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RESUMEN

Los tripanosomas africanos T. equiperdum y T. evansi son
dos especies patdégenas del caballo con una amplia distribu-
cion en los paises en éareas tropicales y subtropicales de
Africa, Asia y parte de Europa para los primeros y en Africa,
Asia y América para los segundos. Estas especies son los
agentes etioldgicos de la Dourina o Morbo Coital Maligno y
de la Surra o Derrengadera respectivamente, estdn morfolo-
gica y antigénicamente relacionadas. Sélo es posible dife-
renciar las dos especies por la sintomatologia clinica y el
mecanismo de transmision de la infeccion, la cual es por via
coital la primera y por picadura de insectos hematéfagos la
segunda. Se prepararon hibridomas secretantes de anticuer-
pos monoclonales contra T. equiperdum y T. evansi. Se uso6
como antigenos hidrolizados totales de ambas especies y se
inocularon intraperitonealmente en ratones hembras Balb/c,
sin adjuvante. De la preparacion de los hibridomas se clona-
ron y subclonaron siete hibridomas positivos para cada una
de las especies de tripanosomas en estudio. Los anticuer-
pos monoclonales derivados de los hibridomas para ambas
especies mostraron tener relativamente bajos titulos, (1:80),
ser de la clase IgM, tener una alta reactividad cruzada con
antigenos de ambas especies y ser incapaces de reaccionar
frente antigenos separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes. Mostraron una
adecuada capacidad de reaccion frente antigenos acopla-
dos a placas de microtitulacion en ensayos de ELISA. Nues-
tros resultados demuestran y reafirman que ambas especies
son antigénicamente semejantes, probablemente relaciona-
da con la estructura de la parte glicosidica de las proteinas
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variables de superficie. Estos anticuerpos monoclonales
pueden ser Gtiles como herramientas para la identificacion y
deteccion de estas especies de tripanosomas donde ambas
especies no se encuentran en infecciones mixtas (Europa
del Este y América).

Palabras clave: Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma
evansi, Anticuerpos Monoclonales.

ABSTRACT

The African trypanosomes T. equiperdum and T. evansi are
two pathogenic species in horses with a wide distribution in
countries in tropical and subtropical areas of Africa, Asia and
part of Europe in the first case and in Africa, Asia and Amer-
ica for the second. These species are the etiological agents
of Dourine and Surra or Derrengadera respectively, both are
morphologically and antigenically related. It is only possible
to differentiate both species by the clinical symptoms and
the mechanism of transmission of the infection, which is
through coitus for T. equiperdum and by insect bites by he-
matophagous flies for T. evansi. Secreting hybrids of mono-
clonal antibodies were prepared against T. equiperdum and
T. evansi. They were used a total hydrolyzed antigens for
both species and injected in female Balb/c mice intra-
peritoneally without adjuvant. The hybridomas were cloned
and subcloned and seven positive hybridomas were ob-
tained for each trypanosome species. The monoclonal anti-
bodies for both species proved to have relatively low titles
(1:80); to be of the IgM class and to have a high cross reac-
tivity with antigens of both species. They were unable to re-
act against separated antigens in western blotting. They re-
acted appropriately against antigens in ELISA. Our results
demonstrate that both species are antigenically very similar,
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probably due to the structure of the glycosidic moiety of the VSG.
These monoclonal antibodies can be useful as tools for the identi-
fication and detection of these Trypanosoma species where they
do not occur in mixed infections (East Europe and America).

Key words: Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma evansi,
Monoclonal antibodies. Monoclonal antibodies.

INTRODUCCION

La tripanosomiasis es una de las mayores enfermeda-
des hemoparasiticas del hombre, de los animales domésticos
y silvestres, en las regiones tropicales del mundo. En 1895, en
un reporte dirigido a Sir Walter Hely-Hutchinson, Gobernador
de Natal y Zululandia, David Bruce [8] hace una descripcion de
un hematozoario tripanosomatideo encontrado en la sangre de
animales enfermos no previamente descritos en Africa.

Aln cuando, desde entonces, se ha progresado mucho en
el conocimiento de estos parasitos, estamos lejos de poder erra-
dicar los devastadores efectos que ellos causan, tanto en la sa-
lud humana como animal y por ende a la economia de los paises
donde la enfermedad es endémica. Varios factores inciden signi-
ficativamente en el reto que impone esta enfermedad: los tripa-
nosomas han desarrollado adaptaciones que le permiten evadir o
modular la respuesta inmune del hospedador, por lo cual, los in-
munoprofilacticos estan adn lejos de ser una realidad. Estos pa-
rasitos no son faciimente controlables por vias quimioterapéuti-
cas debido a sus peculiaridades metabolicas y pocas drogas
existen que no constituyan un problema para el hospedador por
sus efectos secundarios. En este aspecto, también las considera-
ciones econdmicas han sido parte de los factores condicionantes
para la falta de desarrollo y progreso [27, 30].

Trypanosoma evansi produce la Surra, el Mal de
Caderas o la Derrengadera. Es un tripanosoma patégeno de
amplia distribucion mundial con prevalencia en casi todos los
paises africanos, del Medio Oriente, del continente asiatico y
el sub-continente Latinoamericano. T. evansi es transmitido
mecanicamente por moscas hematéfagas de los géneros
Tabanus y Stomoxys [11, 19, 24, 31, 46] y vampiros (Desmo-
dus rotundus) [16]. Los caballos, burros, y camellos son los
animales mas severamente afectados, mientras que en los va-
cunos, suinos, ovinos y caprinos, la enfermedad es menos se-
vera [20, 21, 33, 37, 45]. T. evansi puede infectar a una gran
variedad de huéspedes de los cuales muchos son soélo reser-
vorios, entre ellos venados (Odocoileus gymnotis, O. chiri-
quensis, Cervus timorensis russa) y chiglires (Hydrochoerus
hydorchoeris), [2, 9, 13, 16, 38, 39, 48].

T. equiperdum es el agente causal de la Durina o Morbo
Coital Maligno, una enfermedad venérea transmitida sexual-
mente, la cual esta distribuida tanto en paises de las regiones
tropical y subtropical del mundo [1] asi como en sur y este de
Europa. En Venezuela no se ha descrito su presencia en reba-
flos de caballos.

Estas enfermedades estan separadas tanto por caracte-
risticas clinicas como epidemiolégicas, a pesar de la inherente
similitud de los agentes causales. Sin embargo, es esta seme-
janza la que incide fuertemente en el diagndstico parasitol4gi-
co diferencial, por la dificultad de detectar el organismo aun en
casos clinicamente bien definidos [32]. A partir de estos pro-
blemas se han desarrollado métodos de diagnostico basados
en coloraciones (QBC, quantitative buffy coat;) [3]; deteccion
de anticuerpos [40]; deteccion de antigenos [28] y en reaccion
en cadena de polimerasa [36]. A pesar del desarrollo de méto-
dos de diagndstico, sélo es posible diferenciar la enfermedad
mediante los signos clinicos, principalmente cuando estos es-
tan presentes en la fase aguda de la enfermedad. En el pre-
sente trabajo se describe la preparacién de anticuerpos mono-
clonales y su potencial uso en la diferenciacion de ambas es-
pecies en zonas donde las infecciones naturales no ocurren en
forma concomitante.

MATERIALES Y METODOS

Produccién y purificacion de Tripanosomas

Sangre infectada con T. equiperdum (Cepa lIstituto Zoo-
profilattico Sperimentale Dell’Abruzzo e Molise G. Caporale, Te-
ramo, ltalia) y T. evansi (Cepa obtenida de caballos salvajes del
Edo. Apure, Venezuela, gentiimente donada por el Prof. Fran-
cisco Garcia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UCV, Maracay)
ambas mantenidas bajo nitrégeno liquido, fueron descongela-
das a 37°C e inoculadas intraperitonealmente (IP) en ratas Wis-
tar. La parasitemia fue determinada cada tres dias, cuando al
menos tres tripanosomas fueron visibles en un campo micros-
cépico, las ratas fueron anestesiadas (Ketamina, KetalarR), san-
gradas y otras dos ratas fueron inoculadas IP, con la sangre
proveniente de la primera. La infeccion de las ratas fue seguida
determinando la parasitemia cada dos dias, cuando la sangre
estaba con alta parasitemia (108 a 10'° tripanosomas/mL) las
ratas fueron anestesiadas y sangradas por puncion cardiaca,
usando citrato de sodio al 3,8% como anticoagulante.

La purificacion de los tripanosomas fue realizada me-
diante el método descrito por Giardina y col. [25]. Brevemente,
la sangre anticoagulada obtenida de las ratas fue centrifugada
a 1000 x g por 10 minutos a 4°C, la capa blanca superior
(buffy coat) fue separada junto con un tercio de la capa de glé-
bulos rojos. Esta capa blanca fue resuspendida en una solu-
cién tampon PBSG (57 mM Na,HPO,4, 3 mM NaH,POy,, 43.8
mM NacCl, pH 8.0, 1% Glucosa) y centrifugada por dos o tres
veces mas separando cada vez la capa blanca con la minima
cantidad de glébulos rojos posibles, utilizando, cada vez, tubos
de centrifuga de menor diametro. Finalmente, la capa blanca y
los pocos gldbulos rojos contaminantes fueron resuspendidos
en PBSG y cargados sobre una columna de cromatografia,
conteniendo Dietil Aminoetil celulosa (DEAEc), como lecho de
separacion, previamente equilibrada con la misma solucién
tampon. La columna fue drenada con la misma solucion tam-
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pon, colectandose fracciones de 5 mL hasta que no se obser-
varon mas tripanosomas por microscopia de luz visible en con-
traste de fases. Las fracciones que contenian los tripanoso-
mas fueron reunidas y centrifugadas como se describié ante-
riormente. El sedimento de tripanosomas fue resuspendido y
lavado 2 veces en la misma solucién tampdn, separado en ali-
cuotas, centrifugado, drenado el sobrenadante y conservado
seco bajo nitrégeno liquido (-196°C) para ulteriores usos.

Produccién de anticuerpos monoclonales (AcM)

Antigeno: EIl inoculo antigénico fue preparado resus-
pendiendo 107 T. equiperdum o T. evansi en 500 pL de solu-
cién salina estéril (150 mM NacCl en H,O destilada) y congela-
do y descongelado en una mezcla de hielo seco:acetona
(-76°C) por cinco ciclos y luego homogeneizado pasandolo a
través de una aguja de inyectadora de calibre 25.

Ratones: Seis ratones singénicos Balb/c hembras, de seis
semanas de edad, se dividieron en dos grupos: uno de cuatro, al
gue se inmunizé intraperitonealmente con el inoculo antes descri-
to y otro de dos, que se inoculd con solo solucién salina estéril
como control normal, para cada especie de Tripanosoma.

Sangrado de los ratones: Los ratones inmunizados y
controles fueron sangrados por la cola. La cola de cada uno de
ellos fue limpiada con alcohol y luego se realizé un pequefio
corte bajo una de las venas caudales con un bisturi estéril.
Cincuenta pL de sangre fue sacada, la cual se incub6 a 37°C
por una hora y luego fue transferida a 4°C por 2 horas. El sue-
ro fue colectado y centrifugado a 1000 x g por 10 minutos a
4°C y finalmente ensayado para anticuerpos anti-tripanosoma
por el método de ELISA.

Preparacion de anticuerpos monoclonales: Los anti-
cuerpos monoclonales fueron preparados de acuerdo a una
modificacién de los métodos descritos previamente [17, 23, 26].
Cuatro ratones hembras Balb/c fueron inmunizados, tal como se
describié anteriormente, los dias 0, 14, 28 y un reto final fue
dado en las mismas condiciones el dia 57, tres dias antes de la
fusion. En el dia 60 el bazo fue removido quirargicamente y 108
células esplénicas lavadas, fueron fundidas con células de mie-
loma murino Sp2/0-Ag-14 en una proporcion 1:4 con polietilen-
glicol (PEG 1500) al 50% (p/p). Las células fusionadas fueron
transferidas a placas de microtitulacion y mantenidas en medio
de cultivo HAT (Hipoxantina, Aminopterina, Timina, Flow Labo-
ratories, USA) por 14 dias. El sobrenadante de cultivo de los
pozos con hibridomas en crecimiento fueron ensayados por
ELISA en placas activadas con un extracto total de T. equiper-
dum o T. evansi. Los hibridomas que reaccionaron con T. equi-
perum o T. evansi, pero no con suero de rata, fueron clonados
por dilucion limitante [54].

Ensayo inmunoenzimatico ELISA

Las placas para ELISA fueron activadas con 100 pL de
un extracto total de tripanosomas en solucién tampén carbona-
to-bicarbonato, 50 mM, pH 9.6, con una concentracion de pro-

84

teinas de 20 pg/mL. Las placas fueron incubadas a 4°C duran-
te toda la noche, luego fueron lavadas 3 veces con 300
pL/pozo de tampon fosfato salino (PBS) conteniendo 0.1% de
Tween 20 (PBST). Se colocaron 50 pL de suero con diluciones
entre 1:2 hasta 1:64 en PBST o sobrenadante de cultivo de hi-
bridomas sin diluir en cada pozo mas 1% de extracto de leva-
dura como bloqueante (PBSTY). Se incubé 45 minutos a 37°C
en camara humeda. Luego la placa de microtitulacion fue lava-
da como se describié previamente. Se afiadié un conjugado
anti raton-Peroxidasa en una dilucién final de 1:1000 en
PBSTY, se incubdé 30 minutos a 37°C, se lavdé 3 veces con
PBST. La reaccion antigeno-anticuerpo fue revelada al afiadir
50 yL OPD (Sigma Chem Co., St. Louis, MI, USA) disuelto en
tampon 50 mM fosfato-citrato pH 5.0 a una concentracion de
0.5 mg/mL y 0.02% de perdxido de hidrogeno como sustrato
de la peroxidasa. Después de 1 hora de incubacion a tempera-
tura ambiente, la reaccién fue detenida con la adicién de 50
UL de acido sulftrico 2N y la reaccién fue leida en espectrofo-
tébmetro a 492 nm. Este ensayo fue usado tanto para medir la
respuesta inmune de cada ratén (dias 28 y 60 post-indculo)
como para medir la produccién de anticuerpos monoclonales
por los hibridomas correspondientes.

Isotipo de anticuerpos monoclonales

La determinacién del isotipo de los anticuerpos monoclo-
nales fue realizada usando un conjunto de reactivos (Kit) para
la determinacidn del isotipo a anticuerpos de ratén [Immunopu-
re Monoclonal Antibody Isotyping Kit I, Pierce, Rockford, IL,
USA], mediante ELISA dependiente de antigeno, tal como lo
recomienda el fabricante.

Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes en
presencia de Sodio Dodecil Sulfato (SDS)

Muestras de ambas especies, conteniendo 107 tripano-
somas, fueron resuspendidas en solucién tampén de muestra
para electroforesis (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 2.0% SDS, 2.0%
CFmercaptoetanol, 15% Glicerol y 0.01% Azul de Bromofenol),
fueron calentadas a 100°C por 5 minutos y posteriormente en-
friadas a 4°C en hielo. Esta preparacion fue cargada en los
bolsillos de un gel de poliacrilamida de concentracion al 5% y
uno de separacion al 10% de acuerdo con el método descrito
por LaemmLi [30] (Miniprotean I, Bio Rad, USA). La separa-
cion electroforética fue realizada a 50 mA hasta que el colo-
rante marcador alcanzé el polo positivo. El gel fue tefiido con
colorante Coomassie Brilliant Blue. Se usaron estandares de
pesos moleculares de amplio rango para fines de comparacion
de los pesos moleculares de cada una de las bandas (Broad
range molecular weight std, Bio-Rad, USA).

Inmunorreaccioén sobre papel de nitrocelulosa
(Western immunoblotting)

La separacion e inmunorreaccion de los antigenos fue
realizada de acuerdo al método descrito por Towbin y col.,
[51]. La mezcla antigénica consistio de una suspension igual a



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XII, N° 2, 82-93, 2002

la descrita para la electroforesis en geles de poliacrilamida y
separada por el mismo método. Después de la separacion, las
proteinas fueron transferidas a papel de nitrocelulosa con poro
de 0,45 pm, a 100 V por 45 min en solucién tamp6n de trans-
ferencia (25 mM Tris, 190mM glicina y 20% metanol). Poste-
riormente las membranas fueron bloqueadas por 2 horas con
solucién tamp6n A de bloqueo (solucion fosfato salina 100
mM, pH 7.4, 0.05% Tween-20 conteniendo 1% polivinilpirroli-
dona, PVP-40, Sigma Chem Col., USA). El papel de nitrocelu-
losa transferido y bloqueado fue incubado con sobrenadante
de cultivo de los hibridomas positivos sin diluir, determinados
por ELISA, las membranas de nitrocelulosa fueron lavadas 3
veces con la misma solucién A y posteriormente incubadas
con un conjugado anti ratén-Peroxidasa (Sigma, Chem, Co.,
USA) diluido 1:3000. Las membranas fueron otra vez lavadas
extensamente y posteriormente incubadas con una solucién
conteniendo 0,03% de 3,3'-diaminobenzidina (Sigma Chem.
Co, USA) en tampon Tris 50 mM pH 7.5y 25 pL de peroxido
de hidrégeno al 30%, hasta que las bandas antigénicas se hi-
cieron evidentes.

Estadistica

La comparacion estadistica de las dos muestras se realizé
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA)[47] de los
valores de Densidad Optica para cada una de las especies.

RESULTADOS

Respuesta inmune de ratones contra T. equiperdum o
T. evansi.

La respuesta inmune de los ratones inoculados con
T. equiperdum o T. evansi fue evaluada por ELISA utilizando
extracto total de tripanosomas como antigeno para la activa-
cion de las placas. La respuesta inmune fue medida a los 28 y
60 dias post-inéculo con el fin de proceder posteriormente al
proceso de fusién y produccién de hibridomas. A los 28 dias
tanto los ratones inoculados con T. equiperdum como los ino-
culados con T. evansi no superaron 0.8 unidades de D. O. me-
dida a 492 nm con la minima dilucién (1:2), con un titulo mini-
mo de 1:32 para ambos grupos de ratones (No mostrados). A los
60 dias los titulos de ambos grupos se incrementaron hasta al-
canzar a 1:1280 para T. equiperdum y 1:5000 para T. evansi.
Las curvas de D.O. vs dilucion muestran una tipica tendencia

asintética hacia cero. Los sueros de los ratones control se
mantuvieron negativos con titulos que no superaron a la dilu-
cién 1:8 para D.O. no superiores a 0.2 unidades (No mostra-
dos). Con esta respuesta inmune los ratones fueron sacrifica-
dos a fin de obtener el bazo y poder realizar las fusiones co-
rrespondientes.

Aislamiento de células hibridas productoras
de anticuerpos monoclonales contra
T. equiperdum o T. evansi

La seleccién de los hibridomas en crecimiento se realizé
en un medio rico en hipoxantina, aminopterina y timina (HAT).
Los puntos de crecimiento de los hibridos fueron vistos a los 8
dias aproximadamente y los sobrenadantes fueron ensayados
cada tres dias para anticuerpos anti tripanosomas. Se aislaron
5 clones positivos para T. equiperdum y 14 para T. evansi, de
la misma forma se encontraron clones parcialmente positivos,
cuya secrecion de anticuerpos anti-tripanosoma era muy baja,
los cuales fueron descartados al igual que los clones negativos
(TABLA 1) Los hibridos positivos se clonaron de acuerdo con la
técnica de dilucién limitante y con el fin de aumentar la proba-
bilidad de crecimiento de clones simples, las células fueron di-
luidas para permitir crecimiento hasta alrededor del 40% de los
pozos solamente, lo que equivale estadisticamente a una célu-
la por pozo. De la subclonacién de los hibridos positivos se ob-
tuvieron 7 anticuerpos monoclonales para cada especie, los
cuales aparecen descritos en la TABLA Il. Estos anticuerpos
monoclonales se utilizaron ulteriormente para determinar su
reactividad frente antigenos homadlogos (la misma especie de
la cual se deriva) y heterdlogos, es decir, la otra especie de tri-
panosoma y suero de ratas.

Titulacion de anticuerpos monoclonales.
Reacciones cruzadas

Con el fin de conocer el titulo y las reacciones cruzadas
entre ambas y los anticuerpos monoclonales seleccionados se
procedi6é a determinar la reactividad de cada AcM contra anti-
genos de ambas especies y proteinas séricas de rata (TABLA
Ill) y el titulo (FIGS. 1A, 1B y 1C). En la TABLA Ill se puede
observar que los valores maximos de D.O. alcanzados de los
AcM producidos contra T. equiperdum oscilan en un rango que
varia entre 1.2 y 0.29 unidades de D.O. cuando se usa como
antigeno un extracto total del propio parasito mientras que es-

TABLA |
NUMERO DE HIBRIDOMAS POSITIVOS, PARCIALMENTE POSITIVOS Y NEGATIVOS CONTRA ANTIGENOS DE
T. equiperdum (TEQ) Y T. evansi (TEV) OBTENIDOS POR SELECCION EN MEDIO HAT. LOS CLONES POSITIVOS PARA
CADA ESPECIE FUERON SUBCLONADOS, MIENTRAS QUE LOS PARCIALMENTE POSITIVOS Y LOS NEGATIVOS
FUERON DESCARTADOS

Hibridomas
Antigeno Positivos Parcial Negativos Totales
Teq 5 14 5 24
Tev 14 7 3 24
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tos valores varian entre 1.6 y 0.55 cuando se utilizan antigenos
producidos por extracto total de T. evansi. Todos los valores fue-
ron superiores con antigenos heterélogos a excepcion de los
AcM N°. 38 y 48. Los AcM anti T. equiperdum reaccionan contra
suero de rata a un nivel equivalente al control negativo sin anti-
geno. El suero policlonal reacciona contra antigeno homélogo a
un valor promedio de lo que reaccionan los diferentes monoclo-
nales. Los AcM producidos contra T. evansi presentaron un alto
titulo, todos superaron 2 unidades de D.O. frente a antigenos ho-
mologos, mientras que sus valores oscilaron entre 0.69 y 1.9 uni-
dades contra antigenos de la especie heterdloga. Al igual que
con los AcM anti T. equiperdum, los AcM anti T. evansi reaccio-
nan contra suero de rata en forma equivalente a como reaccio-
nan en el control negativo contra PBS, sin antigeno.

Las FIGS. 1A, 1B y 1C se muestran los titulos de los
AcM contra antigenos de la especie homdloga y heterologa.
En los sobrenadantes de cultivo de hibridomas producidos
contra T. equiperdum y ensayados contra Ags homélogos y
heterdlogos (AcM: 1, 11, 42, 38, 19, 48 y 17) no supera el titu-
lo de 1:80 (FIGS. 1Ay 1B). Los sobrenadantes, de los cultivos
de hibridomas producidos contra T. evansi alcanzaron titulos
de 1:243 en todos los casos tanto contra antigenos homdlogos
como heterélogos FIGS. 1B y 1C. Los controles negativos al-
canzaron titulos de 1:8.

Determinacién de isotipo de los anticuerpos
Monoclonales

Todos los anticuerpos monoclonales seleccionados fue-
ron clasificados en términos de la clase de inmunoglobulina
mediante ELISA antigeno dependiente, utilizando anticuerpos
anti-raton isotipo-especifico. Los resultados demostraron que
todos pertenecian al isotipo IgM con cadena ligera tipo kappa.

Determinacion de la especificidad de reconocimiento de
moléculas antigénicas

Intentos repetidos (5 veces) para demostrar la especifici-
dad de reconocimiento especifico de moléculas antigénicas
mediante la reaccién antigeno-anticuerpo en membrana de ni-
trocelulosa después de la separacion mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes en
presencia de SDS fueron infructuosas, a pesar de que las mo-
léculas separadas en geles de poliacrilamida mostraron una
clara definicion de las bandas, FIG. 2.

DISCUSION

El presente estudio fue disefiado con el fin de desarrollar
anticuerpos monoclonales contra componentes celulares de T.
equiperdum y T. evansi con el proposito de utilizarlos como reac-
tivos diagndsticos y para posibles estudios de estructura funcion.

Se obtuvieron diecinueve hibridomas secretantes positi-
vos, 5 para T. equiperdum y 14 para T. evansi, a partir de cua-
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TABLA I
ANTICUERPOS MONOCLONALES, SUBCLON Y ESPECIE
DE TRIPANOSOMA DE LA CUAL SE DERIVA

AcM N° Especie
1 T. equiperdum
11 T. equiperdum
42 T. equiperdum
38 T. equiperdum
19 T. equiperdum
48 T. equiperdum
17 T. equiperdum
3 T. evansi
36 T. evansi
40 T. evansi
56 T. evansi
51 T. evansi
53 T. evansi
54 T. evansi

renta y ocho hibridomas totales TABLA I, de los cuales se sub-
clonaron siete para cada una de las especies TABLA Il

La reactividad de los AcM se ensayé mediante ELISA
utilizando antigeno homalogo, de la misma especie de tripano-
soma que le dio origen, o heterélogos, es decir, antigenos de
la otra especie en estudio o suero de rata. Los anticuerpos
monoclonales desarrollados contra T. equiperdum (N° 1, 11,
42, 38, 19, 48 y 17) mostraron una relativa baja reactividad
contra antigenos homologos TABLA Ill. De la misma forma to-
dos reaccionaron contra antigenos de la especie T. evansi.
Llama la atencion el hecho que la reaccién es mas alta, en tér-
minos de D.O., contra antigenos de la especie heteréloga que
contra los antigenos homoélogos, cuando se comparan uno a
uno (0.808 + 0.311 vs 1.018 +,335 respectivamente). La com-
paracion estadistica mediante un analisis de varianza de una
via (ANOVA) de los valores de D.O. para cada una de las es-
pecies, muestra que no hay diferencias entre ambos grupos
(F=1.472221; p=0.2483), ni dentro de los grupos. Los AcM de-
sarrollados contra T. evansi (N° 3, 36, 40, 56, 51, 53 y 54)
mostraron una alta reactividad frente a antigenos homélogos,
con una absorbancia 02 en todos los casos y una relativa baja
reactividad contra antigenos de la especie T. equiperdum. La
comparacion estadistica mediante ANOVA muestra que la di-
ferencia entre los dos grupos es altamente significativa
(F=1.32985; p=0.0011). Como es bien conocido, los tripanoso-
mas incorporan proteinas y otros factores séricos, los cuales
son utilizados tanto en los procesos metabdlicos para la gene-
racion de energia como en los de division celular, por lo tanto
se incorporo la reactividad de los AcM contra suero de rata a
fin de descartar la posibilidad de que la reactividad cruzada
entre antigenos homélogos y heterélogos fuese debida a com-
ponentes de origen hospedero. Los resultados muestran que
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TABLA Il
REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA ANTIGENOS HOMOLOGOS (AG DE TRYPANOSMA DE
LA MISMA ESPECIE) Y HETEROLOGOS (AG DE TRIPANOSOMA DE LA ESPECIE CONTRARIA Y SUERO DE RATA). LA
REACTIVIDAD FUE MEDIDA POR ELISA A UNA CONCENTRACION DE 20 mGG/mL DE AG. LOS VALORES DE MUESTRAS
TRIPLICADAS, PARA ANTIGENOS DE TRYPANOSOMAS, ESTAN EXPRESADAS CON DO4g2 MENOS DOag2 DE PBS
CONTROL. LOS CONTROLES NEGATIVOS SON LA REACTIVIDAD DE LOS ACM CONTRA SUERO DE RATA Y DEL GRUPO
DE RATONES INMUNIZADOS CON SOLUCION SALINA ESTERIL CONTRA EL ANTIGENO CONTRA
EL CUAL SE PRODUJO EL ACM

AcM Ne° Producido Contra Reactividad contra Ag de Controles
T. equiperdum T. evansi Suero Negat
11 Teq 0,864 + 0,10 1,133+ 0,30 ND 0,04
1 Teq 0,653 £ 0,07 0,910+ 1,00 0,067
42 Teq 1,264 + 0,04 1,598 + 1,10 0,062
38 Teq 0,934 £ 0,89 0,887 £ 0,27 0,058
19 Teq 1,015 + 0,53 1,225+ 0,16
48 Teq 0,632 + 0,60 0,554 + 0,38
17 Teq 0,299+ 0,14 0,824 £ 0,10 0,062
3 Tev 1,260 £ 0,21 >2 0,060
36 Tev 1,928 + 0,58 >2 0,065
40 Tev 0,691 £ 0,10 >2 ND 0,07
56 Tev 1,625+ 0,12 >2 0,067
51 Tev 1,357 + 2,38 >2 0,063
53 Tev 1,476 £ 1,19 >2 0,065
54 Tev 0,891 + 0,45 >2 0,070

NEG: Control sin antigeno. Reactividad contra PBS.

la reactividad de los AcM desarrollados por nosotros no reco-
nocen componentes antigénicos provenientes del suero de
rata (TABLA III).

Con el fin de llevar a cabo su caracterizacion se proce-
dié a titular los AcM obtenidos contra su propio antigeno (ho-
mélogo) y contra el antigeno heter6logo, como control se utili-
z6 un suero de ratén contra solucién de fosfato salino tampo-
nada (PBS). Los resultados se muestran en las FIGS. 1A, 1By
1C. En ellas puede observarse que los AcM obtenidos carecen
de especificidad de especie por cuanto reaccionan tanto con-
tra antigenos homdélogos como contra los heterélogos. En ge-
neral, en la respuesta inmune humoral de los ratones contra
antigeno de T. equiperdum, el titulo maximo obtenido no supe-
ra a 1:80. La respuesta inmune humoral contra T. evansi, me-
dida por ELISA con antigeno homologo, fue muy superior a la
gue se observo contra antigenos heterélogos (T. equiperdum),
sin embargo, es apreciable la reactividad cruzada de estos an-
ticuerpos monoclonales contra antigenos heterdlogos. La res-
puesta inmune control es semejante a la respuesta medida
con sueros de ratones negativos. La respuesta inmune humo-
ral contra tripanosomas africanos ha sido ampliamente estu-
diada, debido fundamentalmente a dos fendmenos asociados
con ésta, la variacién antigénica [15] y la inmunosupresion [12,
34, 46, 53]. La respuesta inmune mediada por anticuerpos

esta dirigida fundamentalmente contra las proteinas variables
de superficie (VSG), una glicoproteina Unica [4, 22, 43, 52] que
recubre casi a toda la poblacién de tripanosomas en un mo-
mento dado, dando lugar a la aparicién de oleadas de parasi-
temias de diferentes tipos antigénicos variables (VATS) en una
infeccion in vivo [14]. Cuando las diferentes moléculas de VSG
son expresadas en la superficie de parasitos vivientes, éstas
no reaccionan cruzadamente. Sin embargo, cuando estan puri-
ficadas o aisladas [5, 6] hay reaccion cruzada en determinan-
tes antigénicos localizados en la estructura de carbohidratos
del C terminal de las moléculas de glicoproteinas [10] lo que
estaria en concordancia con la clase de AcM obtenidos por no-
sotros, ya que se sabe que la reaccion contra carbohidratos es
fundamentalmente del tipo IgM. A su vez el amino acido del C
terminal esta unido covalentemente a etanolamina y ésta a un
oligosacarido que contiene galactosa, manosa y glucosamina
y todo anclado a glicosil-fosfatidil-inositol, GPI [18, 36, 37].
Cuando los tripanosomas son lisados, la VSG anfifilica, que
contiene un extremo hidrosoluble y el otro liposoluble, se
transforma en la forma soluble en agua [10] debido a la accion
de la fosfolipasa C enddgena, la cual corta el dimiristil (Cq4.9)
glicerol del glicolipido, liberando la VSG soluble [27]. Esta libe-
racion de la VSG esta asociada con la aparicion de un deter-
minante formado por Inositol-P0,4 que reaccionan cruzadamen-
te entre las diferentes VSGs [45].
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FIGURA 1A. REACCION CRUZADA Y TiTULO DE LOS ACM CONTRA ANTIGENOS DE T. equiperdum Y T. evansi
DETERMINADOS MEDIANTE ELISA. MAB 1, 11, 42, 38 Y 19: ACM ANTIT. equiperdum. DILUCION MAB: INVERSO DEL
TITULO. CONTROL POSITIVO: CORRESPONDE AL SUERO POLICLONAL DE RATON ANTI TRIPANOSOMA. MAB:
ANTICUERPO MONOCLONAL (ACM).
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FIGURA 1B. REACCION CRUZADA Y TITULO DE LOS ACM CONTRA ANTIGENOS DE T. equiperdum Y T. evansi
DETERMINADOS MEDIANTE ELISA. MAB 48 Y 17: ACM ANTI T. equiperdum; MAB 3, 36 Y 40 ACM ANTI T. evansi.
DILUCION MAB: INVERSO DEL TITULO. CONTROL POSITIVO: SUERO POLICLONAL DE RATON ANTI TRIPANOSOMA.
MAB: ANTICUERPO MONOCLONAL (ACM).
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FIGURA 1C. REACCION CRUZADA Y TiTULO DE LOS ACM CONTRA ANTIGENOS DE T. equiperdum Y T. evansi
DETERMINADOS MEDIANTE ELISA. MAB 56, 51 53 Y 54: ACM ANTI T. evansi. DILUCION MAB: INVERSO DEL TiTULO.
CONTROL POSITIVO: CORRESPONDE AL SUERO POLICLONAL DE RATON ANTI TRIPANOSOMA. MAB:
ANTICUERPO MONOCLONAL (ACM).
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No fue posible estudiar la respuesta inmune especifica
contra las diferentes proteinas que conforman la mezcla com-
pleja de antigenos debido a que, a pesar de los repetidos in-
tentos, no hubo reaccién inmune con las proteinas separadas
por electroforesis FIG. 2, y electronsferidas a papel de nitroce-
lulosa, probablemente debido a que los epitopos fueron des-
truidos durante el calentamiento a 100°C por 5 minutos en pre-
sencia de detergentes, lo cual, parece ser comin con algunos
anticuerpos monoclonales [7].

Nuestros resultados demuestran que ambas especies de
tripanosomas africanos son inmunolégicamente semejantes,
que, por ende, son semejantes a nivel molecular de los antige-
nos [25], lo cual hace alin mas urgente la basqueda de siste-
mas de diagnéstico diferenciales necesarios en ambientes en
los cuales ambas parasitosis ocurren concomitantemente, es-
pecialmente en paises de la Cuenca Mediterranea, Africanos y
Asiéticos. Sin embargo, en poblaciones de equinos de Améri-
ca Latina, donde T. evansi es uno de los principales problemas
de salud animal equina, los AcM producidos pueden ser Utiles
en el diagndstico de la Surra o Derrengadera. Estudios para su
uso en el disefio de sistemas de diagnostico estan en curso en
nuestro laboratorio.

CONCLUSIONES

De los resultados aqui presentados se concluye que
T. equiperdum y T. evansi estan inmunoldgicamente relaciona-
dos debido a las reacciones cruzadas que presentan los anti-
cuerpos monoclonales preparados contra ellos.

Los anticuerpos monoclonales producidos son utiles
para el diagnéstico de cualquiera de las dos especies en zonas
donde la infeccion natural no ocurre en forma concomitante.

Es importante desarrollar nuevos métodos de diagndsti-
co que permitan discriminar infecciones naturales debidas a
ambas especie.
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