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células eucariote (Lederkremar at al, Biochem. Biophys.
Res. Commun. , (1978), 85, 1268-1274; Eur. J. Biochem.
,(1990), 192, 337-345; J. Biol. Chem. 266 (1991), 23670-
23675.

Es interesante sefialar la presencia de galactosa en
configuracion lurandsica en el LPPG. No obslante gue
la galactosa esta extensamente distribuida en la natu-
raleza, s6lo se encuentra en configuracion piranosica en
células de mamifero, por esta razdn el huésped produ-
ce anticuerpos conlra galactosa furandsica. El disefio
de inhibidores de su biosintesis es un drea de investi-
gacitn atractiva en prograso en nuestro laboratonio
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Entre las moléculas involucradas en la adhesion y
penetracion del pardsite Trypanosoma cruzi a células
de mamifero, se ha identificado a la trans-sialidasa (TS),
una enzima capaz de transferir cido sidlico de una mo-
lécula dadora a una aceptora. La presencia de 4ci-
do sidlico es necesaria para la infeccidn del parésito a
la célula hospedadora, T. cruzf no puede sintetizar &ci-
do sialico, sin embargo lo adquiere en su supearficie por
accion de la TS, La secuencia de aminodcidos deducida
del gen que codifica para la TS de la forma tripomastigote
muastra que esta compuasta por dos dominios. La region
C-terminal inmumodominante que contiene unidades
repetitivas de 12 aminoacidos cada una. llamada SAPA
(Shed Acute Phase Antigen) que induce una fuerte res-
puesta humaral detectable en humancs y ratones poco
tiempo despues de la infeccidn. La region NH2-terminal,
donde se localiza la actividad enzimatica contiene cuatro
secuencias parcial o totalmente conservadas de la se-
cuencia consenso SXDXGXTW presente en
neuraminidasas bacterianas. Actualmente hemos iden-
tificado una familia de varos genes homdlogos de la TS.
Algunos de ellos codifican para proteinas con aclividad
engimatica y otros para productos inactivos. En estos ul-
timos, el cambio de una tirosina en la posicion 342 por
una histidina es suficiente para inactivar a la trans-
sialidasa Por experimentos de hibridizacion se detecta-
ron en las cepas RA y CL Brener aproximadamente 60
genes codificantes para proteinas inactivas y similar can-
tidad para TS activa. A nivel de ARN mensajero se de-
tectd la presencia de transcriptos codificantes para pro-
ductos activos e inactivos.

En tripomastigotes metaciclicos y epimastigotes el
4cido sidlico es incorporado por accién de la TS,
mayoritariamente en proteinas de 35/50 kDa ricas en
Thr y Ser, que son altamente O-glicosiladas constitu-
yando maoléculas del tipo de las mucinas de mamiferos.
En tripomastigotes de cultivo se han descripto este mis-
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mo tipo de moléculas pero con un peso molecular apa-
rente entre 60 y 200 kDa. Todas estas moléculas son
las principales aceptoras de acido sidlico del parasito,
hecho que las relaciona fuertemente con la invasién ca-
lular. En nuestro laboratoro hemos clonado el primear gen
codificante para una proteina del tipo mucinas da T.
cruzi. La proteina deducida presentd cuatro unidades ra-
petidas con la secuencia T(B)KP(2), flanqueadas por un
N-terminal con un probable péplido sefal y en al C-ter-
minal con una regién compatible con un anclaje del ipo
GPI como estd descripto en la mucinas del parasito. A
partir de este dato se describid una complaja familia da
genes del tipo mucina, todos ellos con un pegueno ta-
mafna entre 350 y 650 pb. Todas las proteinas deduci-
das a partir de estos genes, presentan en los primeros
24-28 aminodcidos y en los Utimos 50 aminoacidos un
alta identidad (entre 70 y 100 %), variando las regionas
cenirales tanto en secuancia como en tamafo. Se han
podido establecer entonces dos grupos: UNG CON WNA re-
gion central compuesta por elementos repetitivos en
tandem con la region consenso T(B)KP(2), variando en
el numero de estas repaticlones y el otro sin elementos
repetitivos pero con una region central enriquacida en
residuos de Thr, Ser v Pro. Analisis de northem blots
presentan una gruesa banda de un tamafio de 1000
bases, tanto en epimastigotes como tripomastigotes.

Finalmente ulilizando un anticuerpa manoclonal que
reconoce especilicamente los epitopes da carbohidratos
de las mucinas de T. cruzi y un suero dirigido contra la
proteina recombinante expresada a partir de uno de los
genes clonados en un sistema bacteriano, por experi-
mentos de inmunopracipitacion y western blot sa
comelaciond a esta familia de genes de mucinas como los
codificantes de las mucinas descriptas en al parasito.
También s& demosird que cuando estos gensas son ex-
presados en sistemas eucariotes el producto obtenido se
comporta como una mucina de mamifarc. Financiado por
SAREC (Suecia), el TORMWHO y la Universidad de Bue-
nos Aires.
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A chemiluminescent (CL)-ELISA method, using a
purified trypomastigote glycoconjugale (A&T antigan)(1}
and an epimasfigote preparation (EpEx antigen)(1}, was
developed aiming al a precise diagnosis of Chagas’ dis-



ease in blood banks. Using a panel of 100 Chagasic sera
{ChS) and 1,000 normal human sera (NHS), both anti-
gens remarkable sensitivity, with the lowest reactive ChS
giving a response about fwo times as high as that of the
average reactivity of NHS + 10 standard deviations (SDs)
(CL-ELISA cutoff). No reactivity with both antigens was
found with =era from patients with other infections or
autoimmune diseases. In contrast to EpEx, howsever, AST
showed ta be highly specific since no cross-reactivity was
observed with sera from patients with visceral and cuta-
neous leishmaniases, and systemic mycoses. Also, a
panel of 115 sera with inconclusive primary (IHA and
ELISA) conventional serclogy (CS) for Chagas’ disease
was simultanecusly tesled in CL-ELISA with both A&T
and EpEx. One hundred and one sera (87.8%) ware
negalive with A&T; 95 sera (B2.6%) wera negative with
EpEx. Fourteen sera (12.2%) gave positive reaction with
A&T: 20 sera (17.4%) were negative for EpEx. None af
the sera gave inconclusive result with both CL-ELISA
tests. This panel was also lested with 8 conventional
serology tests (1 HA, 1 |IF, 5 ELISAs and 1 Weslem-blot-
ting), all based on epimastigote antigenic preparations.
In this case, the number of inconclusive reactions varied
from 7 (9% to 68 sera (79.1%). We had previously re-
ported (2) thal nonspecilic reactions are responsible for
most of the discrepancy between CS and CL-ELISA. In-
deed, the majority of inconclusive reactions in C5 tests
are due to either nonparasitic antigens, added as assay
reagents (i.e. skim milk), or o nonspecific polycional B
cell activation {2).

We have also been using the A&T CL-ELISA for
monitoring the chemaotherapy of patients with chronic
Chagas' disease. In a recent study (3), we found that 58%
of banznidazole-treated palients showed negative result
with ALT CL-ELISA 36 months after tha end of the
treatment. In contrast, only 3 (5%) of the placebo-trealed
patienis had a negative reaction with A&T. The CS (IIF,
IHA and ELISA), howevear, was still positive for all patients
despite a genaral decrease of the serum titres in the
benznidazole-treated group. These results agree with
aur present observation that ca. 50% of a group of
treated chronic patients had negative reactions with A&T
CL-ELISA 3-5 years alter the end of the chamotharapy.
In contrast, the CS showed in all cases to be either
inconclusive or positive. Whether tha A&T-negative
patients still have circulating parasites could only be
assassed by xenodiagnosis andior indirect hemoculture.
So far no parasitemia has been detected in the A&T-
negative patients. Therafore, we conclude that the AAT
and EpEx CL-ELISA lests, assayed in parallel, can be
introduced in blood banks for a reliable diagnosis of
Chagas' diseasa. Moreover, the AT CL-ELISA alone can
also ba used in monitoring  the treatment of chronic
Chagas' disease. Supported by WHO/TDR, Project no.
940244; and FAPESP (Brazil), Felowship no. 96/4260-0
1. Almeida, 1.C, Covas, D.T., Soussumi, L.M.T. and
Travassos, L.R. (1887) Augus! issue, in press.

2. Almeida, 1.C., Salles, Santos, M.L.P.. Sabino, EC.,

Saar-Alquezar, Oliveira, T.G. and Travassos, L.R.

[(1995) Mam. Inst. Oswaldo Cruz 90:72-74.
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0 tratamento da infecgio pelo Trypanosoma cruf
na fase aguda tem sido amplameante aceilo e recomen-
dado, inclusive como profilaxia nos casos de acidentes
de laboratdrio, a ser feito o mais rapido possivel, O
tratamento de infecglos cronicas recentes (criangas e
adolescentes) é também preconizado, sendo eficaz em
cerca de 60% dos casos, a julgar exames parasilologicos
& de sarologia convencional (SC) negativos. No entanto,
tratar pacientes na fase cronica da infecgio permanece
tamna controverso, por serem as drogas comercialmente
disponéveis toxicas e apenas parcialmente ativas. A
resisténcia do clinico em tratar no ambulatorio o chagasico
crinico assintomatico, se deve ainda a dificuldade em se
avaliar a eficicia da conduta @ os custos risco-banefécio.
Mds liberados pelo Food and Drug Administration na
America do Nore, a necessidade desses medicamentos
tem gerado transtomos & dificuldades no tratamento de
infecgios agudas acidentais (nos EUA e Europa). Na ten-
lativa de desenvolver métodos complementares mais
praticos e confiaveis para monitorar a terapéutica espa-
cifica e diagnosticar infecgioes crinicas, temos astudado
dilerentes testes serclogicos, em paralelo com
hemoculturas repetidas. Testes de hemoculluras e
xenodiagndstico sio em geral negativos apos terapéuti-
ca na presenca de persistente SC positiva, dado interpra-
tado como fracasso terapéutico. No entanto, com base
em estudos experimentais em camundongos imunizados
com antigenos especificos, mas nunca infectados, e da
pacientes tratados, demonstramos que SC
persistentemente positiva pode ccorrar na auséncia de
infecgdo. Como método serologico alternative mais
adequado para monitorar terapéutica espeacifica, inicial-
mente usamos como antigeno tripomastigotas vivos nos
testes de lise mediada por complemento{LMCo), de
imunofluorescéncia indireta, positivos apenas nos
hospadairos infectados (J. Immunology, 1982; Trans. R.
Soc trop. Med. Hyg, 1982). Dificuldades técnicas na
oblengio & manuseio de parasitas altamente virulentos
e do teste de LMCo, resultaram em trabalhos para
padronizar ELISA com anligenos de scbrenadante de
culturas ishedadosi de tripomastigotas vivos, antigenos
purificados inclusive a fragio F2 (Rev.soc Bras med
trop.1993), além de antigenos recombinantes do T.eruzi
{J. Clin. Microb., 1995) negativos em =30% dos pacien-
tes chagasicos tratados. Sua auséncia & considarada
indicativo de cura, mesmo se a SC permanace positi-
va. Para excluir possiveis parasitemias subpatentas



