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Determinacion de la presencia de
anticuerpos contra coldgeno tipo | y
IV en pacientes chagasicos

Derly Arciniegas, Mery Ortegon, Adriana Rodriguez, Marcela Mercado, Fernando Rosas,

Victor Velasco, Concepcion J. Puerta - Santafé de Bogota, Colombia

Objetivo: comparar la respuesta contra los colagenos tipo | y IV entre pacientes
infectados con Trypanosoma cruziy controles normales.

Métodos: los pacientes infectados fueron clasificados en grupo | y Il dependiendo
de si se encontraban asintomaticos (I) o tenian manifestaciones clinicas de la
enfermedad (ll). Los pacientes no infectados constituyeron el grupo control (lll). Las
muestras de suero de dichos pacientes fueron examinadas mediante pruebas de
inmunoensayo enzimatico (ELISA) y los resultados analizados mediante la prueba
de hipoétesis para proporciones entre grupos y la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA).

Resultados: el 55% de los pacientes infectados presenté reactividad frente a
colageno tipo IV, mientras el grupo control no reconocié dicho antigeno (p<0.05).
Asi mismo se encontraron diferencias (p<0.05) en la reactividad a colageno tipo IV
entre los grupos Il y | con porcentajes de 71 y 47% respectivamente. Por otra parte,
el 33% de los controles normales respondieron a colageno tipo I, en comparacion al
13% de los pacientes infectados (p<0.05).

Conclusion: puesto que el colageno tipo IV constituye una de las proteinas de la
membrana basal del miocardio, es posible que el incremento de anticuerpos anti-
colageno tipo IV desarrollados durante la fase crénica de la infeccion esté involucrado
en la patologia de la cardiopatia chagasica crénica. (Acta Med Colomb 2000;25:117-121).
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Introduccién

La enfermedad de chagas es producida por el Trypa-
nosoma cruzi y transmitida por insectos de la familia
Reduviidae. Es una parasitosis de amplia distribucion geo-
grafica que afecta aproximadamente de 10 a 20 millones
de personas en América Latina (1). Colombia no escapa a
este grave problema de salud publica presentando, seglin
la Organizacion Panamericana de la Salud, alrededor de
900.000 personas infectadas, con un 23% de la poblacion
en riesgo de contraer la enfermedad y entre 30 y 40 mil
nuevos casos anualmente (2). Adicionalmente, estudios
de prevalencia de sangre infectada con 7. cruzi en bancos
de sangre del territorio nacional, revelan como el riesgo
de infectarse con sangre contaminada con dicho parasito
es 20 veces mas grande que el riesgo de adquirir VIH y
10 veces mas elevado que el de contagiarse con hepatitis
B (3).

La enfermedad de Chagas se caracteriza por la existen-
cia de tres fases principales: (1) Un periodo agudo que en la
mayoria de los casos pasa inadvertido (2). Una fase
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colageno tipo I, colageno tipo 1V, ECM,

asintomatica, caracterizada por una baja parasitemia pero
con persistencia del parasito en 6rganos como el corazon,
visceras y nervios (3). Un periodo cronico con manifesta-
ciones cardiacas o gastrointestinales caracterizadas por la
presencia de megasindromes. En Colombia, la forma pre-
dominante es la cardiopatia, la cual evoluciona lentamente
como una cardiomiopatia inflamatoria que puede conducir
a dilatacion cardiaca severa, falla congestiva y muerte subi-
ta (1,4, 5).

Entre los mecanismos propuestos como responsables de
la patologia de las lesiones cardiacas se incluyen las reac-
ciones autoinmunes. La escasez de parasitos en las lesiones
inflamatorias cronicas (6), la presencia de activacion
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policlonal durante la infeccion aguda (7), el uso restricto de
cadenas variables en los receptores de los linfocitos infil-
trados en las lesiones cronicas (8), el aislamiento de células
T reactivas de lesiones cardiacas (9, 10), la transferencia
pasiva de células T autorreactivas (11), la infiltracion
leucocitaria del o6rgano blanco (12) y el mimetismo
molecular entre epitopes de los tejidos neuronal, cardiaco y
antigenos del parasito (13,14), son argumentos a favor de la
existencia de un mecanismo autoinmune en la enfermedad
de Chagas.

Concretamente en pacientes chagasicos se ha podido
encontrar reactividad de tipo humoral contra moléculas
como proteinas ribosomales (15-18), antigenos del reticu-
lo sarcoplasmico del musculo (19), antigenos del tejido
nervioso (14, 20-25), antigenos de los musculos liso y
estriado de las vias digestivas (26), antigenos cardiacos
como miosina y desmina (13, 27-30), antigenos de activa-
cion leucocitaria (31), proteina C reactiva (32), proteinas
de choque térmico (33), proteina basica de la mielina
(34), ribonucleoproteinas (35) y moléculas de la matriz
extracelular (ECM) como la laminina (36, 37) y algunos
sulfatidos (20).

Por otra parte, la presencia de anticuerpos dirigidos
contra componentes de la matriz extracelular (colageno,
fibronectina, proteoglicanos y componentes de la membra-
na basal como la laminina) han sido descritos en algunas
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoidea
(AR) (38) y el sindrome de Raynaud (39); estos anticuerpos
también se han evidenciado en parasitosis tales como la
filariosis (40) la leishmaniasis (37) y la enfermedad de
Chagas (41).

En el presente trabajo se determiné la reactividad contra
los colagenos tipo I y IV en pacientes chagasicos y contro-
les sanos, mediante pruebas de inmunoensayo enzimatico
(ELISA).

Material y métodos

Pacientes

Se trabajé con el suero de pacientes infectados y no
infectados con 7. cruzi, detectados mediante ELISA y
confirmados por la prueba de IFI. Estos pacientes se
dividieron en tres grupos: Grupo I: constituido por 66
donantes de sangre infectados con 7. cruzi (asintomaticos),
Grupo II: conformado por 30 pacientes de la Clinica
Shaio, con miocardiopatia chagéasica, y Grupo III: com-
puesto por 30 donantes negativos para 7. cruzi. Los sue-
ros de los grupos I y III fueron obtenidos en colaboracion
con el Dr. Jos¢ Marun Chagin, director del Banco de
Sangre de la Cruz Roja Colombiana, seccional Bogota.

Adicionalmente se obtuvieron 15 muestras de sangre de
personas sanas de aproximadamente 20 afios de edad, las
cuales no habian vivido en zonas endémicas. A partir de
dichas muestras se obtuvo el punto de corte de las pruebas
de ELISA. Este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Javeriana.
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Antigenos

Se utilizaron como antigenos en la prueba de ELISA
colageno tipo I (Sigma) de piel de ternera, colageno tipo IV
(Sigma) de placenta humana y una preparacion de matriz
extracelular (ECM gel, Sigma).

Determinacion de anticuerpos anticolageno

La presencia de anticuerpos contra el colageno tipo I, tipo
IV y ECM se determind en el suero de los grupos de estudio
mediante prueba de ELISA. Para ello, placas de 96 pozos de
poliestireno (Nunclon TM surface, Nalge Nunc, International)
fueron cubiertas con 100 pl del antigeno en buffer bicarbo-
nato de sodio 0.05 M PH 9.6, a una concentracion final de
lug/pozo. Después de ser incubados a 37°C durante tres
horas y a 4°C durante la noche, los microblastos fueron
lavados con PBS - T (PBS - Tween 20 0.1%, v/v). A conti-
nuacion, los sitios de union del pozo no saturados fueron
bloqueados con PBS - T y leche descremada al 3% (w/v)
durante una hora a 37°C.

Después de lavar los microplatos tres veces con PBS - T
se adicionaron las muestras de suero diluidas 1/50 en solu-
cion de bloqueo. Cada una de las muestras fue examinada
por triplicado.

Posteriormente las placas fueron incubadas durante una
hora a 37°C y lavadas tres veces con PBS - T. Se adicionaron
100 pl del conjugado anti IgG humana acoplado a peroxidasa
(Sigma) diluido 1/2000 en solucion de bloqueo, a cada pozo
y se incubaron las placas a 37°C por una hora. Después de
lavar tres veces con PBS-T, se adicionaron 100 pl del sustrato
(Ortofenilendiamina, OPD, Sigma). Pasados 30 min se freno
la reaccion con 50 pl de H,SO4 3M, determinandose la
densidad optica a 450 nm, en un lector de ELISA automatico
(Labsystems multiskan MCC /340). En cada microplato se
mont6d un control positivo alto, un control positivo bajo
(cercano al punto de corte) y un control negativo. Adi-
cionalmente, los niveles de "background" de la absorbancia
con PBS-T fueron sustraidos de cada una de las muestras de
suero. Las diluciones oOptimas de las muestras de suero y
conjugado, asi como la concentracion del antigeno/pozo,
fueron establecidas mediante estandarizacion de la prueba,
de manera que las mismas permitieran la maxima diferencia-
cion entre sueros positivos y negativos. El punto de corte de
la prueba se establecido como la media del valor de los sueros
controles normales (15 sueros de personas sanas no infecta-
das), mas o menos dos desviaciones estandar. La positividad
o negatividad de las muestras frente a cada antigeno fue
determinada aplicando la siguiente formula:

Indice de reactividad = Absorbancia de la muestra /
Absorbancia del control positivo bajo

Si la absorbancia de la muestra era mayor de 1, la
muestra se consideraba positiva, y menor de 1, negativa.

Analisis estadistico
La diferencia de la reactividad anticolageno tipo I, IV
y ECM, entre cada uno de los grupos de estudio se analiz6
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segun la prueba de hipdtesis para proporciones entre gru-
pos. Por otra parte, la diferencia de la reactividad de cada
uno de los grupos de estudio frente a cada antigeno fue
analizada segun la prueba de analisis de varianza
(ANOVA).

Resultados
Anticuerpos anticolageno tipo IV

El anélisis por ELISA reveld que el porcentaje de
reactividad anticolageno tipo IV fue mas alto (p <0.05) en
los pacientes infectados (grupos I y II) que en los pacientes
no infectados, con un 55%, frente a un 0% de reactividad
(Figura 1). Asi mismo, la comparacion de la reactividad del
grupo II (71%) frente al grupo III (0%), reveld que existen
diferencias entre ellos con un p <0.05. Igualmente la com-
paracion de la reactividad del grupo I (47%) frente al grupo
IIT (0%), reveld que existen diferencias entre ellos con un p
<0.05. Adicionalmente, entre los pacientes infectados, tam-
bién se encontraron diferencias (p <0.05).

Es asi como los pacientes en el estadio cronico de la
enfermedad presentaron un 71% de reactividad, mientras
los asintomaticos (grupo I) presentaron un nivel menor de
reactividad del 47%.

Anticuerpos anticolageno tipo I

El analisis por ELISA reveld que el porcentaje de la
reactividad anticolageno tipo I fue mas alto (p <0.05) en los
pacientes no infectados (grupo III) que en los pacientes
infectados (grupos Iy II), con un 33%, frente a un 13% de
reactividad (Figura 2). Asi mismo la comparacion de la
reactividad del grupo II (3%) frente al grupo III (33%),
reveld que existen diferencias entre ellos con un p <0.05.
Igualmente la comparacion de la reactividad entre el grupo
I (18%) frente al grupo III (33%) reveld que no existen
diferencias entre ellos con un p <0.05. Adicionalmente,
entre los pacientes infectados se observo que mientras los
del grupo II presentan tan so6lo un 3% de reactividad, los del
grupo I presentan una reactividad un poco mas alta del 18%
(Figura 2), encontrandose que existen diferencias entre la
respuesta frente a colageno tipo I de los dos grupos. Final-
mente, vale la pena mencionar como, independientemente
del grupo analizado, los sueros positivos no presentaron
valores altos de absorbancia.

Anticuerpos anti-ECM

El analisis por ELISA reveld que el porcentaje de
reactividad anti-ECM fue mas alto (p <0.05) en los pacien-
tes infectados (grupos I y II) que en los pacientes no infec-
tados (grupo III), con un 81 %, frente aun 43% de reactividad
(Figura 3). Asi mismo, la comparacion de la reactividad del
grupo II (80%) frente al grupo III (43%) reveld que existen
diferencias entre ellos con un p <0.05.

Igualmente, la comparacion de la reactividad del grupo I
(82%) frente al grupo IIT (43%) reveld que existen diferen-
cias entre ellos con un p <0.05. Adicionalmente, no se
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Figura 1. Reactividad anti-coldgeno tipo IV en pacientes chagdsicos cronicos,
controles normales y pacientes chagdsicos asintomaticos, determinada mediante
ELISA. La linea horizontal indica la media mds 2 SD de 15 personas sanas.
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Figura 2. Reactividad anticoldgeno tipo I en pacientes chagdsicos cronicos,
controles normales y pacientes chagdsicos asintomdticos, determinada mediante
ELISA. La linea horizontal indica la media mds 2 SD de 15 personas sanas.
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Figura 3. Reactividad anti-ECM en pacientes chagdsicos cronicos, controles
normales y pacientes chagdsicos asintomdticos, determinada mediante ELISA.
La linea horizontal indica la media mas 2 SD de 15 personas sanas.

encontraron diferencias entre los pacientes cronicos (80%)
y los asintomaticos (82%). Finalmente, llama la atencion la
presencia de niveles elevados de absorbancia en cinco de
los 13 pacientes no infectados.
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Discusién

Los cambios patologicos asociados a la fase cronica de la
enfermedad de Chagas han sido ampliamente correlacionados
con la existencia de mecanismos autoinmunes tanto de tipo
humoral como celular (8, 12, 15, 29). Es asi como numero-
sos estudios han descrito la presencia de autoanticuerpos en
el suero de pacientes chagasicos cronicos. Mas auln, reciente-
mente se ha logrado establecer un efecto directo de dichos
anticuerpos en la patologia de la enfermedad (42).

Teniendo en cuenta que los colagenos tipo I y IV se
encuentran presentes en la membrana basal del miocardio
(43), en este trabajo se determind la asociacioén entre la
presencia de anticuerpos anticoldgeno y la enfermedad de
Chagas, mediante ensayo inmunoenzimatico, ELISA. Los
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) contra colageno tipo
IV realizados con el suero de pacientes infectados y no
infectados con 7. cruzi, demostraron que la presencia de
anticuerpos anticoladgeno tipo IV se correlacionan con la
infeccion por dicho parésito.

Mas atn, dicha respuesta permiti6 establecer una dife-
rencia entre pacientes en el estadio cronico y asintomatico
de la enfermedad; se encontrd un aumento de la presencia
de dichos anticuerpos en la fase cronica.

Estudios anteriores muestran la presencia de anticuerpos
dirigidos contra componentes de la ECM tanto en desoérde-
nes autoinmunes como en enfermedades parasitarias (39).
Concretamente en la enfermedad de Chagas el unico estu-
dio reportado de reactividad anticoldgeno ha sido el de
Szarfman y cols (36). En dicho estudio se midio la
reactividad frente a coldgeno I, IIl y IV en seis pacientes
agudos y nueve pacientes cronicos procedentes de Brasil y
Argentina, no encontrandose respuesta frente a ninguno de
los tipos de colageno estudiados. La diferencia del trabajo
de Szarfman y cols (36) con los resultados obtenidos en
este estudio, puede explicarse por varias causas, 0 una
conjuncion de las mismas: (1) El namero de pacientes, (2)
El estadio de la enfermedad, (3) El origen geografico de las
muestras. En la enfermedad de Chagas se ha visto que la
prevalencia relativa de las lesiones cardiacas vs. visce-
romegalias varia dependiendo del area geografica (5) y del
origen de las moléculas utilizadas en el estudio (4). Mien-
tras Szarfman y cols (36) trabajaron con coldgeno tipo IV
procedente de sarcoma murino EHS (Engelbreth-Holm-
Swarm) y colageno tipo I procedente de piel de rata, en este
trabajo se utilizd colageno tipo IV procedente de placenta
humana y coldgeno tipo I de piel de ternera.

Por otra parte, los ensayos inmunoenzimaticos contra
colageno tipo I realizados con el suero de pacientes infecta-
dos y no infectados con 7. cruzi demostraron que la pre-
sencia de anticuerpos anticolageno I no se correlaciona en
la infeccién por el pardsito. Més aun, el porcentaje de
pacientes no infectados que responden a colageno tipo I es
mayor que el de los infectados.

Teniendo en cuenta que el ECM contiene laminina como
componente mayoritario y la presencia de anticuerpos
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antilaminina en el suero de pacientes chagasicos (35, 36,41)
en este estudio, tal como se esperaba, se encontré un mayor
porcentaje de reactividad a ECM en los pacientes infectados
que en los no infectados. Adicionalmente, no se encontraron
diferencias entre los pacientes cronicos y asintomaticos.
Igualmente, cabe anotar la correlacion observada entre
la respuesta a colageno tipo IV y ECM. Es asi como el 100
y el 75% de los pacientes de los grupos II y I respectiva-
mente, que responden a colageno tipo IV, también respon-
den a ECM, mientras que no todos los pacientes positivos a
ECM responden a colageno tipo IV, confirmandose la exis-
tencia de otras moléculas dentro del ECM inductoras de
autoanticuerpos asociados a la enfermedad de Chagas.
Con el fin de correlacionar la presencia de los anticuerpos
anticoldgeno IV en individuos infectados y la cardiomiopatia
de la enfermedad de Chagas, actualmente se estan desarro-
llando estudios para verificar la reactividad inmunoldgica
de esta molécula. Es asi como estudios preliminares de
absorcion de los sueros positivos frente a coldgeno tipo IV,
tanto con lisado del parasito, como con coldgeno tipo IV,
sugieren la presencia de reactividad cruzada entre esta
molécula de la matriz extracelular y antigenos del parasito.

Summary

Objective: to compare anti-collagen type I and IV re-
sponse between patients infected by Trypanosoma cruzi
and normal controls.

Methods: the infected patients were classified in groups
I and IT depending on they were asymptomatic (I) or symp-
tomatic (II) patients. The control group (IIT) was composed
by patients with negative serology for 7. cruzi. The sera
samples of all patients were tested by Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) and the results were ana-
lyzed by ANO VA test and hypothesis for proportions be-
tween groups test.

Results: 55% percent of infected patients had positive
reaction to the collagen IV, while the control group did not
recognized such antigen (p< 0.05). Differences were found
(p<0.05) in the reactivity of collagen IV among groups II
and I with percentages of 71 and 47 % respectively. Thirty-
three percent of normal controls reacted to collagen I,
compared to the 13% of infected patients (p<0.05).

Conclusion: since the collagen IV constitutes one of the
basal membrane proteins of the myocardium, it is possible
that the increase of antibodies developed during the chronic
phase of the infection is involved in the pathology of
chronic chagasic cardiomyopathy.

Key words: Trypanosoma cruzi, collagen type I, collagen
type 1V, autoimmunity.
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