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Introducción 1

Introducción:

l. La enfermedad de Chagas.

l.l Descripción General.

El protozoario flagelado Trypanosoma cruzí es el parásito causal de la enfermedad de
Chagas. El agente etiológico fue descripto por primera vez en 1909 por Carlos Chagas.
Considerada una de las parasitosis mas importantes de América Latina, se extiende desde el
paralelo 42 norte hasta el 46 sur. Se estima que 90 millones de personas están bajo riesgo
de infección (WHO, 1991). Los vectores de la enfermedad pertenecen a la familia
Reduvidae, y en Argentina la especie de importancia epidemiológica es Tríatoma ínfestans
(Abalos, 1972), conocida como vinchuca. La distribución de la parasitosis se superpone con
la distribución geográfica del vector debido a que está asociada a factores socio­
económicos de pobreza que favorecen su instalación en la vivienda humana.
El hombre habitualmente se infecta con Tcruzí a través de los tripomastigotes infectivos
contenidos en las deyecciones del vector. A pesar que la transmisión vectorial es la mas
importante, cabe destacar que las transfusiones de sangre, la transmisión transplacentaria y
el transplante de órganos son también mecanismos de transmisión (Pinto Diaz 1984;
Rosenstein-Campanini y col., 1992).

1.2 Etapas de la enfermedad.

La enfermedad se manifiesta en sólo un 5 % de los individuos infectados y generalmente
las manifestaciones clínicas mas severas ocurren en niños menores de 2 años.

Los sintomas más comunes suelen ser fiebres, cefaleas, irritabilidad, un cuadro general muy
parecido al de un estado gripal. Al penetrar en el huésped, el parásito produce una
inflamación local llamada “chagoma”. Si el parásito entra através de la conjuntiva o la piel
periorbitaria, se desarrolla el complejo oftalmoganglionar o Signo de Romaña. Este signo
típico de la enfermedad, se detecta en aproximadamente el 90% de los casos de infección
reciente (WHO, 1991).
La mayoría de los casos fatales presentan daños cardíacos severos y/o meningoencefalitis
chagásica principalmente en el primer mes de la enfermedad.
La etapa aguda, que dura entre 40 y 60 días, se caracteriza por una parasitemia elevada y
disminuye hasta niveles prácticamente indetectables al entrar en la etapa crónica. Durante
esta fase la infección puede permanecer por décadas sin manifestarse clínicamente. El 20%
de los pacientes crónicos pueden desarrollar formas típicas de la enfermedad de Chagas,
estas son megavisceras, cardiopatías, afecciones neurológicas, hipertrofia y dilatación del
tubo digestivo (De Rezende y Luquetti, 1994; Puigbó y col., 1992). En nuestro país la
sintomatología más frecuente es la miocardiopatía chagásica (Schmuñis, 1994).
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Existe otra etapa ubicada entre las mencionadas anteriormente, denominada fase
indeterminada. Esta aparece entre 8 y 10 semanas transcurrido el período agudo. Su nombre
se debe a que carece de manifestaciones clínicas, aunque los pacientes mantienen su
serología positiva. Cabe destacar que solo el 20-60% de los mismos son
parasitológicamente positivos, cuando se los estudia por xenodiagnóstico, ya que los
parásitos circulantes son de difícil detección. Aproximadamente el 70% de los infectados
permanecen en la misma condición de enfermedad no progresiva durante el resto de su
Vida.

La transmisión transplacentaria puede ocurrir tanto en las etapas aguda, indeterminada o
crónica de la infección materna. Aproximadamente entre 0.5-3.5% de los hijos de madres
chagásicas, nacen infectados.

2. Biología de los tríganosomas.

2.1 Ubicación Sistemática.

La ubicación de Trypanosoma cruzí es, según Levine y col. (1980), la siguiente :

SUBREINO PROTOZOA
PHYLUM SARCOMASTIGOPHORA
SUBPHYLUM MASTIGOPHORA
CLASE ZOOMASTIGOPHORA
SUBORDEN TRYPANOSOMATINA
FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

GENERO Trypanosoma
SUBGENERO Schyzotrypanum
ESPECIE cruzí

2.2 Ciclo de Vida y estadios.

Tcruzi posee un ciclo de Vida complejo, involucrando un huésped mamífero y uno
invertebrado. El invertebrado es un insecto de la Familia Reduviidae, siendo los géneros
más importantes Tríatoma, Panstrongylus y Rhodníus. Debido a sus hábitos hematófagos,
el insecto se infecta al ingerir tripomastigotes sanguíneos cuando se alimenta de un
mamífero infectado. Estos tripomastigotes ingeridos se diferencian a epimastigotes que se
dividen por fisión binaria y migran por el tracto digestivo hasta la ampolla rectal donde se
diferencian a tripomastigotes metacíclicos. Ambos estadios son eliminados en las
deyecciones del insecto vector.
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La forma infectante para el mamífero es el tripomastigote metacíclico. Estos penetran
atravesando las mucosas, o bien por lesiones propias de la piel. Cuando los metaciclicos
entran en la circulación, infectan células nucleadas donde se diferencian a amastigotes con
capacidad de dividirse por fisión binaria y posteriormante se diferencian a tripomastigotes,
quedando libres por ruptura celular. Los tripomastigotes en la circulación pueden infectar
nuevas células, extendiendo así la infección en el organismo.

2.3 Características Generales.

Los tripanosomas son protozoos parásitos de considerable importancia médica y
veterinaria, debido a que son agentes causales de enfermedades crónicas en el hombre y los
animales. De las enfermedades producidas por los tripanosomas las mas estudiadas son las
de Chagas y la tripanosomiasis africana o “enfermedad del sueño”. Esta última producida
por distintas subespecies de Trypanosona brucei.
En cuanto a Tcruzí, existen evidencias, como el análisis de polimorfismo de marcadores
del ADN (rADN, genes de mini-exones, etc) que indicarían que se trata de 2 grupos
discretos, con una alta divergencia filogenética (Souto R. y col., 1996).
Comparando formas sanguíneas de distintas cepas se detectaron diferencias en la
morfología (Brener, 1965, 1973), las cuales podrían llegar a denotar diferencias fisiológicas
(Brener, 1973). También se encontraron diferencias en la infectividad a distintos tipos de
células (Doyle, Daniel y Dvorak, 1983), en las curvas de parasitemia (Brener, Chiari y
Alvarenga, 1974 ; Avila, Avila y Muñoz, 1984), en la patogenicidad en ratones (Postan,
Daniel y Dvorak, 1983), en las características de unión a anticuerpos monoclonales
(Kirchhoff y col., 1984), en la cinética de crecimiento (Dvorak, Hartman y Miles, 1980) y
en la sensibilidad a distintas drogas (Brener, Costa y Chiari, 1976; Freeman, Wilson y
Kazan, 1975 ; Avila, Avila y Muñoz, 1981).
En cuanto a las características bioquímicas, se encontraron diferencias en la composición
antigénica (Nussenzweig, Deane y Kloetzel, 1963; Katteridge, 1975; Gonzalez y col., 1984;
Kirchhoff y col., 1984), en el metabolismo oxidativo y el contenido de diferentes enzimas
(Engel, Doyle y Dvorak, 1990), en los patrones de isoenzimas (Miles y col., 1977;
Tibayrenc y Ayala, 1988), en los patrones de fragmentos de restricción del ADN
kinetoplástico ( Morel y col., 1980) y en el contenido de ADN por organismo (Dvorak y
col., 1982; Engman y col., 1987; Henriksson y col., 1990).
Los estudios básicos realizados en tripanosomátidos en las últimas décadas, han
posibilitado el descubrimiento de novedosos sistemas biológicos que parecen ser
particulares de estos parásitos o han sido descriptos en ellos por primera vez. Tal es el caso
de la presencia de una organela denominada glicosoma, donde se encuentran las enzimas
glicolíticas, normalmente presentes en el citoplasma de otras células (Opperdoes y Borst,
1977) y una estructura de ADN mitocondrial o ADN kinetoplástico (ADNk) formando una
gran malla de moléculas concatenadas (Borst y Hoeijmakers, 1979).
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También se describieron mecanismos moleculares particulares tales como el sistema de
transcripción discontinua (De Lang y col., 1984), el mecanismo de variación antigénica en
tripanosomas africanos (Cross, 1979; Vickerman, 1978) y la edición del ARN mensajero
(Benne y col., 1986).

3. Diagnóstico.

Para realizar el diagnóstico de certeza de la enfermedad de Chagas se debe discriminar en
qué etapa de 1ainfección se encuentra el paciente.
Debido a que en la etapa aguda de la infección la parasitemia es elevada, el método de
elección es la búsqueda de tripomastigotes en sangre periférica. En la etapa crónica de la
enfermedad, los parásitos circulantes son de dificil detección por lo tanto la sensibilidad del
xenodiagnóstico y demás métodos similares están reducidas. Los métodos utilizados de
rutina son los serológicos, y los más comúnmente empleados son IFI (inmunofluorescencia
indirecta), ELISA, IHA, DA (hemoaglutinación directa e indirecta) y fijación de
complemento (WHO, 1991).

4.Tratamiento.

El tratamiento antiparasitario en humanos ha resultado eficaz en los casos agudos, aunque
se ha comunicado que en niños con infección congénita el mismo puede ser efectivo por lo
menos durante los primeros 16 meses de adquirida la infección (Freilij y col., 1994).
Existen actualmente 2 drogas utilizadas, el nifurtimox (Lampit, Bayer) y el benznidazol
(Radanil, Roche). Ambas pueden producir severos signos de intolerancia.

5. La interacción garásito-hosgedador.

5.1 Hidratos de carbono de superficie de Tcruzi.

En todos los estadios del parásito ha sido estudiada la presencia de carbohidratos en la
superficie de Tcruzí (Alves y Colli, 1974; Pereira y col., 1980). Se han descripto y
caracterizado numerosos ligandos para lectinas (Pereira y col., 1980; Katzin y Colli,
1983). Una gran proporción de proteínas de superficie detectadas en Tcruzí son
glicoproteínas, debido a su probada afinidad por diferentes lectinas (Andrews, Katzin y
Colli, 1984). Una característica de interés en cuanto a la descripción de todas estas
glicoproteínas de membrana del parásito, es la existencia de sialoglicoconjugados en la
superficie de Tcruzi. El tratamiento del parásito con sialidasa provoca diferentes efectos,
tales como: elimina la aglutinación celular inducida por lectinas (Pereira y col., 1980), hace
a los tripomastigotes susceptibles al reconocimiento por la Víaalternativa del complemento
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(Kipnis y col., 1981), estimula el ingreso de los tripomastigotes a macrófagos y reduce la
carga negativa de la superficie celular del parásito (Souto-Padrón y De Souza, 1985).
Estudios independientes han identificado ácido siálico y sialilglicolípidos en epimastigotes
(Couto y col., 1985).

5.2 El ácido siálico.

Los ácidos siálicos forman una familia de azúcares con un carboxilo en el carbono 9 y se lo
encuentra usualmente como monosacáridos terminales (excepcionalmente se los encuentra
formando una rama) de oligosacáridos de células animales. Se han descripto al menos 39
especies diferentes de ácidos siálicos, debido a las diferentes sustituciones a nivel de los
carbonos 4, 5, 7, 8 y 9 (Varki, 1992). El más común es el N-acetil neuramínico (NeuSAc)
que se encuentra en la mayoría de los animales, desde los equinodermos hasta el hombre y
ciertas bacterias (Schauer, 1985 y Varki, 1992). El ácido siálico forma uniones de tipo oz
glicosídicas con Gal, GalNAc, GlcNAc y ácidos siálicos, tanto en oligosacáridos,
polisacáridos como en glicoconjugados. Usualmente la unión entre dos ácidos siálicos es de
tipo oz 2-8, pero en los hidratos de carbono de tipo complejo, el ácido siálico se une

principalmente a galactosa por uniones del tipo 0((2-3) o (XQ-6)(Schauer, 1985). El ácido
siálico es removido de los glicoconjugados por acción de las sialidasas y trans-sialidasas.

5.3 Roles biológicos del ácido siálico.

La distribución de los hidratos de carbono de las membranas biológicas es asimétrica. Los
residuos de ácido siálico se suelen encontrar en los extremos de las cadenas laterales de los

carbohidratos expuestos al exterior celular, en una localización apropiada como para estar
involucrados en interacciones con otras células y con sustratos solubles (Corfield y
Schauen, 1982).
Se han descripto ácidos siálicos involucrados en interacciones intercelulares (Stamenkovic
y col., 1991), adhesión a sustratos (Varki, 1992), desarrollo neuronal (Zhang, Miller, y
Rutishauser, 1992), cáncer (Passantini y Hart, 1988), resistencia al complemento (Nairn y
col., 1988), mantenimiento de glóbulos rojos en circulación (Jancik, 1978), patologías
microbianas (Corfield y Schauer, 1982) e invasión celular (Schenkman y col., 1993).
Estas moléculas juegan un rol conflictivo en las infecciones virales y microbianas,
previniendo o facilitando la adhesión e invasión de las células blanco. Por ejemplo, los
lipopolisacáridos de Neíssería gonorrhoeae, pueden ser sialidados por una sialiltransferasa.
Esta reacción la protege del complemento, reduce la opsonización fagocítica de los
neutrófilos como también la intemalización por las células epiteliales (Kim y col., 1993).
Sin embargo, algunas bacterias, parásitos y virus utilizan el ácido siálico de la superficie
celular, como un receptor para la entrada y/o anclaje de las células. Mycoplasma
pneumoniae y algunas bacterias con pili, como Escherichia coli se unen a las células
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epiteliales a través del acido siálico (Rafiee y col., 1991; Schenkman y col., 1994). Otro
ejemplo es el virus Influenza y otros virus con envoltura, que interactúan con el ácido
siálico de la célula huésped via moléculas de hemoaglutinina. Numerosas observaciones
sugieren que el ácido sialico juega un rol importante en la invasión celular de las formas
sanguíneas y matacíclicas. Pereira y col. (1985) identificaron la trans-sialidasa en la
superficie de tripomastigotes de Tcruzí y trabajos posteriores de otros grupos basándose en
la habilidad del anticuerpo monoclonal contra Ssp-3 (epitope estadio-específico) de
prevenir la invasión celular, mostraron que el ácido sialico era necesario para producir
dicha invasión (Ciavaglia y col., 1993; Ming y col., 1993; Schenkman y col., 1993). Es por
ello, que nos interesa el estudio minucioso de esta enzima.

5.4 Concepto de trans-sialidación en Tcruzí.

Como se describió anteriormente, el ácido siálico es un componente importante de la
membrana de Tcruzí. Sin embargo es incapaz de sintetizarlo a partir de precursores como
N- acetil-[3H]-D-manosamina o [3H]-acetato (Schauer y col., 1983). En 1985 los trabajos
de Previato y colaboradores, permitieron describir un camino alternativo de incorporación
del ácido siálico (Previato y col., 1985). Se demostró que los epimastigotes que crecían en
suero fetal, que contiene glicoconjugados, se pegaban a aglutinina de germen de trigo
(WGA) (lectina que reconoce residuos de ácido sialico). No sucedía así, si los
epimastigotes eran crecidos en ausencia de sialoglicoconjugados. Además, luego de tratar a
los parásitos con sialidasa bacteriana, los mismos recuperaban el ácido siálico a partir de
fetuína o sialil-lactosa, pero no a partir de ácido siálico libre. Esta reacción ocurría también
en presencia de inhibidores de la producción de energía, por lo tanto los autores
propusieron que los residuos de ácido siálico eran transferidos a componentes de Tcruzi, a
través de una reacción de trans-glicosilación (Previato y col., 1985). Este mecanismo
difiere de las sialil-transferasas de eucariotas que utilizan CMP-sialico como dador y se
encuentra normalmente en el aparato de Golgi de la célula. La misma actividad trans­
glicosilasa fue descripta luego en tripomastigotes (Zingales y col., 1987).
Se propuso como hipótesis que la sialidación de los componentes de superficie de Tcruzí
(via reacción de trans-glicosidasa) estaba involucrada en la relación parásito-célula­
hospedador. A partir de estos hallazgos se utilizó el término de trans-sialidasa (TS) para la
enzima sialil-trans-glicosidasa de Tcruzi. Es importante aclarar que todas las sialidasas son
sialil-trans-glicosidasas que transfieren los residuos de ácido siálico al agua. En la práctica,
sin embargo, se aplica el término de sialil-trans-glicosidasas a las enzimas capaces de
transferir los residuos de ácido siálico a aceptores que están presentes en concentraciones
mucho menores que el agua.
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6. La trans-síalidasa de T.cruzi.

Algunos tripanosomátidos expresan una enzima única involucrada en el metabolismo del
ácido siálico. Esta enzima llamada trans-sialidasa (TS) cataliza la transferencia de ácido
siálico de los glicoconjugados del hospedador a moléculas aceptoras de la membrana del
parásito. Preferencialmente transfiere un residuo de ácido siálico en la posición oz(2-3), a
una galactosa terminal como molécula aceptora.
En tripanosomas africanos, la TS está presente solamente en las formas que se encuentran
en el vector (insecto). En Tcruzi la enzima se expresa tanto en las formas del insecto como
en las del hospedador mamífero. La enzima está bioquímicamente caracterizada y los genes
codificantes clonados.

6.1 Estructura proteica.

La TS de tripomastigotes fue purificada por cromatografia de afinidad usando anticuerpos
poli y monoclonales inmovilizados (Parodi y col., 1992; Schenkman y col., 1992; Scodder
y col., 1993). La proteína nativa y la purificada forman agregados multiméricos de una
masa molecular de 400 kDa, que desnaturalizado, migra como múltiples bandas que van
desde los 100 hasta los 220kDa en geles SDS-PAGE (Schenkman y col.,1992 ; Pereira y
col., 1992).Las bandas pueden variar en número y peso molecular relativo (Mr),
dependiendo de la cepa del parásito. La TS está unida a la membrana del parásito por un
ancla de glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (Agusti y col., 1997) y es liberada al medio
(Pollevick y col., 1991).
La TS de las formas metacíclica del parásito, tiene características antigénicas similares a la
de la enzima de tripomastigotes. Es liberada al medio y su Mr es de 150-200 kDa (Chaves y
col., 1993).
La secuencia deducida de estas glicoproteínas muestra que poseen 2 dominios principales
(Cazzulo y Frash, 1992). El dominio C-terminal, SAPA (‘shed acute-phase
antigen’[Affranchino y col., 1989), está formado por un número variable de repeticiones en
tandem de 12 aminoácidos de longitud. Se comporta de manera inmunodominante y no es
requerido para la actividad enzimática (Schenkman y col., 1994 ; Campetella y col., 1994)
Ver esquema 1.
La actividad enzimática está localizada en el dominio N terminal (Campetella y col., 1994 ;
Schenkman y col., 1994), que contiene 4 veces el motivo de neuraminidasa (NA) bacteriana
("Asp Boxes”), parcial o totalmente conservados.
La enzima de epimastigotes, difiere de las otras anteriores. Es monomérica, no es liberada
al medio (Chaves y col., 1993) y no contiene SAPA.
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Esquema l. Representación esquemática de la trans-sialidasa de tripomastigotes de Tcruzí,
mostrando sus 2 dominios independientes. La secuencia marcada corresponde a una unidad
de repetición. Abajo se muestran las construcciones utilizadas para demostrar la
independencia funcional de los dominios enzimático (TS) y repetitivo (SAPA).
GPI: señal para anclaje a membrana por glicofosfatidilinositol.

6.2 Estructura génica

Los genes codificantes de la TS, tanto de tripomasigotes como de epimastigotes, se
encuentran en múltiples copias en el genoma (Macina y col., 1989; Pereira y col., 1991),
algunos de ellos se encuentran en tandem (Uemura y Schenkman, 1992) y sobre diferentes
cromosomas (Henriksson y col., 1990). Estos genes pertenecen a una superfamilia (Parodi
y col., 1992; Campetella y 001., 1992), conteniendo cientos de copias y con la mayoría de
ellos sin actividad enzimática en sus productos.
La superfamilia comprende 4 subfamilias definidas por la presencia de motivos
conservados. La que nos incumbe en este trabajo es la número l; esta incluye TCNA
(Pereira y col., 1991), “shed acute-phase antigen” (SAPA) (Affranchino y col., 1989;
Pollevik y col., 1991) y los clones 154 y l2l (Uemura y col., 1992). Todos los miembros de
esta familia poseen en las mismas posiciones, 3 “Asp boxes” conservadas, un dominio Fn3
conteniendo una “Asp boxe” degenerada y una secuencia altamente conservada con el
motivo: VTVXNVXLYNR, localizada casi al final del dominio catalitico.
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6.3 Antigenicidad de la TS.

Como se mencionó anteriormente, existen dos etapas bien definidas en la enfermedad de
Chagas. La etapa aguda, se caracteriza por la presencia de una fuerte respuesta
inmunológica contra el dominio C-terminal o SAPA. Esto ocurre también en infecciones
murinas y congénitas (Affranchino y col., 1989; Reyes y col., 1990; Leguizamón y col.,
1991, 1994, 1997). Es por ello que se considera a SAPA, la porción inmunodominante de la
enzima (Cazzulo y col., 1992). Sin embargo, la respuesta anti SAPA es incapaz de
neutralizar la actividad enzimática de la TS (Parodi y col., 1992), sugiriendo que este
dominio estaría involucrado en otros procesos.
En un primer momento, se sugirió que SAPA, estaria jugando un rol de distracción del
sistema inmune del hospedador, para impedir o retrasar una respuesta humoral neutralizante
contra el dominio catalítico. Estudios recientes, han demostrado que, en una primer etapa
SAPA aumenta la persistencia de la actividad de trans-sialidasa en sangre y luego
promueve la respuesta humoral contra otro/s epitope/s presente en el dominio catalítico,
capaz de inhibir la actividad de trans-sialidasa (Buscaglia y col., 1998).
En humanos con infecciones crónicas, es posible encontrar anticuerpos dirigidos contra el
dominio catalítico, mostrando actividad neutralizante (Leguizamón y col., 1994). Estos
pueden ser detectados utilizando un ensayo creado en nuestro laboratorio denominado TIA
(ensayo de inhibición de la TS). Otro trabajo demostró que ratones infectados con una cepa
de Tcruzí que puede ser controlada, en la cual el hospedador no muere, producen
anticuerpos capaces de neutralizar la actividad de TS ( Leguizamón y col., 1994).
Por último, los conejos infectados Tcruzi y los ratones inoculados con TS-alúmina por via
intravenosa, producen anticuerpos neutralizantes de la actividad de TS (Buscaglia y col.,
1998; Leguizamón y col.,l994).

7. Bibliotecas combinatorías.

7.1 Generalidades.

La mayoría de los eventos fisiológicos dependen de la interacción entre moléculas. La
identificación, clonado y expresión de los genes involucrados es crucial para entender los
mecanismos moleculares de esas interacciones, como también la producción de
componentes de valor terapéutico.
Es prácticamente un trabajo de rutina, el aislar genes a partir de bibliotecas genómicas o de
expresión, construidas por técnicas de ADN recombinante. Normalmente estas bibliotecas,
como las del fago kgtll (Young y Davis, 1983) poseen un título de 105-106 clones
independientes/ml. Es de esperar que las secuencias que estén menos representadas que
1/105 serán fácilmente pasadas por alto. Sin embargo el uso de bibliotecas con títulos de
entre 1012-1014clones/ml facilitarian dicha tarea.
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En los últimos años la generación de grandes ‘repertorios’ de moléculas química o
biológicamente sintetizadas, han ofrecido una potente y novedosa herramienta para la
identificación de ligandos desconocidos o simplemente variantes de algunos ya conocidos.
Este es el caso de la utilización de fagos filamentosos como vectores moleculares (Huse W.
D., 1989; Scott J.K., 1990; Hoess R. H., 1993). Por ejemplo los fagos filamentosos M13,
fl, f2 poseen una envoltura proteica, constituida de varias copias de 5 tipos de proteínas:
pIII, pVI, pVII y pVIII, además de una molécula de ADN simple cadena (contenida dentro
de dicha envoltura) llevando la información genética del fago. Cuando se clona ADN
exógeno en fase con el extremo 5’ de los genes codificantes de 2 de las proteínas de la
cápside (plII o pVIlI), el producto de fusión es expuesto sobre la superficie del virus
("phage display").
Este bacteriófago infecta Escherichia coli y crece sin producir su lisis, quizás debido a su
bajo número de copias intracelulares (Smith, 1991), dando títulos muy altos en el
sobrenadante del cultivo.

La técnica de “phage display ” ha sido utilizada por varios grupos. En 1985, Smith clonó en
el gen III de un fago filamentoso, un fragmento que codificaba para la endonucleasa EcoRI,
demostrando así que la secuencia proteica era accesible a la interacción con un anticuerpo
específico contra ese péptido.
En 1989, se demostró que la proteína de envoltura viral, lelI, llevando una pequeña
inserción en el extremo amino terminal, era capaz de producir cápsides virales funcionales.
Una de las técnicas de bibliotecas combinatorias, hace uso de la posibilidad de exponer un
péptido de interés sobre la superficie de la cápside de un bacteriófago (Ver esquema 2). El
potencial de esta metodologia radica en la posibilidad de seleccionar ligandos a partir de
una gran colección de péptidos de secuencia aleatoria expuestos al solvente, lo que
facilitaría la tarea de rastreo de moléculas desconocidas a partir del uso de anticuerpos,
receptores y/o enzimas purificadas.
Una ventaja adicional, de esta técnica, es la posibilidad de que el fago, una vez clonado,
puede ser propagado fácilmente como un plásmido, en un medio de cultivo conteniendo el
antibiótico de selección apropiado, independizándose así de la necesidad continua de
infección, para la obtención de altos títulos del mismo.
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Esquema 2. Representación esquemática de fagos filamentosos híbridos, llevando el péptido X
fusionado a la proteína III (derecha) o a la VIII (izquierda).

7.2 Estructura y biologia de los fagos filamentosos.

Los bacteriófagos M13, f1 y fd pertenecen a una gran familia de bacteriófagos con
capacidad de infectar diferentes especies bacterianas y han sido ampliamente utilizados y
estudiados en biologia molecular por muchos años. Los fagos mencionados infectan E.coli
a través del pili, utilizándolo como receptor en la superficie bacteriana.
Como se conoce su secuencia nucleotídica completa (Beck y col., 1978, 1981; Van
Wezenbeck y col., 1980; Hill D. F., 1982), se ha utilizado recurrentemente para clonar y
secuenciar insertos de ADN exógeno.
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El ADN del M13 es contiene aproximadamente 6400pb y codifica para lO proteínas, 3 de
ellas necesarias para para la síntesis del ADN del fago ( los productos de los genes II, V y
X), los productos de los genes I y IV se utilizan para la morfogénesis del fago y las otras 5
son proteínas estructurales (productos de los genes III, VI, VII, VIII y IX).
Las partículas de fago tienen entre 1-2pm de longitud y alrededor de 6-7nm de diámetro.
Poseen una molécula de ADN simple cadena de forma circular, dentro de una cápside
proteica con aproximadamente 2700 copias de la proteína mayoritaria pVIII. El resto de las
proteínas virales del fago están ubicadas en los extremos de la partícula viral. Las proteínas
pVII y pIX, de 33 y 32 aminoácidos de longitud, están localizadas en el extremo que
emerge primero de la superficie bacteriana. Por otro lado, pIII y pVI (con 406 y 112
aminoácidos de longitud) se encuentran en el extremo opuesto (Felici F. y col., 1995) (Ver
esquema 2).
Todos los procesos biológicos del fago, se realizan sin lisis o muerte celular de la célula
hospedadora. El mayor efecto fenotípico producido por la infección del fago, es la
disminución de la velocidad de crecimiento, que causa la formación de placas de retardo
del crecimiento sobre un césped de bacterias no infectadas.

7.3 Vectores de fusión.

Las proteínas de elección para la expresión foránea de secuencias peptídicas, han sido las
de envoltura del virus, leI y pVIII. En la mayoría de los casos la inserción de dicha
secuencia se lleva a cabo en o cerca del extremo amino terminal de la molécula proteica.
Una de las diferencias mas importantes entre los 2 tipos de proteínas virales, radica en el
número de copias por partícula viral; pVIII posee alrededor de 2.700 copias, mientras que
pIII presenta un máximo de 5. Esto constituye una importante diferencia a la hora de
decidir qué tipo de vector utilizar. Los que poseen el péptido foráneo en un bajo número de
copias, serán más apropiados para la búsqueda de ligandos con alta afinidad mientras que
los de alta cantidad de copias lo son para ligandos de baja afinidad.
Es importante mencionar, que pIII es requerida para la adsorción viral, por lo que la
inserción de péptidos en la misma puede alterar su conformación y producir una partícula
no infectiva.

Existen 2 tipos de vectores derivados de fagos:
Sistema de un solo gen:

En este sistema, las partículas virales recombinantes, poseen todas las copias de una de las
proteínas de superficie modificadas. En este tipo de bibliotecas, se trata de utilizar un
péptido foráneo de no más de 6-8 aminoácidos de largo, para no afectar el correcto
ensamblaje de la partícula viral (Smith G.P., 1985).
Sistema de 2 genes:
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Los vectores con este tipo de sistema, utilizan la expresión concomitante de una proteína
estructural (pIII o pVIII) recombinante y de una salvaje, del mismo tipo. Esto puede
llevarse a cabo con la ayuda de los fagémidos, que son plásmidos de expresión conteniendo
genes recombinantes (pIII o pVIII) y un origen de replicación viral. La superinfección de
bacterias conteniendo dicho plásmido, con un virus “helper” (M13KO7) resulta en la
liberación de fagos híbridos en el sobrenadante, con ambos tipos de proteínas de cápside,
las recombinantes y las salvajes. El Ml3KO7 es un derivado del fago M13 ; Contiene un
origen de replicación plasmídico (derivado de plS), un gen de resistencia a kanamicina
(derivado de Tn903) en el sitio Aval, y una versión mutada del gen Il (derivada de
Ml3mpl), que determina que el producto de este gen interactúe menos eficientemente con
su propio origen de replicación, que con el origen clonado en el fagémido (Sambrook J. y
col., 1989). Esto resulta en una producción preferencial de la cadena (+) de ADN del
fagémido, y nos asegura que las partículas virales producidas por las bacterias, sean
fagémidos, en su gran mayoría.

7.4 Utilidades de las bibliotecas combinatorias.

Mapeo de epitopes .'

A pesar de considerarse un acercamiento reduccionista, la identificación de epitopes por
esta técnica ha sido utilizado con éxito por numerosos grupos de investigación .
El uso de anticuerpos monoclonales (mAbs) dirigidos contra pequeños epitopes peptídicos
ha sido usado como modelo por varios grupos para seleccionar fagos portadores de
péptidos específicamente reconocidos por los anticuerpos.
El grupo de Felici y col. hizo una búsqueda sobre una biblioteca de fagos (conteniendo un
nonapéptido en la pVIII), con un anticuerpo monoclonal anti un péptido sintético
(VQGEESNDK, residuos pertenecientes a la Interleuquina l-B humana.) este anticuerpo
era capaz de reconocer tanto al péptido sintético como a la proteína nativa. Después de 2
rondas consecutivas de selección, varios fagos independientes fueron clonados, mostrando
una secuencia consenso SND/E, sugiriendo que dicha secuencia peptídica es crítica para la
interacción antígeno- anticuerpo.
Existen además, trabajos en los cuales se hace uso de esta tecnología para predecir
estructuras proteicas. Un ejemplo de ello, fue la determinación del epitope reconocido por
el anticuerpo monoclonal anti-gp120, una glicoproteína de la membrana viral del HIV-l.
Luego de la identificación de numerosos fagos reactivos contra el mAb, se determinó la
existencia de un Trp en la posición O, una His en la -7 (que en muchos fagos podía ser
reemplazada por una Arg o Lys) y un residuo alifático (Ile, Val, Leu o Ala) en la posición ­
4. Cuando este motivo era analizado, resultaba formar una estructura tipo Othélice.
En este caso, las bibliotecas combinatorias, no solo sirvieron para determinar la secuencia
aminoacídica lineal, reconocida por el mAb, sino que además se obtuvo información acerca
de la estructura secundaria del epitope, necesaria para ser reconocido. Esta información
puede ser constatada utilizando técnicas de mutagénesis dirigida (J. Ggershoni y col.,l997).
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Otra posibilidad que nos brinda esta tecnologia, es la de superponer la información obtenida
sobre distintos epitopes y la estructura proteica procedente de una difracción de rayos X
Esto nos permite la ubicación de epitopes neutralizantes, por ejemplo, dentro de la proteína,
ayudando así al entendimiento del fenómeno de neutralización. Posibilitando, a su vez, el
modelado de moléculas capaces de interaccionar con zonas proteicas críticas, funcionando
como inhibidores, estabilizadores o activadores de la actividad enzimática.
Otros grupos han aprovechado estas técnicas, para caracterizar epitopes mutantes. Como es
el caso de la identificación del epitope reconocido por el Pab240. Este anticuerpo
monoclonal reacciona con moléculas P53 mutantes, las cuales presentan una conformación
diferencial con respecto a la “wild-type”. El mapeo de este epitope ha ayudado al
entendimiento del cambio conformacional producido por la mutación, en una proteína de
gran importancia en el control del ciclo celular (Stephen CH y Lane D., 1992).
Por último, cabe mencionar, el trabajo de otros grupos en el que se demuestra la habilidad
de este tipo de bibliotecas para identificar epitopes discontinuos.
Este es el caso del mapeo de la ferritina humana, cuya estructura tridimencional ya es
conocida. Se utilizó una biblioteca cuyos nonapéptidos estaban flanqueados por 2 cisteínas
para la búsqueda de epitopes y dicha búsqueda se efectuó con el anticuerpo monoclonal
H107. Los clones obtenidos se agruparon en 2 grupos diferentes. Comparando las
secuencias obtenidas con la estructura de la proteína nativa, se identificaron 2 regiones
distantes en la secuencia aminoacídica, pero unidas en la estructura proteica. Esto es una
evidencia de la utilidad de esta técnica en el mapeo de epitopes discontinuos. (A. Luzzago y
col., 1993).

Selección defagos imitando lígandos no proteícos.

Existen numerosos trabajos en los que se describe la posibilidad de obtener péptidos
biológicamente activos. Este tipo de selección de fagos, se hace a partir de interacciones
proteina-proteína o proteina-molécula no proteica. Este es el caso en el cual se hace uso de
esta estrategia para identificar inhibidores de componentes citotóxicos, a través de la
interacción péptido-proteína en solución.(Blondelle S. y col., 1996).
Quizás el caso más interesante de este tipo de búsqueda, sea la de Oldemburg y col. (1992)
quienes utilizaron una lectina (Concanavalina A) para efectuar el rastreo de una biblioteca
combinatoria. Ambos grupos identificaron una secuencia, la cual tanto estando presente en
los fagos como en péptidos sintéticos, fue capaz de unirse a la lectina y desplazar al ligando
más utilizado (metil a-D-manopiranósido).

Losfagos como inmunógenos.

La primer experiencia en el uso de este tipo de fagos como inmunógeno, se remonta a 1988,
cuando de la Cruz y col. expresaron regiones repetitivas de una proteína de Plasmodíum
falcíparum en la plII del fago filamentoso. Los fagos recombinantes mostraron ser
antigénicos en conejos y en varios tipos de ratones.
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La ventaja de los fagos como inmunógenos por sobre los sintetizados químicamente, es su
bajo costo para la producción de grandes cantidades del mismo y la facilidad para su
purificación. Aumentando el número de copias del péptido antigénico, se puede mejorar la
respuesta del sistema inmune. Es por ello que varios grupos prefieren el uso de la pVIII
como proteína para exponer péptidos, debido a su condición de proteína mayoritaria en la
cápside viral.
Se han reportado casos en que los fagos aislados de bibliotecas combinatoras fueron
capaces de mimetizar la antigenicidad del antígeno original. A partir de la búsqueda sobre
una biblioteca basada en la expresión de 15 aminoácidos en la pIII, con anticuerpos
neutralizantes que reconocen la secuencia GPXR, perteneciente a la proteína gp120 del
HIV, se obtuvo una colección de fagos conteniendo la misma secuencia. Un péptido
sintético con dicha secuencia aminoacídica fue utilizado para inmunizar conejos,
produciendo altos títulos de anticuerpos específicos capaces además de neutralizar a la
variante HIV-1(Keller y col., 1993).

7.5 Descripción de las bibliotecas utilizadas en el presente trabajo.

En líneas generales, la biblioteca utilizada es una colección de fage’midosPC89 (3488 pares
de bases, con el gen de resistencia a ampicilina), que sintetizan la proteína pVIII bajo el
control del promotor Lac. En esta construcción , el gen VIII está en fase con el gen que
codifica para el péptido a de la [3galactosidasa vía un codón ámbar. Además, el gen VIII
fue modificado con la introducción de 2 sitios de corte de enzimas de restricción (EcoRI y
BamHI), flanqueantes a un segundo codón ámbar en fase con el amino terminal de la
proteína madura. En este sitio, se inserta el nonapeptido de secuencia aleatoria (Ver
esquema 3). Una de las 2 bibliotecas utilizadas posee 2 cisteínas flanqueantes, que permite
la formación de una estructura espacial, exponiendo el nonapeptido hacia el solvente.
Por medio de modulación del promotor Lac, y con la superinfección con un fago ‘helper’
(portador de pVIII silvestre) es posible variar la proporción de la proteína pVIII salvajes y
la modificadas sintetizadas por el fagémido. En general, se vio que esta iba desde 30 hasta
300, con algunas variaciones entre diferentes clones (Felici, Castagnoni, Musacchio,
Jappelli y Cesareni, 1992).
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Esquema 3. Mapa genético del fagémido PC89. El péptido foráneo se inserta entre los
sitios EcoRI y BamHI.
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Materiales y Métodos:

1. Mantenimiento y crecimiento de las bibliotecas combinatorias

1.1Obtención de las bibliotecas.

Las bibliotecas con las cuales se llevó a cabo el trabajo fueron gentilmente cedidas por el
Dr. Riccardo Cortesse (Istituto di Ricerche di Biologia P. Angeletti, Pomezia, Roma, Italia)
y fueron descriptas en la introducción.

1.2 Amplificación de las bibliotecas.

Las bibliotecas fueron amplificadas siguiendo el siguiente protocolo. Se infectó, con una
dilución 1/100 de la biblioteca, un cultivo de células Escherichia coli XLI-BLUE MRF’
(esta cepa se utilizó durante todo el desarrollo del trabajo) crecido en Terrific Broth (TB)
con Tetraciclina (20 ug/ml) hasta una ODóoo= 0.25. La infección se llevó a cabo dejando

dicho cultivo 15 minutos sin agitación, a 37°C, con el objeto de facilitar la regeneración del
pili. Esto es muy importante debido a que la infección de la bacteria por el fago, se realiza a
través del pili.
Una vez transcurrido ese tiempo, se puso en contacto al cultivo con la dilución apropiada de
fago y se dejó, otra vez, 15 minutos sin agitación a 37°C, para favorecer la adsorción.
Luego se superinfectó con un fago “helper”(c0mo se describe en 2.2). Por último, se creció
el cultivo infectado por espacio de 5 horas, con agitación fuerte (300-350 rpm).
La purificación, titulación y mantenimiento se explican luego.

1.3 Mantenimiento de las bibliotecas.

Las bibliotecas se mantienen en PBS a 4°C.

Las bacterias utilizadas se mantienen en LB + 10% glicerol (Sigma, St. Louis), a -70°C.

1.4 Obtención de bacterias en fase exponencial {TB}

Se inocularon bacterias XLIBLUE MRF’ en 20-30 ml de TB conteniendo tetraciclina 20

ug/ml (utilizando erlenmeyers de 250 ml) y crecidas con agitación vigorosa a 37°C hasta
alcanzar una ODÓOO:1.7, medido en una dilución 1/10 del cultivo.
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1.5 Extracto de bacterias.

Se creció un cultivo de bacterias durante toda la noche a 37°C con agitación, al otro día se
centrifugó a 5000 rpm y se resuspendió el precipitado en PBS con un volumen l/lO del
original. Luego se calentó a 70°C durante 30 minutos y se conservó a 4°C.

1.6 Crecimiento del fago “helper” M13KO7.

Se partió de un cultivo de bacterias crecido ON a 37°C, el cual fue diluido en 400ml de TB

conteniendo tetraciclina 20 ¡ig/ml. Se dejó recuperar 2 horas, a la misma temperatura con
vigorosa agitación.
Transcurrido ese tiempo, se dejó el cultivo sin agitación 15 minutos previo a la infección
con el fago.
Se le agregó 50 ml de un stock (Pharmacia, Biotech, Uppsala, Suecia) con título 2.3 x lO10
ufp/ml y fue dejado otros 15 minutos sin agitación para favorecer la adsorción.
Luego, el cultivo fue crecido con agitación fuerte por espacio de 5 horas con el agregado de
kanamicina a una concentración final de 0.02 ug/ml. Debido a que el fago posee un gen que
le confiere resistencia a dicho antibiótico, nos aseguramos así que las únicas bacterias
viables son las infectadas.

El cultivo fue centrifugado a 5000 r.p.m. durante lO minutos, quedándonos con el
sobrenadante. Este fue calentado a 65-70°C, por 30 minutos con el objeto de eliminar las
bacterias remanentes.

El nuevo stock fue titulado como explicaremos en el punto 3.1 y mantenido a 4°C hasta el
momento del uso.

1.7 Medios de cultivo.

l.7.l Terrific Broth ( TB ).

El medio contiene : bactotriptona 12g, extracto de levadura 5g, glicerol y 4ml. Por litro de
medio se agregó 100 ml de una solución conteniendo: 2.3g de KHZPO4 y 12.54g de
K2HP04.

1.7.2 Luria Broth (LB)

El medio contiene : bactotriptona 10g, extracto de levadura 5g y cloruro de sodio 10g por
litro de agua bidestilada. El pH se ajusta a 7, con hidróxido de sodio.

1.7.3 LB- agar
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Al medio descripto anteriormente se le agregó 15g (1.5%) de agar por litro de medio de
cultivo.

1.7.4 LB-top agarosa

Al medio descripto anteriormente se le agregó 7.5g (0.75%) de agarosa por litro de medio
de cultivo.

1.8 Antibióticos.

La cepa de bacterias utilizada es resistente a tetraciclina. Por lo tanto, este antibiótico se usó
de rutina en cultivos líquidos y sólidos para prevenir posibles contaminaciones.
TETRACICLINA: Se preparó una solución madre de 5 mg/ml con etanol, se conservó a
-20°C. Esta solución se agregó a los medios de cultivo, previamente esterilizados en

autoclave. La concentración final de tetraciclina utilizada fue de 20 ug/ml en todos los
casos.

AMPICILINA: Se preparó una solución madre de 0.1 g/ml en agua destilada, luego se
esterilizó por filtración a través de membranas Millipore de 0.2 mm de poro y se conservó
alicuotada a -20°C. La concentración final en los medios de cultivo, fue de 100 ug/ml en
todos los casos.

KANAMICINA: Se preparó, al igual que los antibióticos anteriores, una solución madre de
70 mg/ml en agua destilada. Fue esterilizada por filtración a través de membranas Millipore
de 0.2 mm de poro,y conservada a -20°C. La concentración final en los medios de cultivo

fue de 0.02 ug/ml en todos los casos.

2. Búsqueda en las bibliotecas.

2.1 Selección de los fagos.

El objetivo de esta selección es enriquecer a las bibliotecas en fagos reactivos contra los
anticuerpos neutralizantes purificados, además de eliminar en gran medida el posible fondo.
Un ul de cada biblioteca (conteniendo 3x 1012fagos por ml) fue diluida con PBS en un

volumen final de 100 ul y puesta en contacto con 50 ul de proteína A- Sepharosa (al 50%).
Se dejó pre- adsorbiendo durante toda la noche (ON), con el objeto de liberamos de los
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fagos con afinidad hacia la proteína A, de esta manera podríamos luego utilizarla, marcada
radioactivamente, para reconocer al primer anticuerpo.
Al día siguiente, se centrifugó a baja velocidad, el precipitado se lavó con 100 ul de PBS y
se tomó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió 4 veces.

En 2 tubos Eppendorf (uno para cada biblioteca) se agregó 5 ul de una solución de IgG’s

purificadas (como se describe en el punto 4.1), a una concentración de 1 ug/ml y se dejó
incubando por espacio de 2 horas a temperatura ambiente.
Luego de ese tiempo, se agregó 100 ul de una solución de proteina A-Sepharosa (al 50 %
en PBS) y se agitó suavemente durante otras 2 horas, también a temperatura ambiente. Una
vez pasado ese tiempo, se centrifugó, se descartó el sobrenadante y se lavó con lml de
PBS. Este procedimiento se repitió 10 veces.
Con el objeto de lavar el buffer, se lavó el último precipitado con 0.15M cloruro de sodio,
se centrifugó nuevamente y se resuspendió el precipitado en 500 ul de Glicina-HCI 0.1M

pH 3, dejándolo 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregó Soul de Trizma Base
1M e inmediatamente se puso en contacto con lml de bacterias en fase exponencial (lml
para cada biblioteca).

2.2 Plagueo de las bibliotecas como unidades formadoras de placas de retardo por ml
gufp/mlg.

Las bacterias infectadas con la biblioteca (en el punto 2.1), se incubaron a 37°C sin
agitación durante 15 minutos y luego por espacio de 30 min. a 300 rpm.
Las células se plaquearon en LB-ampicilina + 1% glucosa y se incubaron toda la noche a
37°C.

Al otro día se cosecharon las colonias con un “rubber policeman” y se homogenizó bien en
un tubo de 50 ml conteniendo 50 ml de LB- ampicilina + 10 % de glicerol. Se alicuotó y se
conservó a -70°C.

Una de esas alícuotas fue utilizada para iniciar un cultivo a una densidad óptica inicial
(ODÓOO)de 0.05 e incubado a 37°C con vigorosa agitación hasta alcanzar una OD600=0.2.
Luego fue dejado durante 15 minutos sin agitación e infectado con el fago “helper”
Ml3KO7 a una multiplicidad de infección de 30, nuevamente incubado 15min. sin
agitación y luego con agitación vigorosa, por espacio de 45minutos, siempre a 37°C.
Con el objeto de liberarse del fago helper no adsorbido, se centrifugó el cultivo, se descartó
el sobrenadante y se resuspendió en lml de LB. Esta operación se llevó a cabo 3 veces.
Se mezcló 30 ul de una dilución 10’ll de las bacterias resuspendidas en LB con 0.6ml de
bacterias TB (Ver 1.4) y se le adicionó 15ml de LB- 0.7% agarosa fundido y mantenido a
50°C. Luego de agitar suavemente se volcó en placas de Petri de 15cm de diámetro
conteniendo LB agar + tetraciclina.
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A estas placas se les colocó filtros de nitrocelulosa (Sartorious Extra 0.2 um) previamente

embebidos en LB+ IPTG 150 uM y secados a temperatura ambiente por 10 minutos,
incubándoselas toda la noche a 37°C.

Generalmente en este paso se debe rectificar la dilución utilizada a fin de obtener playas de
retardo del crecimiento aisladas, que faciliten la posterior identificación de señales
positivas.

2.3 Procesamiento de los filtros

Los filtros fueron marcados con una aguja, mientras aún se encontraban en las placas, para
facilitar la ubicación de las señales positivas.
En primer lugar se removieron los filtros de las placas, se les removió el exceso de
bacterias con 1a ayuda de papel absorbente y se hicieron 3 lavados de 10 minutos en TBS
(Tris-HCl SOmM,NaCl lSOmM, pH 7).
Fueron bloqueados en TBS-leche descremada 5% por espacio de 30 minutos, a temperatura
ambiente con agitación suave.
Luego se los incubó con la solución de IgG purificada (ver 4.1) a una concentración de
1ug/ml de solución de bloqueo, durante 1 hora, a temperatura ambiente y con agitación
suave. Finalizada la incubación, los filtros fileron lavados 3 veces de 10 minutos con TBS e
incubado nuevamente con 125I-proteínaA bajo las mismas condiciones que la incubación
anterior. La solución conteniendo la proteína A fue preparada con la solución de bloqueo y
contenía 500.000 cpm/ml (actividad específica: 87.1uCi/ug).
A1 término de la incubación se procedió nuevamente al lavado de los filtros, 2 veces de 10
minutos con TBS y uno en el medio con TBS-NP4O al 0.1%.
En algunos casos, como segundo anticuerpo, se utilizó anti IgG de conejo acoplado a
peroxidasa (DAKO, Ejby, Dinamarca) y usando como sustrato el sistema de revelado de
quimioluminiscencia ECL (Amersham), o alternativamente 4-cloro-1-naftol/ HZOZ.
Las autorradiografías se realizaron exponiendo los filtros con películas Kodak X-Omat AR,
con pantallas intensificadoras a -70°C durante diferentes períodos en el caso de la proteína
A, y a temperatura ambiente en el caso del ECL.

2.4 Recuperación de los fagos con señales positivas.

Una vez obtenidas las señales positivas en la autorradiografía, ésta se superpuso con la
placa original (en donde se encuentran los fagos) y con la ayuda de un transiluminador se
aspiraron los clones de fagos positivos con una pipeta Pasteur conectada a una bomba de
vacío.

Las porciones de top agarosa tomadas anteriormente, se transfirieron a Eppendorf
conteniendo 400 ul de LB. A partir de aquí existen 2 posibilidades determinadas
básicamente por la densidad de placas de retardo obtenidas en 2.2 :
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