del Instituto Nacional de
Diagnéstico e Investigacion de la Enfermedad de Chagas “Dr Mario

Fatala Chaben”, Buenos Aires, Argentina. (Figura 1).

Como se observa los tres péptidos sintéticos y el antigeno natural
lograron una sensibilidad del 100 % frente a las muestras positivas
a Chagas (VR//NC >1). No obstante, el amidopéptido p17 (R-CONH,)
fue el de mayor inmunoreactividad con valores de (VR/NC) entre 8
y 3.5 comparado con los péptidos p17 (R-COOH) que tuvo valores
de (VR/NC) entre 7.8 a 1.5; el péptido p18 con valores de (VR/NC)

ENERO - MARZO 2003

entre 8 y 1.5 y el antigeno natural presenté valores de (VR/NC)
entre 5y 3. Con el péptido sintético p17 (R-CONH,) el valor de (VR/
NC) para los sueros positivos fue 2 veces mayor que los obtenidos
con el antigeno natural, lo que demuestra una mejor discriminacién
entre muestras positivas y negativas.

Para determinar la especificidad de los péptidos sintéticos
comparada con el antigeno natural, se evaluaron 20 muestras de
donantes sanos de un banco de sangre, como se observa en la
figura 2. Todas las muestras evaluadas resultaron negativas para

todos los antigenos.
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Figura 3. Comportamiento del péptido sintético p17(R-CONH,) y el antigeno natural frente a 17 muestras positivas a Leishmania.

Las muestras fueron consideradas positivas cuando (R/NC) = 1.

Teniendo en cuenta, los resultados de las evaluaciones de los tres
péptidos sintéticos, se decidi6 comprobar la existencia de reaccion
cruzada del amido péptido p17 (el de mayor reactividad frente a
muestras positivas a Chagas) con 17 muestras positivas a Leishmania y

los resultados fueron comparados con el antigeno natural (Figura 3).

Para las muestras de pacientes con Leishmaniasis, el péptido
sintético p17 (CONH,) presenté un 100% de especificidad
comparado con el antigeno natural. La positividad para el antigeno
natural fue de un 6% (1/17).

Discusion

En la actualidad varios investigadores en el mundo han identifica-
do determinantes antigénicos en el T cruzi. Con el desarrollo de la
tecnologia del ADN recombinante han sido obtenidas por esta
metodologia varias proteinas aisladas y secuenciadas, teniendo
una gran aplicacion en el desarrollo de vacunas asi como en el

inmunodiagndstico. 224

En la literatura aparecen reportes del uso de péptidos sintéticos,
correspondientes a regiones inmunodominantes del T cruzi, en el
inmunodiagndstico del mal de Chagas, entre ellos un Inmunoensayo
que utiliza como antigeno un péptido sintético que incluye tres
epitopos especificos del T cruzi. Este ensayo se comparé con uno
convencional que utiliza antigeno natural y se obtuvo como

resultado una sensibilidad del 93.5 % para el antigeno natural y un

100% para el ensayo con péptido sintético.?® Ademas,
recientemente se reporté la sintesis de un péptido denominado R3
que se corresponde con los aminoacidos 120- 129 del autoantigeno
Cha, el que mostrd una sensibilidad del 92.4% y una especificidad
del 100%, valores superiores a los obtenidos por otros autoantigenos
reportados con anterioridad. Los niveles de anticuerpos anti-R3 se

incrementd con la progresion de la enfermedad. 2

En el caso de los amidopéptidos los rendimientos fueron
superiores que en el carboxilo terminal porque en la sintesis hay
menos pérdida de péptido resina, ya que el procedimiento es menos

complejo.

Como se observa los tres péptidos sintéticos y el antigeno natural
lograron una sensibilidad del 100 % frente a las muestras positivas
a Chagas (VR//NC >1). No obstante, el amidopéptido p17 (R-CONH,)
fue el de mayor inmunoreactividad con valores de (VR/NC) entre 8
y 3.5 comparado con los péptidos p17 (R-COOH) que tuvo valores
de (VR/NC) entre 7.8 a 1.5; el péptido p18 con valores de (VR/NC)
entre 8 y 1.5 y el antigeno natural presenté valores de (VR/NC)
entre 5y 3. Con el péptido sintético p17 (R-CONH,) el valor de
(VR/NC) para los sueros positivos fue 2 veces mayor que los
obtenidos con el antigeno natural, lo que demuestra una mejor

discriminacion entre muestras positivas y negativas.

Los valores de VR/NC del péptido p17(R-CONH,) fueron los
mayores al compararlos contra el p17 (R-COOH, el p18 y el antigeno

natural. EL p17(R-CONH,) es una secuencia repetitiva, lo que no
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ocurre en el péptido p18, de ahi que sus valores de VR/NC sean
mayores. En la literatura entre los péptidos sintéticos que han sido
evaluados estan los correspondientes a el antigeno SAPA y a
secuencias repetitivas, con un porcentaje de sueros reactivos de
28% y 93% respectivamente, debido a que estas secuencias son
muy antigénicas.?’ Los valores son mayores en el amidopéptido que
en el carboxilo terminal libre, ya que la mayoria de los péptidos
existen en la naturaleza en forma de amidopéptidos. Al compararlo
con el antigeno natural esta diferencia en los valores puede estar
determinada por la forma en que se adsorbe el péptido a la fase
sélida empleada en el ensayo. Esta adsorcion puede garantizar una
disposicion espacial de su secuencia que permite exponer sus
determinantes antigénicos, lo cual no se ve favorecido en el
antigeno natural, ya que debido a su estructura compleja estos

determinantes antigénicos pudieran estar solapados.

La especificidad de los péptidos analizados fue de un 100%, lo

que demuestra que estos péptidos son muy especificos a Chagas.

Los péptidos sintéticos no presentaron reacciones inespecificas
con los sueros de Leishmania, mientras el antigeno natural reaccion6
con uno de ellos, lo que puede estar determinado porque el mismo
contiene toda la secuencia del T. cruzi, favoreciendo reacciones
inespecificas debido a homologia en la estructura o en la secuencia

de aminoacidos con la de otros protozoos.

Los resultados demostran la utilidad de estos péptidos sintéticos

en el inmunodiagnostico de la enfermedad de Chagas.
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