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Síntesis de la labor desarrollada:

La fracción flagelar de epimastigotes de la cepa Tulahuén de Trypamsama
¿rn/¡i es una subfracción celular heterogénea, conteniendo flagelos g membranas
del parásito.

Enmodelos experimentales murinos, la inmunización con fracción flagelar
liofilizada g Barderallaparfussis como adguvante, protege de la infección por 7T
Cfl/Z'Íen terminos de mortalidad g de esterilidad parasitémica ga gue un 608 de los
ratones desafiadoe no presentan parasitemia detectable.

Eneste trabajo se presenta la caracterización de componentes antigenicos
del estadio epimastigote obtenidos por purificación a partir de un anticuerpo
monoclonal anti-fracción flagelar. Dicho anticuerpo monoclonal, FCH-F8-4 (AcMo
4), mostró una interesante actividad biológica contra el frypamsama mm; ga que
evidenció la capacidad de lisar tripomastigotes sanguíneos por medio del
complemento g de neutralización in vitro de la infectividad de tripomastigotes.

El Acido4 reconoce seis proteínas por ‘inmunoblotting' en epimastigotes g
dos proteínas en tripomastigotes.

A partir del homogenato total de epimastigotes se purificaron los
componentes antigónicos reconocidos por el AcHo 4. Las proteínas aisladas
correspondieron al patrón previamente observado para el extracto de epimastigotes
original. Cuando se ensagó la capacidad inmunoprotectiva in vivo de estos
antígenos purificados, con Bardem/Ia perrassfs como adguvante, se observó que
estas proteínas del 7. ¿ra/¡i mantienen las propiedades inmunoprotectoras de la
fracción flagelar en cuanto a sobrevida de los animales desafiados g el bajo
porcentaje de ratones que presentan parasitemia.

Utilizando el Acido 4 se seleccionaron clones en una biblioteca de ADN

copia de epimastigotes de T.art/2;," construida en el vector de expresión ¡gti l. Con
uno de los clones de ADNrecombinante obtenidos ¡(FCH-F8401, con un inserto de

150 pares de bases, se ensagó su hibridización al ARNmde epimastigotes.
Los estudios realizados mediante la hibridización del clon ¡(FCH-F8401

con el ADNdel parásito sugirió que esta información genetica estaría repetida en
el genoma haploide de Z mm en un número bajo de copias.

El análisis de este clon respecto de su hibridización con diferentes clones g
cepas del parásito reveló que este gen se halla ampliamente presente en Z mm}.
siendo el patrón de esta hibridización conservado para los aislados g clones
estudiados.

A partir de la secuencia de bases del ADN del clon 7t(FCH-FEI-4)1 u

deducida la secuencia de aminoácidos, se sintetizó en fase sólida un péptido de 19



aa: SP4 (PAFLGCSSRFSGSFSGVEP).Este péptido inhibió la reactividad de sueros de

ratones inmunizados con fracción flagelar, en ensagos de ELISA, utilizando
epimastigotes como antígeno.

Los ratones inmunizados con el péptido SP4 libre o acoplado a KLHcomo

proteína transportadora, adguvadosiempre con Bardere/fapem/ssis, mostraron
una respuesta inmune humoral g celular contra el I mm; demostrada por
anticuerpos g reacciones cutáneas de hipersensibilidad retardada específicos.
Estos resultados indicaron que la conformación del epitope presente en el péptido
sintetico representa aquella que se encuentra en el parásito g que a pesar de su
pequeño tamaño, el péptido fue capaz de evocar una respuesta inmune, aún inoculado
en su forma libre.

Un estudio por computacion a partir de la secuencia primaria de

aminoácidos, siguiendo un algoritmo previamente descripto, arrojó que el péptido
SP4 tiene una estructura anfipática de alfa-hélice que podría representar sitios de
reconocimiento para los linfocitos T colaboradores.

Otros clones de ADNrecombinante, obtenidos de la misma genoteca de ADN
copia de la cepa Tulahuen, fueron obtenidos con el AcMo4 g con sueros de conejo
anti-péptido sintético SP4. Dichos clones fueron analizados en cuanto a la
secuencia de bases de su ADN, observándose diferencias en algunas bases g
aminoácidos que codifican. Se describen aquí dos secuencias de ADNcon homologia
parcial reconocidas por el AcNo 4 g un suero policlonal anti-péptido sintético;
pudiendo estas secuencias representar dos copias diferentes dentro del gen que
codifica para este antígeno.

Los analisis efectuados por hibridizacion de los diferentes clones de ADN

recombinante con el ADNgenómico del parásito, sugiere que habría un único gen
que codifica para la síntesis de los péptidos que reconoce el Acl'io4 en el genoma
del frypamsamamai
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l INTRODUCCION:

l.l Antecedentes Históricos g Epidemiología de la Infección por

ïrgpmasama crazi:

El Trypamsama ¿rn/21'fue descubierto en Minas Gerais, Brasil en el año 1909

por Carlos Chagas g es el agente etiológico de la Tripanosomiasis Americana (58).

Chagas observó la forma epimastigote del parásito en el intestino del triatomino

¡"asimag/las magísras; denominándolo Enamora/74mm mm También observó la

presencia de triatominos hematófagos en viviendas humildes, g encontró al

fama/msnm: ¿rn/¿7' en la sangre de algunos pobladores (59), relacionando estos

hechos con los sintomas de una enfermedad que por entonces era desconocida g que

se conoce hog como Enfermedad de Chagas.

El descubrimiento de esta tripanosomiasis presenta la particularidad de que

tanto el parásito como el vector fueron descriptos antes que la propia enfermedad g

más aún, que pasaron varios años antes que su magnitud como problema sanitario se

hiciera evidente.

La infección es transmitida por insectos hematófagos de la familia

Reduviidae, subfamilia Triatominae. El parásito es transmitido por más de ochenta

especies de los géneros fruta/72a, mada/mg Fay/rar)ng entre otros (297). En

nuestro pais el insecto vector es ïn’arama ¡Mesía/75063), conocido popularmente

como 'vinchuca'. La transmisión del 7?mai por el vector se lleva a cabo en el ciclo

doméstico en el que participan como fuente parasitaria el hombre g los mamíferos

domésticos. Existe un ciclo silvestre de transmisión en el que el hombre llega a

participar accidentalmente, en las frecuentes incursiones de devastación de los

bosques (204). La posibilidad de infección natural con el parásito se encuentra en

vinculación directa con las condiciones socio-económicas de los pobladores (31), ga

que la precariedad de sus viviendas permite el alojamiento de los insectos entre la

paja de los techos o en las grietas de las paredes de adobe.



La distribución de la infección corresponde a la distribución de los

triatominos que ocupan gran parte de América, con localización domiciliaria desde el

sur de los Estados Unidos de Norteamérica hasta la provincia argentina de Rio Negro

(49).La enfenhedad de Chagas afecta a los habitantes de 15 países del continente

americano. En ¡989 la Organización Mundial de la Salud (278) estimó que alrededor

de 90 nfillones de personas viven en la zona endennca, expuestas a contraer la

infección, de las cuales por lo rnenos 18 nfillones se encuentran infectados. En

algunos valles de Bolivia se ha detectado una prevalencia local de infección de nwas

del 70 8 (276).

Enla Argentina,diversos estudios serológicos pernflten esthnarla existencia

de dos nflllones de personas infectadas, en un area que abarca dos tercios de la

superficie del país (52). La prevalencia de la infección en ciudadanos de 18 años era

del ¡0 3 en 1960, el 5.3 X en 1981, el 5 z en 1982 (250) g el 3.1 3 en 1967 (52). La

reducción en un 70 z de la prevalencia de la infección con f mui desde los años 60

dan la pauta de la efectividad de los programas de control que se vienen realizando

en el país desde 1962, desinsectizando viviendas g controlando la sangre a

transfundir.



1.2 El parásito:

1.2.1 Generalidades g Ubicación Sistemótica:

El Twpooasama mw es un protozoo parásito. Es miembro de la familia

Trypanosomatidae, que presenta un flagelo, que emerge de una invaginación llamada

bolsillo flagelar g un cinetoplasto único. El genero Dyna/¡asoma comprende dos

secciones Salman, con desarrollo en la porción anterior del vector, transmitidos

por inoculación y Estampado, con desarrollo en la porción posteriorg propagación

a traves de las heces, a excepción de f range/1'

El Tapa/¡asomo art/¡1' se ubica sistemáticamente en:

Phglum: Protozoa (Goldfuss, 1818)

Subphglum: Sarcomastigophora (Honigoerg g Balamuth, 1963)

Superclase: Nastigophora (Dresing, ¡666)

Clase: Zoomastigophora (Calkins, 1909)

Orden: Kinetoplastida (Honigberg, ¡963)

Suborden: Trypanosomatina (Kent, 1880)

Familia: Trgpanosomatidae (Doflein, 1901)

Género: Trgpanosoma (Grubg,1843)

Sección: Stercoraria

Subgónero: Schgzotrgpanum (Chagas,1909)

Especie: cruzi (SB)



1.2.2Estructura del Trypaaasama cruz]:

Este parasito es un organismo diploide, genéticamente polimorfico,

presentando una estructura clonal que manifiesta ausencia de sexualidad (276). La

membrana plasmática tiene un espesor de B a iO nm de estructura tipica bilaminar.

Por debajo de la membrana se encuentra un armazón de microtúbulos.

El núcleo es el tipico de un organismo eucarionte, con por lo menos io

unidades cromosómicas (261). El acido desoxirribonucleico (ADN)nuclear es lineal

(214). El tamaño del genoma fue descripto como 1.2 iOe (146) o 3.5 io? pares de

nucleotidos (54), pero estudios posteriores se inclinan mas por el último dato (134).

La magoría de los genes se encuentran representados con una baja frecuencia: 30 a

40 copias por célula (146). El f mm tiene por lo menos 18 cromosomas de un

tamaño entre 550 g 1500 kilobases con algunos cromosomas menores, en el clon

DH2Bc. La localizacion cromosómica de diferentes genes es variable en las

diferentes cepas estudiadas, lo que confirma la gran plasticidad del genoma de este

parásito. Pero dicha variabilidad es intraespeclfica ga que este parásito no presenta

variaciones en su estructura cromosómica a lo largo de su ciclo de vida (23).

En todas sus formas, el parásito tiene una única mitocondria g como parte

diferenciada de esta se encuentra el cinetoplasto, que contiene el ADNmitocondrial.

Dicho ADNconstituge aproximadamente el 20 z del ADNtotal celular (71) y esta

constituido por unos 20.000 a 30.000 minicirculos, heterogéneos en cuanto a su

secuencia de bases (73). El ADNcinetoplastico presenta también maxiclrculos que se

encuentran presentes en un bajo número de copias, con información genética

correspondiente a varias proteinas mitocondriales (35). Este ADNse encuentra

rodeado por una doble membrana de origen mitocondrial, demostrada por la presencia

de crestas mitocondriales en ia membrana interna (3B).

El aparato de movimiento (mastigón) esta constituido por ei flagelo g el

cuerpo basal (cinetosoma). Esta estructura cilíndrico esta formada por nueve

tripletes de microtúbulos g se progecta sobre el bolsillo flagelar. Tiene una parte

4



netamente citoplasmatica g otra zona de transición hacia el flagelo, ambas

separadas por un septum (73).

El flagelo esta compuesto por un axonema central g una vaina externa,

continuación de la membrana celular. El axonema contiene 9 pares de microtúbulos

periféricos g dos pares centrales. El flagelo presenta una banda estriado compuesta

por varios filamentos paralelos g oblicuos a los microtúbulos. El estiramiento de la

membrana plasmática por el movimiento flagelar le confiere el aspecto de una

membrana ondulante.

Este parásito posee ademas un reticulo endoplasmatico rugoso bien desarrollado

g el aparato de Golgi entre el núcleo g el cinetosoma. El citoplasma contiene muchos

ribosomas con coeficientes de sedimentación (46 S g 35 S) mug diferentes de los de

las celulas mamíferos (269). Los glicosomas son organelas que contienen entre

otras, la mayoria de las enzimas de la glucolisis (162).

1.2.3 Metabolismo del frypanasamo cmzl:

El TQM/msnm; ¿rr/zi no almacena polisacaridos. Degrada la glucosa en

anaerobiosis g en aerobiosis, produciendo en ambos casos dióxido _decarbono, L

alanina, acetato g succinato (55). La magor parte de la glucosa es metabolizada por

la via glucolítica g el ciclo de Krebs es funcional (30).

Los caminos biosinteticos de N-glicosilación en 77 mari involucran

intermediarios de dolicol-oligosacaridos (190). El Z art/zi es capaz de incorporar

acido neuramínico en sus macromoleculas pero no puede sintetizar los azúcares a

partir de sus propios precursores (231). La neuraminidasa que expresa sobre su

superficie celular le permite tomarlos azúcares del medio e incorporarlos a sus

glicoconjugados (197).

Los lípidos constitugen el 20 z del peso seco de los parásitos. Los ácidos

grasos estan generalmente no saturados g los puede consumir de fuente exógena.

El colesterol es el asteroide principal (44, 102).



Este parásito no sintetiza el anillo de la purina, por lo que debe tomar del

medio las bases libres g los nucleósidos (102).

Las proteinas constituyen aproximadamente el 50 8 del peso seco del f mm

(265). Necesita aminoácidos en el medio para su crecimiento, o proteínas de las

cuales puede obtenerlos (24).

1.2.4 Estadios del ïryponasamo ¿77/21:

El ¡ct/panama» ¿rn/zi presenta a lo largo de su ciclo de vida varios estadios

fácilmente identificables por microscopía óptica. Estas formas difieren

esencialmente en la morfología celular, en la posición del flagelo respecto del núcleo

g la región por la cual emerge el flagelo del bolsillo flagelar (¡07, 108). Las tres

formas principales de desarrollo del parásito se han descripto como amastigote,

epimastigote g tripomastigote.

Amastigote: También llamado esferomastigote por su forma redondeada (3B). Es

el estadio de menor tamaño (5 um) g presenta un flagelo mug corto (l um) que no

emerge a la superficie celular. El cinetoplasto se encuentra cercano al núcleo g

presenta la apariencia de una doble capa de fibrillas (73).

Epimastigote: Presenta una forma alargada que mide entre 20 g 40 um de longitud,

posee una corta membrana ondulante g emerge desde la región lateral anterior un

flagelo libre. El cinetoplasto se halla localizado anteriormente al núcleo. El núcleo

del epimastigote, al igual que el del amastigote es redondeado g mide aprox. 2.5 um.

Tripomastigote: Es una forma alargada no multiplicativa a diferencia de los

anteriores. Presenta el cinetoplasto por detrás del núcleo g un flagelo que acompaña

a toda la membrana ondulante en el sentido anteroposterior del organismo. El núcleo

tiene una organización estructural similar al de las formas descriptas

anteriormente, pero es más alargado g de localización central en la célula (73).

6



¡.25 Ciclo de vida del Twonasama cruz/z

El 7. mm es un protozoo parásito digenetico que alterna dos huespedes en su

ciclo de vida: un insecto hematófago g un mamífero.

mmm:
La infección del insecto con ei I art/zi tiene lugar cuando este se alimenta

con la sangre de un huésped mamífero infectado. La form sanguínea del parásito,

tripomastigote, ingresa asi en el insecto g sufre una serie de transformaciones

fisiológicas g morfológicas en ei tubo digestivo del insecto dando lugar a ia forma

amastigote. Este se multiplica durante un corto periodo transformándose luego en

epimastigote, forma raplicativa del parásito. En la ampolla rectal del insecto ia

magoria de estos epimastigotas se transforman en tripomastigotes metaclclicos

que son eliminados con las heces, al mismo tiempo que los epimastigotas no

diferenciados (B).

EuLhuásoadmamLtem:

Diversos órdenes de mamíferos, inclugendo al hombre, son suceptibles a una

infeccion por 7. art/¡2' Este parásito ha sido detectado en comadrejas, edentados,

murciélagos, carnívoros, conejos, roedores g primates, reservorios en el ciclo

silvestre; en gatos g perros entre los animales domésticos g en conejos, ratas,

ratones, cerdos g cabras entre los animales domiciliados. Nose han encontrado aves

ni anfibios infectados (196). En la Argentina no se han encontrado cabras infectadas,

aún en los corrales con presencia de 7?¡»festa/75 (224).

Los tripomastigotes metaciclicos infectan al huésped por algunas de las vias

que se detallarán (ver 1.2.6) Los parásitos penetran en las celulas del vertebrado,

transformándose en amastigotes libres en el citoplasma. Son la forma multiplicativa

del parásito, responsable del mantenimiento de la infeccion en el mamífero. En

7
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experimentos 1n_v_i_tmse ha visto que una celula huésped puede ser infectada por uno

o varios parásitos. Una vez que los tripomastigotes penetraron en la celula huesped,

retienen su movilidad por un corto lapso para luego adquirir una forma mas

redondeada g acortar considerablemente su flagelo (73).

Los amastigotes intracelulares sufren una transformación no sincrónica a

tripomastigotes, por lo que en una celula infectada es factible encontrar todos los

estadios de transición desde el amastigote hasta el tripomastigote (73). Cuandose

produce la ruptura de la célula huésped los parásitos liberados pueden infectar a

otras células o fluir en el torrente sanguíneo. En la forma natural de transmisión, el

ciclo de vida se completa cuando el vector invertebrado, durante su alimentación,

succiona la sangre con formas sanguíneas circulantes del parasito.

1.2.6 Mecanismos o vías de infección:

La infección por 7.’art/21' puede adquirirse por diversas vías de transmisión,

según se detallan a continuación:

Imnsmlsidmotocialz

Es la forma natural de infección. Existen 16 especies de triatominos que son

relevantes en la transmisión del Z ¿rn/¡i en el ciclo silvestre. En el ciclo

domiciliario, de magor importancia, los triatominos que transmiten la enfermedad de

Chagas tienen un habitat que comprende el domicilio g el peridomicilio. La

transmision ocurre cuando los insectos se alimentan de la sangre de los habitantes

de la vivienda o de sus animales domésticos. El vector defeca durante g después de la

ingesta de sangre, g los parásitos que se alojan en el intestino de los insectos

infectados, pasan a traves de la piel g las mucosas a los tejidos del huésped

mamífero. La respuesta mecanica de rascarse ante la picadura favorece el ingreso

del T.art/¡f al organismo (288). La principal medida de control es el tratamiento de

las viviendas con insecticidas (63). Estos tratamientos deben ser mug frecuentes
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para ser efectivos en el tiempo. Ademas esta metodologia es especialmente eficiente

cuando la propia comunidad o sus lideres participan en la vigilancia de la

transmision (193). La importante g continua presión de la reinfestación domiciliaria

por triatominos, obliga a un permanente cuidado, para el cual tanto la organización

sanitaria como los pobladores deben actuar con continuidad g contiguidad geografica

(¡93, 63).

I .I. v!.]_

Por transfusiones sanguíneas:

La transfusión de sangre es la segunda via en importancia para contraer la

infección por 7.”art/¿7' (57) aún en la actualidad, a pesar que son obligatorios los

controles serológicos de la sangre a transfundir. En areas de gran endemicidad no

siempre es posible descartar la sangre que presenta anticuerpos anti- 7?¿rn/2;;por lo

que se acepta el agregado de violeta de genciana dado el gran poder tripanocida

asignado a este compuesto (181). Este efecto se ve aumentado en presencia de luz g

cofactores como ascorbato (77) g su acción tóxica sería ejercida principalmente

sobre la mitocondria (90). A pesar del conocimiento desarrollado para el control de

los bancos de sangre, el problema continúa siendo la implementación de las medidas

necesarias para abolir la trasmisión por esta vía.

Por vía transplacentaria o connatal:

La transmisión de la enfermedad de Chagas en forma congénita ga era

sospechada en 1911 por Carlos Chagas, g ha sido ampliamente demostrada (26). La

incidencia de infección chagasica por esta via se ha estimado entre el 3 g el 5 x de

los hijos de madres infectadas (¡55). Cabe aclarar que la incidencia del Chagas

congénito es proporcional al grado de endemicidad de las zonas estudiadas ga que

para Córdoba se ha informado un 2,3 8 (237) g para la provincia de Buenos Aires un
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0,5 x de incidencia (26). En 1986 se estudiaron alrededor de 3000 mujeres

embarazadas enviadas al Instituto Fatala Chaben para su diagnóstico serológico.

Alrededor de 700 pacientes resultaron positivas, g de ellas, 7 niños presentaron

parasitemia al nacer, lo que representa el l x de los hijos de madre chagásica, fuera

de la zona endémica (Elsa L. Segura, comunicación personal). Se ha comprobado que no

hay transmisión de Z mm a traves de la leche de madres infectadas, incluyendo a

aquellas que presentan parasitemia (29).

Otras formas de transmisión:

Una forma de contaminación, aunque no mug frecuente, es la infección

accidental durante el trabajo en el laboratorio. Nohay estadisticas precisas debido

a que por lo general estos casos no se documentan; pero a partir de los casos

conocidos, puede inferirse que la manera mas habitual de infección es por

inoculación accidental con agujas contaminadas. Estos casos son actualmente

controlables por la administración de drogas tripanocidas inmediatamente despues

del accidente, que debido al corto periodo de tratamiento es muy bien tolerado g no

presenta efectos colaterales (41).

Los transplantes de órganos infectados son una forma de transmisión posible,

ga que individuos transplantados renales, de dadores crónicos para la enfermedad de

Chagas desarrollaron una infección aguda (62).

1.2.7Penetración del fly/panama» :mzi en los tejidos del huésped:

Cuando el parásito ingresa al organismo vertebrado, en el caso de la

transmisión vectorial, debe superar primero la barrera cutánea, g luego enfrentará a

los macrófagos g polimorfonucleares, células efectoras no específicas. Cualquier

célula, fagocltica o no, puede ser infectada por los tripomastigotes (270) g debido a

la dispersión que el torrente sanguíneo le ofrece, pueden alcanzar variados tipos

celulares. Se ha documentado la tendencia del parasito a invadir fundamentalmente

l l



las fibras musculares lisas, estriadas y cardiacas, ademas del sistema reticulo

endotelial g celulas gliales (264, 271).

De acuerdo al tropismo parasitario en su invasión celular, se ha intentado

clasificar a las cepas de parásitos en miotrópicas o reticulotróplcas; pero la

selectividad por uno u otro tipo celular podría variar durante el transcurso de la

infección (165).

Cuandoel 7?¿“n/zi enfrenta al sistema reticulo-endotelial puede invadir a

los macrófagos, o dejarse fagocitar por ellos (¡76) (129). Los epimastigotes g

tripomastigotes metaclclicos son captados por el macrófago con mayor facilidad que

los tripomastigotes circulantes (5) siendo los epimastigotes destruidos luego de

esta interacción, mientras que los tripomastigotes se multiplican en el (40). Los

parásitos que escapan a dicha destrucción pueden transformarse en amastigotes

(176). De todos modos, los macrófagos pueden cumplir su función específica de

presentación antigenica a los linfocitos, sensibilizando al organismo para una

posterior respuesta inmune específica contra el parásito. Los linfocitos T también

puedenser infectados por tripomastigotes de I mm (283).



1.3 Enfermedad de Chagas:

La infección con el 7.‘ mm“ es frecuentemente inaparante y cuando los

individuos infectados muestran sintomatología, no esta asociada a un signo

específico. En la enfermedad de Chagas se distinguen tres fases: una fase aguda, una

fase crónica asintomatica, conocida también como período de latencia g una fase

crónica sintomático.

1.3.1 Fase aguda de la enfermedad:

El hecho que la primoinfección parasitaria genere un cuadro de fase aguda de la

enfermedad, se observa sólo en un 5 z de las personas infectadas mientras que el 95

x restante no presenta sintomatología específica detectable (¡55).

En algunos casos la puerta de entrada del parásito se expresa en una lesion

cutánea nodular denominada 'chagoma de inoculación", especialmente caracteristica

cuando el parásito penetra por via conjuntival originando una lesión en ambos

párpados, conocida como complejo oftalmo-ganglionar o “signo de Romaña‘ (216,

¡62).

Luego de un periodo corto de incubación post-infección, los pacientes pueden

manifestar signos o sintomas tales como: fiebre, adenopatlas, astenia, anorexia,

dolores musculares, cefaleas, ademas, hepato-esplenomegalia, entre otros, g a

menudo diarreas g vómitos en lactantes. En los niños también son importantes los

compromisos cardiacos g la meningoencefalitis (155).

Durante 60 - 90 días post-infección transcurre la etapa aguda de la

infección, evolucionando silenciosamente hacia un período de latencia.



1.3.2 Fase latente:

En esta fase, la aparición de los síntomas es gradual, la parasitemia es sólo

detectable por métodos indirectos, g se acompañan con altos títulos de anticuerpos

séricos (56). La enfermedad de Chagas tiene lenta evolución en la mayoría de los

casos g con el correr del tiempo, aproximadamente 15 años (278), un 30 8 de los

individuos infectados se ven afectados bajo diferentes síndromes que involucran a

diversos órganos (217).

1.3.3 Enfermedad crónica:

Durante esta etapa se evidencian las alteraciones características de la

enfermedad de Chagas que compromenten al corazón g al tubo digestivo. Se ha

propuesto que la mayor prevalencia de patología en la enfermedad crónica se

presenta en aquellos pacientes que habían evidenciado manifestaciones clínicas en la

fase aguda de su enfermedad (203).

Las formas clínicas que se observan en el continente americano muestran una

variabilidad en sentido geográfico; un ejemplo lo constituye el predominio de la

patología cardíaca en el sur del Brasil, Uruguag, Argentina g Chile g el predominio de

la patología visceral en Bolivia g en el centro g norte del Brasil.

La cardiopatía en ia enfermedad de Chagas se manifiesta con trastornos en el

sistema de conducción, areas de fibrosis e infiltrados mononucieares que originan un

electrocardlograma anormal. Se han observado alteraciones como bloqueos

intraventriculares, bradicardia sinusal g extrasístoles ventriculares. El corazón por

lo general se encuentra agrandado.

Las lesiones en el tubo digestivo serían originadas por una destrucción

neuronal del sistema nervioso autonomo, que induciría a la formación de

megavísceras como megaesófago o megacolon. i

La muerte de un paciente con enfermedad de Chagas puede ocurn’r por

insuficiencia cardíaca o tromboemoolismo pulmonar (218, 53, l l, 2| l, 100).
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1.4 Respuesta inmune a la infección por ÏWfldfiflSflMJcruzi:

El I mw infecta al huésped vertebrado e induce una vigorosa respuesta

inmune caracterizada por la presencia de anticuerpos especificos e inmunidad

mediada por celulas (40).

La posibilidad de que la infección devenga en enfermedad depende de factores

aún desconocidos de la relación huésped-parásito. Por otra parte, la variabilidad de

la patología en diversas zonas del continente puede correlacionarse con la

heterogeneidad de las poblaciones parasitarias por un lado, siendo en el huésped de

importancia los componentes genéticos de los individuos, las condiciones

ambientales, nutricionales g de regulación de la respuesta inmune de los mismos.

La participacion de la respuesta inmune, en todas sus manifestaciones,

tienen un rol significativo en la resistencia a la infección por el parásito. Los

pacientes chagásicos inmunosuprimidos, ga sea por una infección por HIV o por

tratamiento luego de un transplante de órganos, activan una fase aguda caracterizada

por alta parasitemia (72). Esto implica que la respuesta inmune controla la

parasitemia pero ga sea por la eficiencia de la evasión del 7. mm“ a esta respuesta

o por la ineficacia de la misma, que un número remanente de parásitos persiste en el

organismo e instalan la cronicidad de la infección.

La fase aguda de la infección presenta dos estadios inmunológicos sucesivos:

una respuesta policlonal temprana de las celulas T g B (173), seguida de una

inmunosupresión (69). Esta etapa se caracteriza en el modelo mun‘nopor la falta de

respuesta al parásito g a otros antígenos heterólogos g falta de respuesta

proliferativa a antígenos del parásito g a mitógenos de las celulas T g B (69, 128,

219). Enla fase latente g crónica la respuesta inmune se normaliza.

El 7?¿rn/¡i induce la producción de altos títulos de anticuerpos, especialmente

en la fase aguda temprana de la enfermedad, cuando es bien evidente la existencia de

parásitos en sangre. Estos anticuerpos son principalmente del tipo Igl1 g hacen su

aparición a los 3-4 días post infección. La lgG se encuentra en su máxima expresión

a los 10-15 días post-infección. Mástardíamente cuando la parasitemia disminuge,
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se encuentran aún presentes los anticuerpos especificos (IgGe lgA) que persistirán

en las fases latente g crónica posteriores (281), a menos que el individuo reciba

tratamiento especifico (Graciela House, comunicación personal).

La detección de inmunoglobulinas especificas anti- 7? ¿rn/21' se utiliza como

criterio de diagnóstico de la infección por el parásito (56). La forma directa de

diagnostico es la detección del flagelado en sangre, pero este hecho no es mug

frecuente, especialmente en los pacientes crónicos. Se puede reconocer la

instalacion de una fase aguda o crónica de la enfermedad de acuerdo a los niveles de

IgGo Igli detectados en los sueros de pacientes (95).

El polimorfismo de la respuesta inmune humoral ha quedado evidenciado con la

variedad de determinantes antigánicos que son reconocidos g por la diversidad de

funciones que se han asignado a las inmunoglobulinas anti- 7?art/¡Z Hag una magor

incidencia de la infección en ausencia de anticuerpos contra el parásito, por ejemplo,

la depleción de anticuerpos en modelos experimentales aumenta la suceptibilided a

la infección por el parásito (124) g la transferencia pasiva de sueros inmunes, en

general, han logrado proteger a animales contra un desafío con dosis letales del

parásito (136, 127).

Se han descripto anticuerpos generados por una activa infección por Z mu"

que se unen a parásitos vivos, promueven la fagocitosis del parásito por los

mocrófagos, citotoxicidad dependiente de anticuerpos g producen una lisis mediada

por complemento (136,139). Estos anticuerpos líticos se relacionaron con la

resistencia inmunológica al 7.‘mm (43).

Algunas cepas del parásito inducen anticuerpos neutralizantes que inactivan la

infectividad de los tripomástigotes (96) g una infección por I art/zi también puede

generar anticuerpos citofílicos (141) g citotóxicos (126).

La infección por Z cruzi también genera una inmunidad mediada por células

(IMC)que opera en la resistencia contra el parásito.

El estudio de la respuesta proliferativa de células de pacientes chagásicos

frente a diferentes antígenos del f mm demostró que un alto porcentaje de

enfermos tienen respuesta de IMC(279, 74). Los linfocitos T sensibilizados contra
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Z CIT/Ei producen al ser reestimulados por el antígeno específico una serie de

factores solubles llamados linfoquinas con variados efectos. Unode ellos, el factor

inhibidor de la migración leucocitaria, ha sido evidenciado in vitro en pacientes

chagásicos (192). En el control de la infección, es de relevancia el incremento del

efecto tripanocida de los macrófagos activados por linfoquinas, interferón y (¡22) g

el factor de necrosis de tumores (TNF) (287). Las células fagocíticas se activan

durante la etapa aguda de la infección generando especies reactivas del oxígeno (Sl).

Otros mecanismos de resistencia al Z mui estan representados por la

citotoxicidad mediada por células, ejercida por linfocitos T citotóxicos (39), la

citotoxicidad mediada por anticuerpos, que se activa por contacto con la célula

blanco recubierta por anticuerpos, demostrada tanto en epimastigotes (l) como en

tripomastigotes (l25) g la actividad "natural killer' (NK)mediada por linfocitos NK

sobre células blanco en replicación (105). La respuesta policlonal también incluye el

incremento de la producción de interleuquinas e interferón (272).

El sistema complemento, ademas de ejercer su capacidad lítica sobre el

parásito, al operar en conjunción con los anticuerpos específicos, participa

activamente en la fagocitosis de los organismos por células mono y polinucleares

(92) pero se ha observado que el papel de la vía clasica del complemento no es

fundamental en los mecanismos de resistencia al 7?art/27'(70).

La resistencia a la infección por el ï. CIT/Efexperimental puede ser conferida

por medio de la transferencia de células esplénicas en general (208, 24l) g por

linfocitos T helper L3T4 g linfocitos citotóxicos Lgt2.2 de animales crónicos

(220).

Losestudios M realizados en animales genéticamenteatímicos (127),

timectomizados, (4B) o tratados con sueros anti-timocitos (215), revelaron la

agudización de la infección g mostraron que dosis de parásitos no letales en

animales inmunocompetentes, son letales para animales timodeficientes (249). De

lo anteriormente expuesto se desprende que la inmunidad humoral y mediada por

células participan activamente en la defensa del organismo infectado por Z mm:
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En el daño tisular que experimenta el individuo infectado en la etapa aguda

parece involucrada la acción del parásito, pero el mecanismo fisiopatológico de la

enfermedad de Chagas aún no es claro, existiendo una fuerte tendencia a explicarlo

por fenómenos inmunológicos. Es un hecho la presencia de antígenos comunes del T.

cruzi g del huésped (ver 1.5.5) g la presencia de anticuerpos dirigidos contra

componentes propios en los enfermos chagásicos (75, 91).

1.5 Antígenos del Dyna/¡asoma cmzi:

El ciclo de vida del 7.’ cruzi es complejo e involucra la circulacion de

parásitos entre mamíferos, vectores invertebrados g el hombre. Los diferentes

medios en que se desarrolla el parásito determinan diversas presiones de selección

que se manifiestan en una gran heterogeneidad que también se evidencia en la

constitución antigénica g funcional de su membrana celular (i7,206,i77,93,29|)

aunque también poseen antígenos compartidos (256). Ningunode los estadios del 7?

an/¿‘i presenta antígenos fuertemente inmunodominantes hecho que ocurre en otros

parásitos como por ejemplo, Plasmadwm (296) g a diferencia de otros

tripanosomátidos (36), Z mm" no presenta mecanismos de variación antigénica

(256).

Debido a que este parásito comparte un número de antígenos con otros

tripanosomátidos (3) ha sido esencial la identificacion g caracterización de los

antígenos específicos del mismo para los estudios relacionados con el

serodiagnóstico, la inmunoprofilaxis g la patogénesis.

1.5.1 Antígenos de superficie:

Considerando que la superficie del parásito es la primera g principal área de

contacto con el huésped, ha despertado especial interés el estudio de las proteinas g

glicoproteínas de la membrana celular del I art/¡i g los mecanismos involucrados en

la respuesta inmune a las mismas. La diversidad antigenica a nivel intraespecífico es
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importante cuando se considera la superficie parasitarla, no observándose esta

variación en los patrones de proteínas intervinientes en el metabolismo (164).

La membrana celular del parásito fue analizada por diferentes métodos

observándose diferentes patrones de proteínas para cada estadío del Z ¿rn/21'(17,

257, 178, 298, 12, 93, lol, l64).

Lamagoría de los antígenos de superficie estudiados son glico-conjugados. Los

estudios con lectinas demuestran la existencia de diferencias cuali g cuantitativas

en los hidratos de carbono expuestos sobre ia superficie celular en los distintos

estadios evolutivos del parásito (¡95, l la). Losepimastigotes g tripomastigotes de

cultivo de 7.‘cms," se aglutinan en presencia de concanavalina A (Con A) sugiriendo

la presencia de residuos de alfa-D-mano o glucopiranosa expuestos en la superficie

celular (9). Se aisló un complejo macromolecular rico en glico-conjugados

denominado lipopéptido fosfoglicano, aparentemente asociado a la membrana de los

epimastigotes formando parte del receptor de ton A (147, 148). También este

parásito es aglutinado por medio de la agiutinina de gármen de trigo, que reconoce

al ácido siálico g a la N-acetil-glucosamina, requiriendose diferentes

concentraciones para aglutinar a epimastigotes g tripomastigotes (¡95).

La infectividad de los tripomastigotes de Z ¿rn/¡1'se incrementa cuando se los

incuba con sialoglicoproteínas (205) proponiéndose que tal efecto se debería al

proceso de transferencia del ácido siálico a los glicolípidos (299).

Se ha descripto una glicoprotelna (GP) de 90 kDa presente en la superficie de

todos los estadios del parásito (255) que está constituida en un 19 x por

carbohidratos (86). En los tripomastigotes metacíclicos la GP90 se sintetiza como

un precursor de 75 kDa que corresponde a la porción proteica e inmediatemente

después es N-glicosilada (293).

Snarg g col. (257) han descripto otra glicoproteina de la superficie de los

epimastigotes g tripomastigotes metacíclicos, de 72 kDa que se encuentra

glicosilada en un 49 x g en un lO z fosforilada. A pesar de que el huésped vertebrado

experimenta un contacto muy limitado con los tripomastigotes metaclclicos
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infectantes, los sueros de pacientes con infección aguda presentan altos títulos de

anticuerpos anti-GP72 (258, 104).

La GP72se encuentra presente en muchas cepas g clones ensagados (130,131),

pero se ha observado que los niveles de esta GP72 g su glicosilación (86) difieren en

las diversas cepas de Z ¿rn/¡2' (60) g que su expresión se relaciona con las

diferencias asociadas a zimodemas (170), cuando se trata de identificar epitopes

relacionados a carbohidratos (235).

Otros estudios se llevaron a cabo con un anticuerpo monoclonal (Acne)

demostraron la inhibición de la transformación de epimastigotes a tripomastigotes

sugiriendo que esta glicoproteína tendría un papel biológico importante en la

diferenciación del parásito dentro del intestino medio del insecto (253), mediando la

interacción con lectinas de la membrana de las celulas intestinales (196),

posibilitando la retención de la forma epimastigotes, su multiplicación g la

infección constante en el tracto digestivo del vector (259).

Nogueira g col. (177) describieron contemporaneamente con Snarg, una

proteína de 75 kDa también específica para los estadios que se desarrollan en el

insecto, sugiriendose que ambas podrían ser una misma proteína (260). Un estudio

posterior mostró que son dos proteínas diferentes que comigran en geles de 7.5 x de

acrilamida con perfiles diferentes de proteólisis (236).

Los epimastigotes son rapidamente lisados en sueros normales (LSNH)por

medio de la activación del camino alternativo del sistema complemento (175). E1

analisis de las moleculas del epimastigotes demostró que la GP72 es el sitio

receptor en la membrana del factor C3 del sistema complemento (113). Los

tripomastigotes, en cambio, son resistentes a la LSNH.Los mecanismos que median

esta resistencia estarían relacionados con factores que intervienen en la función de

la C3 convertasa en las vias clasica g alternativa del complemento, asociados a

componentes del parásito desde El? a 155 kDa de peso molecular (114). Se ha

observado que el tripomastigote libera al medio una GP de 87-93 kDa, pl:5.5,

inmunoprecipitada por sueros de pacientes crónicos (1 15).
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Los estudios sobre la Interacción parásito-celula hospedera implicaron a

moléculas como el colágeno y la fibronectina en la adherencia parasitaria. Los

receptores del Z ¿rn/zi para estos componentes se definieron con un PH de 80-85

kDa (¡86) g de 58/68 kDa (282). La glicoproteína de superficie de 58/68 kDa en su

forma no reducida/reducida respectivamente, fue aislada de tripomastigotes de

cultivo, e inhibió la unión con la C3 convertasa de la vía alternativa del complemento

humano (87). Este hecho podría contribuir como un mecanismo adicional en el escape

que evidencian los tripomastigotes a la lisis mediada por complemento del suero

humanonormal. Por otra parte los amastigotes tienen una proteína de superficie que

se une al complejo CSD-9 del sistema complemento e impide su inserción en la

membrana celular, escapando asi de la lisis mediada por complemento (l 12).

Recientemente se ha descripto una glicoproteina de B3 kDa como responsable

de la unión del tripomastigote de cultivo a mioblastos de corazón de rata (153) o a

células Vero (37).

Se han identificado tres polipéptidos de superficie de PME15kDa con pl: 5,0 ;

5,5 g 6.3-75 (12) A esta última glicoproteína se la denominó Tc85. La penetración

de tripomastigotes de cultivo g metacíclicos a células de mamíferos fue

parcialmente o casi totalmente inhibida por anticuerpos monoclonales anti-Tc85

(lo, 2) pero una magor inhibición se observó en la penetración de tripomastigotes

metacíclicos (2). La porción hidrocarbonada de esta molécula contiene acido siálico

(67) pero se desconoce si es el acido siólico que una neuraminidasa de I ¿ra/¡1'

remueveMm de la superficie de las células de mamíferos (152) g su posible

relación con los mecanismos de interiorización celular que se le atribuyen a la TcBS.

Otra proteina de 85 kDa se aisló de los tripomastigotes de cultivo y se la identificó

comoel receptor para la fibronectina, involucrada en la interacción parásito-celula.

El sitio de reconocimiento para el pegado de los parásitos está restringido a la

secuencia de aminoácidos arg-glg-asp-ser de la fibronectina. La inoculación de este

péptido acoplado a toxoide tetanico inhibió la penetración de 7?mui a fibroblastos

g protegió parcialmente a animales contra una infección (¡84, 185, 186, 187, 168).

No se ha aclarado aún si esta glicoprotelna de BS kDa es la misma que la TcBS,
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aunque no es improbable ante la similitud descripta en relación a su intervención en

los procesos de adsorción g penetración en celulas de mamíferos.

Una glicoproteína de 25 kDa se encuentra presente en la superficie de todas

las formas g en diferentes cepas del parásito (232). Esta GP25 no se sintetiza como

tal sino que proviene de un precursor de 57 kDa (233). Otro antígeno de 25 kDa se

describió en la superficie interna de la membrana plasmática de todos los estadios

del 7?¿ra/zi desestimándose que tenga relación con la GP25 ni que provenga de un

polipéptido magor (266). Se han aislado anticuerpos anti-GP25 por afinidad, de

sueros de pacientes chagásicos que mostraron un 70 x de lisis mediada por

complemento sobre tripomastigotes metacíclicos (169).

Aunque se han descripto numerosas proteínas de la superficie celular del Z

¿tn/21' es difícil comparar g conciliar los datos publicados por las variaciones

inherentes a las diferentes cepas g clones estudiados, condiciones de crecimiento g

los métodos de caracterización antigém’ca.

1.5.2 Antígenos y cepas del 7. cruzi:

Una idea de la heterogeneidad antigénica en el I ¿rn/21' se desprende de la

posibilidad de obtener clones de parásitos antigenicamente diferentes a partir de una

cepa (33, 206). Dicha heterogeneidad ha sido mencionada como causa de diferentes

manifestaciones clínicas g efectividad terapéutica en la enfermedad de Chagas (42).

El efecto antiparasitario no es el mismo en todos los aislados g la patología de la

enfermedad de Chagas difiere según el área geográfica en donde se contrajo la

infeción (42, 171).

Se ha propuesto que la heterogeneidad antigenica de los parásitos juega un

importante papel en los fenómenos anteriormente descriptos. El mapeo antigénico de

la superficie de los tripomastigotes metacíclicos de varias cepas de Z tán/2'

detectó una marcada diferencia intraespecífica, encontrándose una proteína de ¡00

kDa como principal antígeno de la cepa G siendo casi imperceptible en las cepas Yg

CL(291), además no todas las cepas contienen los mismos niveles de una GP90 de
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tripomastigotes metacíclicos g exponende manera desigual algunos de sus epitopes

(275). La TcBS también exhibe diferencias en su pl en las cepas Yg YuYu(2).

Otro ejemplo de heterogeneidad intraespecífica lo confirma la expresión de

una proteína de 90 kDa en tr‘ipomastigotes de cultivo de las cepas Y, Perú g

Esmeraldo g su ausencia en las cepas CLg Silvio X/lO (290). Tampoco se ha hallado

ARNmde tripomastigotes de las cepas CLo Silvio x-lO que codifique para la proteína

de 90 kDa (27).

Estos datos acentúan la importancia de la caracterización antigénica de las

poblaciones de I ¿rn/¡i provenientes de diferentes regiones del continente cuando

se encara un estudio que aporte a la clínica o la inmunoprofilaxis en la Enfermedad

de Chagas. Unadificultad en el estudio de diferentes marcadores en distintas cepas

de I ¿rn/:1“se relaciona con las condiciones en que se mantienen los cultivos de

parásitos en los diferentes laboratorios por la posibilidad de presentar

sobrecrecimiento de alguna subpoblación o cambios genéticos (42).

1.5.3Antígenos circulantes:

La infección por Z mm; al igual que otras parasitosis, origina antígenos

circulantes en forma de inmunocomplejos. La presencia de antígenos circulando en el

plasma fue originalmente descrita en ratones infectados (254) y fue posteriormente

confirmada en animales de experimentación (96, 32, 19) g en pacientes con

enfermedad aguda g crónica (32, la, 156, 117, 7). Entre los antígenos circulantes

caracterizados se han descripto polisacaridos inmunogenicos(98, 99, 160).

Un hecho interesante es la expresión de una glicoproteína de 70-84 kDa

llamada Sspá, el antígeno mas importante del amastigote (14) que es liberado al

medio circundante a medida que se transforma en epimastigote. Esta Ssp4 esta

asociada a la superficie del parásito por un GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) tal

como la proteína VSGde Z ÜHICGÍg se libera al medio por la acción de la fosfolipasa

C (IS).
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Los tripomastigotes de cultivo también liberan al medio circundante un

antígeno llamado SAPA(shed acute phase antigen) localizado en el bolsillo flagelar

(263) que es reconocido por sueros de pacientes con enfermedad de Chagas aguda g

de recien nacidos infectados (4, 210). En el suero de pacientes agudos g crónicos se

pudo detectar un polipéptido de 65 kDa(169)

La presencia de antígenos de Z art/¡i en la orina de los vertebrados fue

originalmente descripta por Bongertz (l32) en animales con infeccion aguda g

posteriormente en la orina de niños con enfermedad aguda o congénita (65). Mediante

la captación de antígenos urinarios por miscelas de nitrocelulosa g posterior

aglutinaciún, o una inmunoprecipitación con un Acrio, se pudo ampliar el diagnóstico

parasitológico a pacientes crónicos ( l 19, ¡20).

Los antígenos secretados en orina fueron caracterizados como dos

glicoproteínas: una de 80 kDa,pl: 6-65 g otra de 55 kDa,pl: 6,5-7 (89). Diferentes

sueros anti- 7?art/21'reconocieron un antígeno urinario de 80 kDa obtenido de perros

con infección aguda (66).

Se ha intentado relacionar la presencia de antígenos circulantes con la

capacidad, tanto de los tripomastigotes comode los amastigotes, de movilizar hacia

un polo de la celula los anticuerpos fijados a sus antígenos de superficie, ('capping")

(238, 97). Tambien una fosfolipasa se encuentra involucrada en la liberación de

algunos antígenos (15).

Se especula que estos antígenos liberados al medio circundante podrían

adsorberse a células de mamíferos (212). Pero no se encuentra aún esclarecido si

los antígenos liberados al torrente 'sanguíneo o los hallados en la orina cumplen

alguna funcion específica en la patogenesis de la enfermedad de Chagas.
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1.5.4Antígenos para el diagnóstico de la infección por Icruzi:

En determinadas areas endémicas coexisten las infecciones por I ¿in/2;; 7.

range/i g ¿eisúmania 5,0/7.Estos flagelados poseen determinantes antigénicos que

cruzan entre sí, por lo que la especificidad en el inmunodiagnóstico de la Enfermedad

de Chagas representa un desafío mug particular.

La conveniencia de utilizar Acrio específicos para el diagnóstico diferencial de

7.’¿rn/¡i con otros parásitos ha sido encarada por algunos investigadores (20, 64,

149), así como también ensagos con proteínas aisladas como la GP90 (234, 61), o el

componente 5 de 7Tmai (3) con un Acrio anti-BP72 (163, 149), la GP25 (232), el

antígeno Ssp4 de amastigotes (¡6), un antígeno de 25 kDa (266, 267) g el antígeno

recombinante SAPA(4, 210).

Para las zonas en donde el diagnóstico específico para la Enfermedad de

Chagas sea dificultoso, se propuso una prueba alternativa que consiste en la

detección por inmunoprecipitación de la GP90 g GP72 para los sueros positivos

confirmando así la infección por T.mm (132).

Los intentos de producir reactivos con alta especificidad g sensibilidad han

permitido diagnosticar inequívocamente la enfermedad de Chagas siendo algunos de

ellos utilizados actualmente como sistema de diagnóstico.

1.5.5 Antlgenos relacionados con la agresión an el huésped:

El I mai posee determinantes antigenicos compartidos con el sistema

nervioso g el tejido muscular de los vertebrados, de modo que se ha especulado sobre

la inducción de mecanismos inmunes dirigidos contra antígenos propios en el huésped

g su vinculación con la patología de la enfermedad de Chagas.

Algunos mecanismos generadores de patología involucran la destrucción

neuronal tanto en el corazón como en el sistema digestivo (¡42). Es posible que este

mecanismose inicie Mcuando un nido de parásitos que rompe la celula huésped
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libera antígenos capaces de asociarse a las membranas de las celulas vecinas

tomándolas inmunogenicas (213).

Nosolamente se asocian antígenos del parásito a las células de mamífero sino

que el I ara/21'puede incorporar antígenos de las células hospederas (61).

El fraccionamiento subcelular del 7.’ ¿“n/21'permitió caracterizar el perfil

antigénico de los diferentes componentes del parásito g relacionarlos con

mecanismos de agresión en la relación parásito-huésped. La disrupción del parásito

por presión-descompresión (245) permitió separar la fracción Microsomal, (Mc:

pellet de 105.000 g), que posee componentes capaces de inducir una miocarditis

(224) comparable a la encontrada en la enfermedad de Chagas crónica (¡45). También

se ha inducido miocarditis al inmunizar animales de experimentación con un pellet de

una centrifugación realizada a 100.000 g de una mezcla de amastigotes g

tripomastigotes de cultivo (273, 274). Estos experimentos muestran que existen en

el 7?mai macromoláculas capaces de inducir efectos patogénicos en ausencia de

infección parasitaria.

En pacientes con cardiopatía se han demostrado anticuerpos contra antígenos

presentes en la fracción microsomal (76).

La existencia de antígenos comunes entre el I art/21' g algunos tejidos de

mamífero ha sido ampliamente evidenciada. Por ejemplo, un Acrio anti- Z dianisfig

7.‘vespa/TI'IÍMIS reconoce a 7. (Wii g a células del sistema nervioso central (201),

un Acrio anti-ganglio dorsal de rata reconoce a f. mm (269) g un Acrio anti- Z

¿rn/¡i reacciona con una tubulina de cerebro (6). Otras evidencias son: la reactividad

cruzada de un determinante antigénico de Z art/31‘ con el retículo sarcoplasmático

del músculo (228), la de una proteína de 160 kDa del parásito que cruza con una de 4B

kDa de tejido nervioso de mamífero (280) g la reactividad encontrada de sueros de

pacientes con lupus eritematoso sistémico con un epitope de la proteína ribosomal P

de Z ¿rn/22'g la proteína P humana (¡51). Los anticuerpos anti-hsp 70 de f ¿rn/¡i no

reconocen a la hsp 70 humana a pesar de una similitud del 73 x de aminoácidos

comunes para ambas proteínas (85).
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La presencia de anticuerpos contra un polipéptido de 25 kDa (230) o contra

proteínas de 25 kDa g de 39 kDa (lSi) en sueros de pacientes con cardiopatía

chagasica severa g no en individuos seropositivos asintomaticos, alientan la

utilización de estos antígenos como marcadores de patología.

Toda esta información no ha aclarado aún la relación existente entre los

antígenos comunes del I ¿rn/2' con los tejidos de mamíferos g las posibles

reacciones de autoinmunidad. Tampoco hag demasiada luz sobre la responsabilidad de

las reacciones autoinmunes en la patología de la Enfermedad de Chagas.

1.5.6Antígenos e inmunoprotección experimental:

Se han realizado intentos para producir una respuesta inmune protectora

contra la enfermedad de Chagas, utilizando parásitos vivos atenuados o no

proliferativos, muertos intactos, flagelados análogos, homogeneizados, fracciones

subcelulares g proteinas purificadas con diversos resultados (40).

La existencia de reacciones cruzada entre los antígenos del Z ari/zi g del

huésped g las lesiones observadas en los tejidos de los huespedes infectados

sugieren la imposibilidad de utilizar como inmunoganos preparaciones antigénicas

complejas g mucho menos parásitos enteros, vivos atenuados o muertos debido a que

podrían incluir aquellos componentes responsables de la agresión obsevada en

ausencia de infección (274, 225).

Son numerosas las proteínas del parásito, inclugendo las GP25, GP72 g GP90

que evocan una respuesta humoral en huéspedes inmunizados o infectados (207, 101).

Los ratones inmunizados con la GP72 fueron protegidos contra un desafío con

tripomastigotes metacíclicos pero no contra un desafío con tripomastigotes

sanguíneos (257). Esta observacion es un indicio importante de que los

tripomastigotes metacíclicos son vulnerables a los mecanismos del sistema inmune

del ratón en el período entre la infeccion g la penetración del parasito en los tejidos

del huésped (260).
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La GPQOindujo protección g magores niveles de reaccion de hipersensibilidad

retardada al utilizarse con saponina como adjuvante (243), pero no produjo blanqueo

de la parasitemia luego de un desafío con parásitos, ni en ratones ni en monos (244).

Esta proteína no cruza con tejidos de mamífero (242) g su inmunogenicidad se

destruge por tratamiento con formaldehído (21).

Un intento de inducir inmunoprotección experimental con tripomastigotes

irradiados (no infecciosos) indujo la formación de anticuerpos contra un péptido de

100 kDa g en menor grado contra dos péptidos magores de 200 kDa. En cambio la

inmunización con epimastigotes irradiados indujo sólo anticuerpos contra un péptido

de 57 kDa sin producir protección (300). La protección conferida a ratones mediante

la inoculación de tripomastigotes de cultivo muertos por merthiolate estaría

asociada a tres polipéptidos entre 70 g 100 kDa (292). La inmunización con

tripomastigotes de cultivo inactivados con B-methoxgpsoralen, indujo anticuerpos

anti-GPBS g la ausencia de parasitemia en los animales desafiados (13).

Los anticuerpos que producen actividad lítica mediada por complemento e

inmunofluorescenciaMi; se definieron como asociados a la resistencia

inmunológicacontra el parásito (138). Estos anticuerpos reconocen preferentemente

una molécula de 160 kDa,que sólo se halla en tripomastigotes sanguíneos, de cultivo

g metaclclicos (161, 180).

1.5.6.1Antígenos inmunoprotectores provenientes del fraccionamiento
subcelular;

Ante la imposibilidad de utilizar parásitos enteros como inmunógenos, en

nuestro laboratorio se ha trabajado con fracciones subcelulares del Z ¿rn/22' para

obtener inmunógenos purificados g definidos que podrían proteger ante un desafío,

sin efectos de agresión tisular.

En 1968 Gonzalez Cappa g col. utilizaron epimastigotes de la cepa Tulahuén

rotos por presión-descompresion para experimentos de inmunoprotección en

ratones. Demostraron que variando la presión utilizada durante la ruptura de los
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parásitos era posible obtener preparaciones con diferente grado de proteccion. Las

altas presiones, además de aumentar la desnaturalización antigénica, abolían la

actividad protectora (95, 246). En 1977 Segura g col. trabajaron con fracciones del

parásito preparadas a ¡40 kg/cm2. Mediante un fraccionamiento por centrifugación

diferencial g posterior purificación por gradiente de densidad, se obtuvo una fraccion

enriquecida en flagelos g membranas llamada fracción flagelar que produjo una

importante protección ante el desafío con formas infectantes del parásito (247,

226).

Esta fracción flagelar tiene un complejo perfil molecular, conteniendo todas

las glicoproteínas g enzimas de la superficie del parásito g ha mostrado en modelos

experimentales las mejores propiedades inmunoprotectoras contra el desaf io con

formas sanguíneas. Nose ha observado en estos animales indicio de alguna alteración

patológica por la inoculación de este inmunógeno (225). La liofilización preserva

estas propiedades g evita el riesgo hipotético de contaminación con formas

infectivas del parásito (226).

Se ha intentado potenciar la capacidad inmunoprotectora de la fracción

flagelar con diversos adguvantes como mamadas/721;” ¡larva/77,muramil dipéptido,

adjuvante incompleto de Freund, saponina, BCGg fiara'eM/¡apedz/SSIHBD) (223). En

términos de parasitemia g sobrevida, el mejor efecto fue encontrado con fracción

flagelar adguvada con Bp, ga que la parasitemia disminugo en un 90 x en los animales

que la presentaron (menor al 40 z) sobre los controles no inmunizados, mientras que

la sobrevida fue del 100 8 en los animales desafiados (226).

La administración de fracción flagelar-Bp resultó en un incremento de la

producción de anticuerpos dirigidos contra el parásito aún antes del desafío del

ratón. Además, los animales protegidos presentaron respuestas de hipersensibilidad

retardado, respuesta linfoproliferativa Mo contra antígenos de 7.‘¿rn/21' g

mitógenos policlonales antes g durante la etapa aguda producida despuás del desafío,

en la cual los ratones no protegidos están inmunosuprimidos (219, 252).
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¡.6 Caracterización de genes que codifican para antígenos de

Ïrypanasama ¿7712i.

La tecnología de recombinación de ADN 111m ha permitido conocer aún mas

detalladamente los antígenos de organismos tan complejos como los parásitos. A

partir del ADNgenomico o complementario insertado en vectores de expresión

apropiados, ha sido posible producir en otros organismos procariotas como

¡sim/7mm cal); por ejemplo, las proteínas que estos genes codifican. El

bacteriófago lgtll (294, 295) que ha probado ser un buen vector de expresión, ha

sido utilizado por muchos grupos de investigadores para detectar productos

expresados como proteínas de fusión, con anticuerpos mono o policlonales (revisado

en 47). Con este g otros vectores se han decodificado algunos de los componentes

antigénicos que se expresan en diferentes estadios del parásito.

Es un hecho ga demostrado que los genes que codifican para antígenos en el Z

(Wii presentan repeticiones de ciertas secuencias (199, l l l, 144).

El gen que codifica para una proteína de tn’pomastigotes de 85 g 76 kDa,

presenta en su secuencia 27 pares de bases repetidos en tándem (cabeza-cola) (199).

Se ha descripto el clonado de varios polipéptidos de 85 kDa que mostraron estar

organizados en familias de genes (268, 200). Estas familias constan de numerosos

miembros originados probablemente por duplicación génica, pero que presentan

mutaciones puntuales, deleciones e inserciones (200). Algunos genes se encuentran

en posición telomérica (200, l 16) que podría indicar un expresión más activa, como

en el caso de la VSG de Z bruce}; en que genes situados en posiciones

intracromosomales no son expresados (78). En estas tres familias de genes no hag

una homología significativa en su secuencia de bases del ADN,pero una región de 32

pb se comparten en tres clones que codifican para proteinas de BS kDa (199, l ¡6) y

un clon de una proteína de 160 kDa ubicada en el flagelo (280).

Unpolipéptido de 85 kDaaparentemente distinto de los anteriores g presente

en todas las formas del parásito, fue obtenido a partir de un clon de ADNcopia de Z

¿rn/:1; cugo gen presenta una organización en grupo, de 6 alo copias alineadas (B2).
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Otras proteínas con unidades repetitivas de aminoácidos (de 5 a 68 aa) fueron

aisladas con sueros de pacientes chagásicos g fueron reconocidas por el 83 x de los

sueros de diferentes regiones del continente (l l).

La secuencia de nucleótidos correspondientes a una proteína hsp70 presenta

un tetrapáptido en 12 copias alineadas (209). Unaproteina de 225 kDa, ubicada en el

citoplasma (CRA)muestra en la secuencia de su ADN23 copias de 43 pares de bases

repetidos (¡44).

Algunas de las proteínas estudiadas por técnicas de recombinación de ADNse

encuentran asociadas al flagelo del I ¿rn/zi: una proteína de más de 300 kDa llamada

FRA,Flagellar repetitivo antigen (¡44), otra de 24 kDa, que puede unirse al Ca”,

participando probablemente en la movilidad del mismo (B3) y una proteína de ¡60

kDa, (260) que presenta reacción cruzada con una proteína de 48 kDa de tejido

nervioso de mamífero (280).

En muchos de los clones de ADN aislados que presentaron secuencias

repetitivas, cuando se han analizado otras cepas g clones para dichos genes, se ha

encontrado polimorfismo referido al número de repeticiones (109, ¡56, 140).

También ha sido aislado un gen de copia única asociado a una proteína de 175

kDa ubicada en el kinetoplasto, probablemente manteniendo la estructura del

mismo. El gen, llamado KAP,tiene 4 bloques de 9 aminoácidos repetidos (94).

La presencia de genes que codifican para repeticiones de péptidos también ha

sido descripta para los tripanosomas africanos (239), ¿aim/¡7mm mojar (286) g en

los parásitos del género Plasmadit/m (¡23). Se ha propuesto que las proteínas que

contienen repeticiones de péptidos podrían causar una sobreestimulación de las

celulas B g de este modo interferir con la maduración normal de una respuesta

humoral efectiva, evadiendo así el parásito, un blanqueo inmunológico por parte del

huésped (123, ¡09). Aún esta hipótesis no ha sido confirmada por lo que las

secuencia repetitivas podrían tener algún otro sentido en los parásitos.

La obtención de proteínas recombinantes expresadas en bacterias han sido

útiles para el diagnóstico diferencial de pacientes con cardiomiopatía (ISI) o el

diagnóstico de recién nacidos congénitamente infectados (210).
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Estos análisis sobre los aspectos moleculares, traerán aparejados sin duda el

esclarecimiento de otros aspectos estructurales g funcionales de las proteínas del

I ¿rn/21'.



2 OBJETIIJOS:

2.1 Objetivo general de este trabajo:

La obtención g la caracterización de antígenos de Tapa/¡asoma (TI/Ei
provenientes de una fracción subcelular del parásito con capacidad inmunoprotectora:
la fracción flagelar, el análisis de ia potencialidad de estos antígenos como
inmunógenos g la producción de los mismos en un sistema libre de parásitos para
obtener antígenos químicamente definidos que podrían impedir la transmisión de la
enfermedad de Chagas.

2.2 Objetivos parciales de este trabajo:

I) La caracterización de un anticuerpo monoclonal contra la fracción flagelar de
7.“(rn/¡i en cuantoasu actividad biológica contra el parásito.

Il) La caracterización delos componentes antigénicos del Z ¿rn/21' reconocidos
por dicho anticuerpo monoclonal.

Ill) La obtención de dichos antígenos por purificación con el anticuerpo mono
clonal, a partir de un homogeneizado del estadío epimastigote dei parásito.

IV) El estudio de las proteínas antigenicas purificadas en cuanto a la capacidad de
conferir inmunoprotección en animales de experimentación contra una
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3 MHÏERIHL 9 METÜIIOS:

3.1 Parásitos;

La cepa Tulahuen, stock 2 de Irma/¡asoma ¿rn/22' (248) fue utilizada en este

trabajo. Los epimastigotes se cultivaron durante 7 días a 2B 9|: en un medio

monofásico axénico (JL. Engel, comunicación personal) conteniendo 5 g/l de extracto

de hígado (lnorp); 4 g/l de extracto de corazón (Inorp); 3 g/l de extracto de carne

(lnorp); 3 g/l de extracto de levadura (Difco); 9 g/l de Triptosa (Difco); 4 g/l de

Dextrosa (Nallinckrodt, EEUU);lOg/l de NazHP04;4 g/l de KC];4 g/l de Nati,- 0.02 g/l

de Hemlna (Sigma, EEUU).

Los tripomastigotes provenientes de cultivos de células de mamífero fueron

obtenidos a partir de células BESN.Brevemente, se inoculó con tripomastigotes una

monocapa de células BESH.Los tripomastigotes remanentes se lavaron con medio

RPM! ¡640 (Gibco, EEUU)suplementado con lo z v/v de suero fetal bovino (Gen,

Argentina). Los tripomastigotes se cosecharon de los sobrenadantes de las células

lisadas (80).

Los tripomastigotes sanguíneos se mantuvieron por pasajes seriados en

ratones (248) g los parásitos utilizados en los experimentos de lisis g de

neutralización, se obtuvieron de ratones irradiados luego del quinto día post

lnfecclón (¡38).

Los tripomastigotes metacíclicos fueron obtenidos de las heces de Them/7m

Ihfestons; previamente alimentados de ratones infectados.

Los epimastigotes de las cepas Y, de los clones Sglvio X-lO/l, Miranda/75,

"/76, MNS, M/BO,H/84 g CAI/70, g los promastigotes de ¿aim/773mb mexicana

manzana se obtuvieron de cultivo axénico en el medio BHT(Brain-Heart-Trgptose)

suplementado con suero fetal bovino al ¡0 z v/v a 26 9C cosechados en su fase

exponencial de crecimiento (50).



3.2 Fraccionamiento subcelular:

La fracción flagelar fue preparada a partir de epimastigotes de la cepa

Tulahuén de 7?¿rn/21'La disrupción fue llevada a cabo por presión-descompresion en

un fraccionador de celulas Sorvall-Ribi ModeloRf-l (Ivan Sorvall Inc, Norwalk, CT,

EEUU).El homogenato total de epimastigotes (HT)se centrifugó a 1000 xg durante 15

min. a 49€. El sedimento se sembró sobre un gradiente discontinuo de sacarosa g se

centrifugó a 90.000 xg durante 60 min. La fraccion flagelar se ubica en la banda

superior, sobre la zona correspondiente a 1,58 r1 de sacarosa (247). Luego de la

cosecha, la muestra se dlallzo exhaustivamente contra KC]5 mii g se congelo a -70

9C. Previamente a los ensayos de inmunización, la fracción flagelar fue liofilizada.

3.3 Adjuvante:

La fracción flagelar, antígenos purificados g sintéticos fueron inoculados en

ratones BALB/cutilizando como adjuvonte a Bardete/Iapeflassfs en una cantidad de

1.25 109bacterias por dosis. La cepa de tipa/111951? utilizada es la ¡0536, obtenida

por cultivo, inactivada, procesada y controlada, como para ser incorporada en la

vacuna triple que se administra normalmente en la población, gentilmente cedida por

la Dra. Mirtha Lescano del Instituto Halbran, Buenos Aires.

3.4 Anticuerpos monoclonales:

Para obtener anticuerpos monoclonales (Acrio) (¡33) anti-fracción flagelar,

se inmunizaron ratones machos de la cepa BALB/c de 21 días de edad con dos dosis

semanales de dicha fraccion por vía intraperitoneal, adjuvada con ¿ifpertussis (ver

3.3). La tercer dosis se administró una semana despues, sin adjuvante. Cada ratón

recibio en total 200 ug de fracción flagelar. La fusión celular fue realizada tres

dÍas después de la última dosis, como se ha descripto (251). Brevemente, se

fusionaron 3.10e celulas de bazo de dichos ratones con 3.107 células de mieloma P3
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XG3-Ag86.5.3 (121) en presencia de polietilenglicol 4000. Los sobrenadantes de los

hibridomas resultantes se ensagaron por pruebas de ELISA-Peroxidasa (ver 3.10) e

inmunofluorescencia indirecta (ver 3.11) para probar la presencia de anticuerpos

específicos. Los hibridomas positivos se clonaron por dilución limitante. Se

obtuvieron fluidos ascíticos por inyeccion de las celulas híbridos en ratones BALB/c

previamente ingectados con Pristane (Aldrich, EEUU)(i lo). Los fluidos ascíticos se

utilizaron para purificar las inmunoglobulinasespecíficas anti-fraccion iiagelar.

3.5 Purificación de anticuerpos monoclonales:

La purificación de los anticuerpos se realizo por cromatografía de afinidad.

Un volumen de fluido ascítico se dilugo al medio con Tris-HCl iii, NaCl 0.15 M, pH

8.0, se filtró por membranas Millipore (EEUU)de 0.45 pm g se sembró en una columna

de Proteína A Sepharosa 4B (Sigma, EEUU).La columna fue lavada exhaustivamente

con la solución anterior, hasta que la medición por densidad óptica a 280 nm de la

solución excluida, fue menor que 0.0|. Se elugó el anticuerpo con acido acético 0.l n

conteniendo 0.15 r1 de NaCl. Luego de una diálisis contra solución salina fosfatada

(PBS) la pureza del anticuerpo se determinó por SOS-PAGEal lo z (¡43) (ver 3.7.1).

La cuantificación de la proteína eluida se realizó por técnicas colorimetricas

(154) utilizando albúmina de suero bovino como standard g midiendo el color

resultante en un espectrofotómeto a 700 nm. En todos los experimentos en que se

utilizaron AcHo anti- I ¿rn/¡f se utilizó como control negativo un AcMo no

relacionado anti-virus sincicial respiratorio (anti-RSV) gentilmente cedido por la

Dra. Mercedes Weissenbacher de la Facultad de Medicina, U.B.A.

3.6 Caracterización de los anticuerpos monoclonales:

La actividad biológica de los AcMose determinó por medio de los ensayos de

lisis de tripomastigotes mediada por complemento (LHC)y de neutralización de la

36



infectividad de tripomastigotes Mm. Para estos experimentoslos tripomastigotes

se obtuvieron como se indicó en 3.1.

En el caso de la LHCse incubaron en un volumen de 0.4 ml: 2.5 x 106 parásitos

con 200 ug de anticuerpo purificado anti-I mm o anti-VRS como control

negativo, durante 30 min. a 379€. Luego de los lavados g resuspensión en BSA al l x

p/v, se mezclaron volumenes iguales de parásitos g de suero humano normal (SHN)ó

de SHNi(previamente inactivado), durante 60 min. a 379€. El porcentaje de lisis

mediada por el sistema complemento se determinó como

¡00 - N9de parásitos incubados con SHN x ¡00
N9de parásitos incubados con SHNi

En los experimentos de neutralización, los parásitos se incubaron con

diferentes cantidades de AcHo(anti- 7?(rn/zi o anti-VRS como control) durante 60

min. a 37 QCg se inocularon 500 parásitos/ratón (BALB/c) por vía i.p. La sobrevida

de los animales g la parasitemia por observación directa g se estudiaron hasta el día

40 post-infección.

3.7 Caracterización de los antígenos reconocidos por el

anticuerpo monoclonal FCH-F8-4 (Acno 4):

3.7.1 Separación electroforética de proteínas:

Los diferentes antígenos a analizar fueron separados por electroforesis en

geles de poliacrilamida (143). El gel de separación tuvo una composición del lo z

p/v de acrilamida, 0.27 z p/v de metilen-his-acrilamida, 0.1 X p/v de SDS en

tampón Tris-HCI 0.36 r1, pH 8.6. El gel de concentración fue del 5 x p/v de

acrilamida, 0.13 z p/v de metilen-bis-acrilamida, 0.1 x p/v de SDS en tampón Tris

HCl 0.12 r1, pH 6.8. La polimen’zación se realizó mediante N,N,N',N'-tetrametil

etilendiamina (TEHED, Sigma, EEUU) como iniciador g persulfato de sodio

(Hallinckrod, EEUU)como catalizador. La cantidad de antígeno sembrada en los geles
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fue de 100 pg de homogeneizado de epimastigotes g 20 pg de proteínas purificadas

(Ag4 o proteínas recombinantes expresadas en bacterias) Las proteínas a separar se

trataron dos min. a 959€ en 0.7 x p/v de SDS, i z v/v de 2-mercaptoetanol, l z p/v

de azul de bromofenol, como indicador en Tris-HC] 0.12 r1, pH 6.8. Los minigeles de

9 x 9 cm fueron corridos a 80 V durante dos horas a T amb. en Tris 25 mii, glicina

192 mn y SDS al 0.1 x p/v, pH 7.2. Los geles fueron teñidos en 0.5 X p/v de

Coomassie Blue [3-250 (Sigma, EEUU)en 45 z v/v de metanol g 10 X v/v de acido

acético y desteñidos en el mismo solvente.

312.- Análisis inmunoenzimaticode proteínas electrotransferidas a nitrato

de celulosa (‘inmunoblotting'):

El hnmngnnato total de epimastigotes, tripomastigatns g proteínas

recombinantes fueron electrotransferidas a membranas de nitrato de celulosa (NC)

en solución Tris 25 mn, glicina ¡92 mn g 20 z v/v de metanol (277) en una cuba de

transferencia (Bio Rad, EEUU)a 40 V durante toda la noche a 49€. La tinción de

proteínas se realizó con negro amido 0.1 8 p/v en 45 X v/v de metanol g lo z v/v de

ácido acético. Las tiras de NCpara inmunodetección se lavaron en solución Tris-HCL

0.05 M(pH 7.2) conteniendo Nati 0.15 N (TBS) durante lO min. g se bloquearon en

TBS conteniendo leche descremada en polvo al 3 z p/v, glicina al 2 x p/v, azida

sódica al 0.05 8 p/v y PMSF l mii (TBS-r‘l), durante una hora a T. amb. Las tiras de NC

bloqueadas se incubaron en: Acne 4 purificado (50 ¡Lg/ml) o sueros de ratones

inmunizados, diluidos en TBS-Mdurante una hora a T. amb. Los lavados se efectuaron

con TBS conteniendo 0.01 8 v/v de Tween 20 (Sigma, EEUU) (TES-T) 3 veces,

duranteio min. Finalmente como segundo anticuerpo se usó una anti-inmunoglobulina

de ratón acoplada a la enzima peroxidasa (Biosgs, Francia) o a fosfatasa alcalina

(Bio Rad, EEUU)diluídas en TBS-M. Luego de los lavados en TES-T, las tiras se

transfirieron al sustrato adecuado para el desarrollo del color: Diaminobencidina S

pg/ml en una solución de citrato 0.028 H, fosfato de sodio monoacido 0.05 r1, pH 5,

para la enzima peroxidasa. Para la enzima fosfatasa alcalina el sustrato fue Nitro
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Blue Tetrazolium (NBT)0.3 mg/ml g Bromo-Cloro-Indolil Fosfato (BCIP) 0.15 mg/ml

en tampón NaHCOs 0.1 n, Mgtlz l mn, pH 9.8. Una vez alcanzado el nivel de

coloración deseado la reacción se detuvo sumergiendo la NCen agua destilada.

3.8 Purificación de antígenos por inmunoafinidad:

El AcNo 4 purificado se acopló a Sepharosa 4B activada con Bromuro de

Cianógenosiguiendo el protocolo del fabricante (Pharmacia, Suecia). La purificación

antigénica se realizó a partir de homogeneizado de epimastigotes en presencia de

inhidores de enzimas proteolíticas: TLCKi mn g PHSF l mH (Sigma, EEUU).La elución

del antígeno específico se realizo, mediante un cambio drástico de pH, con glicina

HC]0.2 li pH 2,8. La fracción antigénica purificada se caracterizó por SOS-PAGE al

lo X (ver 3.7.1) g posterior "inmunoblotting' (ver 3.7.2), conservandose congelada a

-70 9Chasta su liofilización g uso en ensagos de inmunoproteccion.

3.9 Ensayos de inmunoprotección en animales de experimentación:

Los inmunógenos fueron suministrados a ratones machos de la cepa BALEi/cde

21 dias por vía intraperitoneal.

La inmunización con el antígeno purificado por el Acrlo 4 se realizo con el

siguiente esquema: se administraron 3 dosis quincenales de 100 ug de antígeno puro,

cada una, con Bardem/¡a pedi/sm: como adjuvante (ver 3.3). Un grupo de ratones

como control, fue inoculado sólo con el adjuvante g otro grupo adicional fue

inoculado sólo con ¡00 ug de BSA.

Los animales fueron desafiados con 1000 tripomastigotes metacíclicos por

ratón. El recuento de las parasitemias, que se efectuó por observacion directa al

microscopio g la sobrevida, se estudiaron hasta el día 40 post-infeccion. Se tomaron

muestras del suero de estos animales luego de la segunda dosis para determinar la

presencia de anticuerpos especificos por técnicas inmunoenzimaticas (ver 3.10).
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3.10 Enzagos inmunoenzimñticos (ELISA):

Los antígenos (homogenato total de epimastigotes o péptido SP4) se pegaron a

placas de poliestireno de 96 orificios en un tampón carbonato 0.05 M,pH 9.6 durante

toda la noche a 4 9C. Las placas fueron bloqueadas con PBS conteniendo 5 X p/v de

leche en polvo descremada. Como control de pegado inespecífico se utilizaron

orificios bloqueados solamente con leche. La dilución de los sueros se realizó en

PES-leche al i 2 p/v en forma seriada en un factor de dos. La incubación se realizó

durante una hora a T. amb. Luego de los lavados con PBS-Tween al 0.05 z v/v se

incubó con el segundo anticuerpo: anti-IgG de ratón acoplada a fosfatasa alcalina

(Bio Rad, EEUU)en PBS-leche al l z p/v. El revelado se realizó con p-nitrofenil

fosfato en una solución de i mg/ml de dietanolamina (22), como sustrato de la

fosfatasa alcalina. Se comparó la reactividad de los sueros de ratones respecto de

los controles en un lector de ELISA (Hicroplate Reader 700, Dgnatech, EEUU)a 410

nm.

3.11 lnmunofluorescencia indirecta (IFI) :

Se utilizaron epimastigotes o tripomastigotes formolados fijados con

glutaraldehído al 0.1 z v/v en portaobjetos con multiples orificios. Luego de la

incubación con sobrenadanta de hibridomas puros o con suero da ratón anti-SP4

diluido 1/100 g de los tres lavados con PBS, se incubaron con anti-IgG de ratón

conjugada a isotiocianato de fluoresceína (Biosgs, Francia) en la dilución adecuada.

La observación de la inmunofluorescencia se realizó en un microscopio con luz

ultravioleta por epi-iluminación. Como controles de la reacción se utilizaron

sobrenadantes de un hibridoma no relacionado (ver 3.5) o suero de ratones normales g

crónicamente infectados.



3.12 Obtención de ARNde epimastigotes:

Los epimastigotes de I ¿rn/¡í se centrifugaron a 1000 g durante lo minutos g

se lavaron tres veces con sacarosa 0.5 M, 5 mr1 KCL.El ARNtotal fue preparado por

el metodo de extracción con hidróxido de guanidina 7 P1(¡50) homogeneizando en una

Sorvall Omni-Mixer, (Dupont, EEUU). Se centrifugó a través de Cstl 5.7 n en 10 mii

EDTA,pH8.0 a 35.000 rpm en un rotor Beckman SW40, durante toda la noche a 209€.

El ARNse resuspendió en 0.3 r1 de acetato de sodio g se precipitó con etanol. El ARN

con polg [dAl terminal fue aislado por cromatografía de afinidad en oligo [dTl

celulosa (BRL, EEUU)(202).

3.13 Construcción de una genoteca de expresión de ADNcopia de Ï.¿‘I’7/2Í:

Se construgó una genoteca de ADNcopia en el vector de expresion ¡gti l (151)

de acuerdo al método descripto por Young (294, 295) con las modificaciones

posteriormente propuestas (202). Brevemente, a partir de 5 ug de ARNmensajero

purificado, se sintetizo el ADNcomplementario utilizando aquel como templado, 1.5

pg de oligo dT como primer, l mr1 de los cuatro dNTP, l00 U RNAsin g 50 U de la

enzima transcriptasa reversa. El híbrido ADN-ARNse trato con 2 U de ARNasa H. La

ADN polimerasa de ¿T cali, 25 U, reemplazó la cadena de ARN. Los ADN copia

bicatenarios fueron tratados con 40 Ude la enzima Eco RI metilasa g se unieron a los

extremos del ADNtratado por la enzima T4 ligasa, los fragmentos conteniendo la

secuencia de corte de la enzima Eco RI. El ADNde Z mm g el vector bacteriófago

Agtll fueron digeridos con la enzima EcoRl ¡o U/ug gla ligación correspondiente

se efectuó por medio de la enzima T4 ligasa. Los ADNrecombinantes asi obtenidos se

empaquetaronMg con los extractos apropiados del vector Packagene(Promega,

EEUU)g con los virus bacteriúfagos resultantes se infectaron bacterias [sabe/7mm

mii Y1090 deficiente en proteasas (294).
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3.14. Detección de clones de bacteriófagos que expresan

antígenos de ïrypalmsama cruzi:

3.14.1 Detección de clones con anticuerpos monoclonales.

Los clones de ¡gti l recombinantes fueron detectados por radio-inmunoensagos

sobre placas de fagos crecidos sobre un cesped de bacterias ¿Tcali Y1090 (294). Los

fagos fueron crecidos a 42 QCdurante 3 horas. Las proteínas se transfirieron a

membranas de NCque previamente fueron embebidas en ¡0 mr1 isopropil-b-B-tio

galactopiranósido (IPTG). El primer filtro fue transferido durante 2 horas g su

réplica fue efectuada incubando otro filtro durante 3 horas a 37 9C. Los filtros se

lavaron en solución TBS durante 10 min. g se bloquearon con TBS-H (ver 3.7.2),

durante una hora a temperatura ambiente. Los filtros se incubaron en: AcMo 4

purificado (50 pg/ml) en TBS-H durante toda la noche, se lavaron con TBS-T (ver

3.7.2.) 3 veces durante 10 min. Como segundo anticuerpo se utilizó suero anti-igG

de ratón marcado con ¡125 con una actividad específica de 2x106 cpm/ug, utilizando

106 cpm por filtro durante una hora. Luego de 3 lavados se autorradiografiaron con

films x Dmat AR de Kodak g un intensificador. Las plagas de lisis que fueron

detectadas por autorradiografía fueron nuevamente sometidas al mismo

procedimiento. Los clones sucesivamente purificados por plaqueo g detección por

anticuerpos, fueron mantenidos en stocks de alto título en medio SP1: 10 mm Tris

HC],pH 7,5, om Nat], ¡0 mr1M9804 g 0.01 z p/v gelatina (157) a 4 9C. La pureza g

presencia de un inserto de ADNen los clones detectados se determinó mediante el

crecimiento de los mismos en presencia de IPTG como inductor g ill-ga] como

sustrato de la B-galectosidasa (¡57).

3.14.2 Determinación simultanea de la actividad de B-galactosidasa y
reactividad con anticuerpos policlonales específicos.

Se obtuvieron clones de Agtll recombinantes detectados por un suero de

conejo anti-péptido sintético SP4. En la últimas etapas de purificación de los
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clones se procedió como sigue: una vez crecidos los fagos en presencia de IPTGg x

gal comosustrato de la B-galactosidasa (157) se transfirieron las plagas de lisis a

un filtro de NC como se explica arriba. El pigmento azul (bromo-cloro-indolil)

producto de la acción enzimática de la B-galactosidasa se transfirió también a la

NCg resistió las incubaciones con anticuerpos g lavados. El revelado se realizó por

incubación con suero de conejo anti-péptido sintético SP4, en una dilución i: 1000 g

como segundo anticuerpo anti-IgG de conejo marcado con fosfatasa alcalina (Bio Rad)

(45). NBTg BCIPse utilizaron para el desarrollo del color (ver 3.7.2). La presencia

de placas de lisis sin aureola azul y reactivas para la reacción con el anticuerpo,

determinó la pureza g presencia de un inserto de ADNen los bacteriófagos aislados.

3.15 Preparación y análisis de proteinas fusionadas a p- galactosidasa en
[scheríchfa cali

Los bacteriófagos recombinantes fueron utilizados a una multiplicidad de

infección de 5 para infectar bacterias ECÜÍÍ YIOBQ(294), las colonias bacterianas

fueron crecidas a 32 QCy testeadas en cuanto a su capacidad de crecer a 42 QC.Las

bacterias lisogénicas se cultivaron a 32 QCen medio LBcon ampicilina (50 ug/ml)

(¡57) hasta una densidad óptica de 0.5 a 600 nm y se transfin‘eron bruscamente a

45 9C;a esta temperatura se incubó durante 25 min. La producción de la proteína de

fusión fue inducida con IPTG 10 ml1 durante una o dos horas a 389€. Las celulas se

cosecharon a 25 9C (5000 g) g se resuspendieron en Tris-HCL 0.1i1, EDTA 10mm g

PHSF l mr1,pH 8, se congelaron en nitrógeno liquido g se sonicaron. Las proteínas de

¿im/i se sometieron a un inmunoblotting para ser revelados con el Acido4. Se utilizó

p-galactosidasa purificada (Sigma EEUU)como indicador de peso molecular g fue

teñida con negro amido (ver 3.7.2).
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3.16 Purificación de las proteínas de fusión:

Los extractos crudos de bacterias lisogenizadas inducidas para la producción

de proteínas de fusión fueron tratadas con ADNasa(lo pg/ml) para reducir su

viscosidad. El extracto se sometió a una centrifugación a 10.000 g durante lo min. g

al sobrenadante se le agregó tres volumenes de solución saturada de sulfato de

amonio. El precipitado se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones g el

precipitado se resuspendió en el mínimo volumen de Tris 50 mn, pH 7.2. Se dializó

exhaustivamente contra la misma solución g se sometió a una corrida en gel

preparativo de poliacrilamida al 7,5 X (143). Luego de la coloración para proteínas

en los márgenes del gel, se cortó la banda correspondiente a la proteína de fusión.

Esta porción del gel se electro-elugó en un aparato Bio-Trap (Schleicher 8. Schuell,

Alemania). Laproteina aluida se cuantificó por metodos colorimetricos (154).

3.17 Caracterización de los clones de ADNcopia obtenidos:

La amplificación de los bacteriófagos recombinantes purificados se llevó a

cabo incubando 5.000 a 10.000 fagos en ¿Í ¿ra/I;hasta crecimiento confluente en

placas da 0 cm de diamñtro. Se agregó a la placa SH (ver 3.14.1), se agitó durante

dos horas g el lavado se centrifugó. Al sobrenadante se le agregó cloroformo en una

concentración final del 3 x. La extracción del ADN de los bacteriófagos

recombinantes fue llevada a cabo por métodos convencionales (157). Brevemente, los

virus fueron tratados en 20 mMde EDTA,50 ¿Lg/ml de Proteinasa K g 0.5 X p/v de

SDS. El ADNse extrajo con fenol, cloroformo g se dializó contra Tris ¡o mn, EDTAl

mM. Luego de la digestión con la enzima de restricción Eco RI (Pharmacia, Suecia)

el inserto de ADNcopia fue subclonado en el vector pUClQ (284) g en M13 mplB (179)

utilizando la T4 ADNligasa. Las bacterias ¿Í ¿ra/i DHSa (103) g .JM109 (¡67) fueron

transformadas g se obtuvo el ADNde los plasmidos por lisis alcalina (157) El tamaño

del inserto fue determinado por electroforesis en gel de poliacrilamida al 5 x p/v

44



luego de la digestión con la enzima EcoRl g se visualizó por tinción con bromuro de

etidio.

3.17.1Secuenciación de bases del ADN:

Ei análisis de la secuencia de bases del ADNse efectuó siguiendo ei metodo de

terminación de cadenas por dideoxinucieótidos (229) en los clones de ADNcopia

subcionados en el fago Ml3mp18 o pUEig. Las enzimas utilizadas fueron

transcriptasa reversa, DNA poiimerasa (fragmento Klenow) con un kit de

secuenciación (Bio Rod, EEUU)o Sequenase (USB, EEUU)según instrucciones de ios

fabricantes con algunas modificaciones (34). Los nucleótidos radiomarcados

utilizados fueron dATPozP32o dATP0835 (Amersham, inglaterra).

3.17.2Determinación del número de copias de l(FCH-F8-4)¡ en el

genoma de ï. cruz):

Diferentes cantidades de ADNtotal de epimastigotes de la cepa Tuiahuen Stock

2 (4.6 , 9.2 g iB.4u.g ) g dei vector pUC ¡9 que acarrea el fragmento de ¡(FCH-Fa

4)i (i, 0.5 g 0.25 ng) fueron desnaturaiizadas durante 5 min. a 95 9C g aplicadas

sobre membranas de nglon (Zeta Probe, Bio Rad) en un aparato de 'dot biot' (Bio Rad,

EEUU).La sonda fue radiomarcada por 'extensión por primer" (157) 00" (¡ATP-P”.

Brevemente se utilizaron los insertos subcionados en i113 o pUCig, los iniciadores

de la secuencia: “primers” (Bio Rad. EEUU),4 mH de Spermidina, i mi‘1de DTT, ó mn

de dNTPg la enzima ADNpoiimerasa. La sonda marcada (iO5 cpm/ng), se cortó con ia

enzima de restricción Eco RI g el fragmento se aisló por electroelución de un gel de

poiiacriiamida al 5 z p/v (Bio Trap, Schieicher & Schueli, Alemania). Las membranas

fueron prehibridizadas en 5 x SSC, 5x de solución Denhardt (157), 50 2 v/v de

formamida, 50 mr1 de fosfato de sodio, i mg/mi ADNde esperma de saimón durante

al menos i hora a 429G. La hibridización se liebó a cabo en 5 x SSC, 50 X v/v de

formamida, 10 x solución Denhardt, 20 mn de fosfato de sodio, 10 x de dextran
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sulfato g la sonda marcada desnaturalizada por calor. Los lavados se efectuaron en 2

x SSC, 30 min. a T amb.,- 2x SSC, 0.1 2 p/v SDS, 30 min. a T amb. y finalmente en 0.1

x SSC, 0.1 x p/v SDS, 30 min. a 65 ec. Luego de los lavados la membrana se expuso a

películas radiográficas.

3.18 Hibridización del ADNcopia con el ARNde epimastigotes:

Se transfirió ARNtotal de 7?cruz)" a filtros Gene Screen Plus (New England

Nuclear) luego de someter al ARNa una electroforesis en agarosa al 0.7 x p/v, 2 z

v/v de formaldehído. Las tiras con ARN se incubaron con cadenas de ADN

complementarias marcadas (en el vector bacteriófago M13) como se detalló en

3.17.2. La hibridización se realizó en 60 x v/v de formamida, lO x de solución

Denhardt, 1 x p/v de sos, i r1 de NaCl con las sondas (complementarias)

desnaturalizadas por calor. La hibridización inespecífica de las sondas con el ARN

ribosomal de Z mm (54) permitió utilizar estos ARNcomo marcadores de peso

molecular, antes de efectuar los lavados en condiciones mas estrictas para eliminar

las uniones inespecíficas.

3.19 Hibridización del ADNcopia con el ADNde epimastigotes de diversas

cepas g clones de ï. 0/7/er

Se obtuvo ADN de epimastigotes de las cepas Yg Tu12¡ de los clones Sylvia x

iO/i, Miranda/75, H/76, i1/78, ¡1/80, r1/a4 g CAI/70, g de los promastigotes de

¿eta/¡maniamexicanamexicma Se corrio 20 ug de ADNde cada clon o cepa cortado

por las enzimas Pvu Il y Hind III, en cada canal de una electroforesis en gel de

agarosa al i 2 p/v. Se transfirió el ADN (262) depurinizado en HCl 0.25 r1,

desnaturalizado en NaDH 0.5 r1, NaCl i ri g neutralizado en Tn’s l H, pH 6.0. La

membrana de nglon (Zeta Probe, Bio Rad, EEUU)con el ADNde los parásitos se incubó

con el inserto del clon ¿(FCH-F841), suclonado en el vector pUCig, marcado por el
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método de extensión por primer con dATP-P32 (ver 3.17.2). La prehibridizaclón,

hibridización, lavados g exposicion se realizó según (3.l7.2). Comostandard de peso

molecular se utilizó fragmentos del plasmido pBR328 digerido con EcoRI, Bgl I g

Hinfl.

3.20 Síntesis del péptido SP4, acoplamiento a KLHe inmunización de

animales:

El péptido que corresponde a la totalidad de aminoácidos de la secuencia del

clon de ADNcopia de ¡(FCH-F8401: SP4, fue sintetizado en fase sólida (l66) en un

sintetizador de péptidos automático (Applied Biosgstems 430 A, EEUU).La síntesis

del péptido SP4 se llevó a cabo en el Centro Biomédico de Uppsala, Suecia, gracias a

la colaboración de Ake Engstrom del Dept. de Inmunología. Luego de la desproteccion

con Fluoruro de Hidrógeno (tgpe l, Peptide Institute lnc., Japon) la pureza fue

examinada por cromatografía de alta presión en fase reversa (Pharmacia, Suecia) g

por espectrometría de masas (Bio Ion Nordic AB, Suecia) (265). El péptido sintético

fue acoplado a KLH(Keghole Limpet Hemocianine, Caloiochem, EEUU)por medio de

glutaraldehído. Igual cantidad de péptido g KLH fueron disueltos en PBS a una

concentracion de 2 mg/ml g mezclados con glutaraldehído hasta una concentración

final de 5 mM.La mezcla se dejó interactuar durante toda la noche a temperatura

ambiente, en agitación, siendo posteriormente dializada contra agua destilada.

La inmunización de ratones BALB/ccon el péptido sintetico SP4 se realizó con

cinco dosis semanales de 50 ug de SP4 en su forma libre/ratún/dosis con fl

¿73/11/5513:como adjuvante (ver 3.3). Otro grupo de ratones fue inoculado con SP4

acoplado a KLH(ver 3.20), con Bp. Un grupo control se inoculo con cinco dosis de KLH

con Bp g otro grupo adicional fue inoculado sólo adjuvante.

La inmunización de conejos con el péptido SP4 se realizo en 3 dosis de 200 pg

de SP4 en su forma libre, adjuvado con 53pam/55m
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3.2i Inhibición de la reactividad de sueros anti-fracción flagelar sobre
antígenos de ¡cn/zi por el péptido sintetico SP4:

Los sueros de ratón anti-fracción flagelar fueron diluidos en PES-leche l z

p/v e incubados con el inhibidor (ESA como control negativo, homogenato total de

epimastigotes como contro positivo o péptido sintetico SP4) durante l hora en una

placa de 96 orificios previamente bloqueada como se indico en 3.10. Estas

incubaciones fueron transferidas a placas previamentes cubiertas con extractos de

epimastigotes como antígeno. La tecnica de ELISAse desarrolló como se ha descripto

en 3.10.

3.22Reacción de hipersensibilidad retardado a antígenos del

Trypanasama art/21‘

A los ratones inmunizados con el péptido sintético SP4, acoplados o no a KLH

con Bpcomo adjuvante (ver 3.9) se les inoculó por vía intradérmica en la almohadiila

plantar 50 ug de homogenato total de epimastigotes en una pata posterior g solución

salina como control negativo en le pata contralaterai. La reacción cutánea fue medida

con un micrometro (LS. Starret Co., EEUU)48 horas luego de la inoculación. Los

resultados se expresan como un índice de induración o de estimulación igual al

espesor de la pata inoculada con antígeno contra el espesor de le inoculada con

solución salina.

3.23Analisis de la secuencia primaria de aminoácidos de SP4:

Se ha evaluado un algoritmo que permite una predicción por comparación entre

segmentos anfipóticos de un péptido con la localización de sitios específicos de

reconocimiento de las células T. Este algoritmo se basa en el estudio de bloques de 7

o il residuos (aa) g el cálculo de los índices anfipáticos (159). El programa de

analisis de predicción de sitios antigénicos T, fue escrito FÜRTRAN77 g corrido en
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un equipo HICRUVAX|I/780 bajo el sistema operativo VHS, gracias a la colaboración

de Silvia Bruschini.

3.24 Amplificación de insertos de ADN por la enzima polimerasa (PCR):

Varios de ios clones de ADNcopia obtenidos con un suero de conejo anti 

péptido SP4 fueron purificados (ver 3.14.2). La amplificación de los insertos se

efectuó con ¡0 ul de la suspensión de bacteriófago recombinante (103 fagos/mi) g 2

ui de tampón de lisis: 0.25 r1Tris pH 9.0, 0.5 n KC], 0.1 x Tween 20); se hirvió ia

muestra durante 5 min. g se mantuvo en hielo. Se agregaron 5 pmoies de 'primers'

o iniciadores de lgtll en ambos sentidos de sintesis (Ciontech, EEUU), 2,5 U de

enzima Ampli fat; ADN poiimerasa (Perkin Elmer Cetus , EEUU),20 un dNTP g la

reacción se llevó a cabo en 50 mr1 KC], iO mn Tris pH 8.3, 2.5 mH MgClz g 0.01 z de

gelatina. Los35 ciclos de amplificación se efectuaron en las siguientes condiciones:

94 9C 2 min.; 65 9C 3 min; 75 9C 3 min. en un “DNAThermal cgcler' , Perkin Elmer

Cetus, EEUU.



4 HESULÏHDOS:

Con el propósito de analizar los componentes de la fraccion flagelar de

epimastigotes de ¡cruz/Q se han producido anticuerpos monoclonales. En una

fusión se obtuvieron 19 hibridomas positivos por tecnicas de ELISA-peroxidasa e

inmunoiluorescencia indirecta sobre el parásito. De los hibridomas clonados por

dilución limitante, se obtuvo un clon secretor del AcHo FCH-FB-4 (Acrio 4), cuyo

isotipo es una IgG3 (dato no mostrado). Este anticuerpo no reconoce ningún

componente en el parásito ¿sis/¡mama mexicana mexico/7a en ensayos de ELISA

peroxidasa e 'inmunoblotting'. UnAcHoanti-virus respiratorio sincicial (Acidoanti

VRS) fue utilizado como control negativo en todos los experimentos. ELAcMo4 y el

control negativo fueron purificados por cromatografía de afinidad a partir de fluidos

ascíticos producidos en ratones BALB/c.

La caracterización del AcNo4 mediante técnicas que involucran una actividad

biológica sobre el parásito, inclugó el estudio de la capacidad de neutralizacion de la

infectividad de tripomastigotes sanguíneos en ratones de la cepa BALB/c y la

actividad lítica in vitro sobre tripomastigotes provenientes de cultivo de células.

Entres experimentos diferentes de neutralización, la sobrevida de los ratones

que fueron inoculados con parásitos previamente incubados con el AcHo 4, superó

entre un 40 y un BO8 a la sobrevida que mostraron los ratones controles con el

AcHoanti-VRS. Tambien se encontraron diferencias respecto de los controles, con

referencia a la mortalidad, observándose un retraso en la aparición de la misma en

los animales que recibieron parásitos incubados con el AcHo 4. En la Tabla l se

observa que la neutralizacion de la infectividad de los tripomastigotes fue más

efectiva cuando se utilizo una cantidad de anticuerpo mayor de 300 pg en las

preincubaciones.
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TablaI :lleuirelizecióndelainfectividedenratonesBME}:ulisismedie“pereonplemenio

sobretriponeeflgoteeperelanticuerpomneclonlFCH-F8-4

95desobrevidadespuésdeleinoculaciondeparásitos+anticuerpoe95deHeismediada

Anticuerpo(díadereetencietDE)porcomplemento

¿DE(b)

(a)1509.3200M300M400gg600MDilución1:50

AcMoenti-VRSÜÜ202020 _65110.9

(21,415.8)(19,213.4)(11610.8)(17513.0)(21.5:25)

AcMoFCH-FB-4606060IÜÜ80 _60.8:17.1

(27,015.5)(29515.5)(27,516.0)—(38.0t1.2)

SueroderatónBD70,018.6

cr6n1co(27.8116)

(e)Cantidadtotaldeanticuerpopreíncubadocon500tripomeeflqoteeeinoculedoevíaLp.porratón. (b)2.5x10E6perúefloeee1ncuberoncon200ugdeAcMooeueroderatóncrónico.Luegodeleincubaciónconsuerohumeno
normelinactideono,secalculóelporcentajedeIieíe.
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La actividad lítica de este anticuerpo sobre tripomastigotes provenientes de

cultivo celular, por medio de complemento, se demostró en seis diferentes

experimentos. El rango de porcentaje de lisis varió entre el 40 g 80 x (60.6 t 17.5

X), mientras que los controles con el Aclio anti-VRS no superaron el 20 X (6.3 2

10.9) (Tabla l).

La caracterización de los antígenos que son reconocidos por el Aclio 4 por

inmunofluorescencia indirecta, mostró que este anticuerpo se une a la superficie

de los tripomastigotes y epimastigotes (dato no mostrado en este manuscrito). Este

dato fue corroborado por el Dr. Wanderleg de Souza en experimentos con microscopía

electrónica en que el AcHo 4 se une al endosoma g la membrana del flagelo

(comunicación personal). Cuando se analizó la actividad de este anticuerpo

monoclonal mediante la tecnica de 'inmunoblotting‘, se observó el reconocimiento

de varias bandas proteicas con peso molecular entre 50 g 150 kDa en epimastigotes

(Fig. 1A El), mientras que sólo fueron reconocidas dos proteínas, una delS g otra de

48 kDaen tripomastigotes (Fig. lA I).

Utilizando el AcMo4 como inmunoadsorbente, se purificaron por

cromatografía de afinidad los antígenos que este anticuerpo reconoce (A94) en el

estadío epimastigote. El rendimiento de la purificación resultó aproximadamente

del l 8 de proteína purificada sobre las proteínas que componen el homogenato total

del parásito. Los antígenos purificados fueron analizados por electroforesis en geles

de poliacrilamida (SOS-PAGE),electrotransferldos a nitrato de celulosa g teñidos

con colorantes para proteínas, como resultado, se visualizaron varias bandas (Fig. lB

I). Cuandopor 'inmunoblotting' se reveló una tire de NEcon el AcMo4, todas estas

moleculas fueron reconocidas, coincidiendo con el patrón de reactividad que presenta

el AcHo4 sobre preparaciones de epimastigotes (Fig.lBO).
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Figura N91: Reactividad del AcMo 4 sobr epimastigotes (El), tripomastigotes (I) u antígenos

inmunopurificados (o). Tinción con Negro ñmido de las proteínas purificadas por afinidad con el Acido 4

(O).

Los antígenos purificados por afinidad con el AcMo4 (Ag 4) fueron ensagados

en experimentos de inmunoprotección en ratones BALB/c utilizando ¿a?perrussfs

como adjuvante. La actividad, como inmunogeno, de estos componentes antígenicos

fue comparada con los resultados obtenidos en ratones inmunizados sólo con.

adjuvante. Los animales inmunizados con el Ag 4 fueron protegidos contra el desafio

con 1000 tripomastigotes sanguíneos, en términos de sobrevida g parasitemia. La

sobrevida de los ratones inmunizados con el A94 fue del ciento por ciento en los dos

experimentos realizados (Tabla 2), mientras que los controles sobrevivieron en un

50 al 60 2. En cuanto a la infeccion de los ratones inmunizados con el Ag 4 g

desafiados, un 60 X se mantuvo sin parasitemia detectable hasta el dia 40 post

infección. Los valores de la parasitemia observados para el 40 SEde ratones que se

infectaron, oscilaron en el lo 2 respecto de los controles no inmunizados (Tabla 2).
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Ïabla2 :Sohrovida1parasitomiadoratones¡analizadosconolantígenopurificada

porafinidadconelAcrlo4udesnudosporunainfecciónpor[cruzí

‘56desobrevidadespuésdeldesafioPerealtemia(b)

Nro.deexp.lnmunógeno96deratonesParásitos/m1x10E6

10(a)20(a)30(3)40ainfectadostDE(día)

lBp10060606010013510.21(22)

ESA1006060601001.522052(22)

Bp+Ag4100100¡oo1004oo.11:o.10(25)(c)

2Bp1007o60ss100(19510.22(25)

ESA1006050501001.241050(24)

3pm;4100100¡oo1004oo.15:o.gg(25)(d)

(a)Díazpostinfecc1ón(b)Datosenelpicodeparaaítemio(c)u(d)DiferenciaestedísflcamentoaígniflcaflvaconIoaratones1nmunízedoeconBpoESA,P<0.001, tdeStudent



Los sueros de los ratones inmunizados con el Ag 4 se ensayaron, luego de 1a

segunda dosis, en cuanto a 1a presencia de anticuerpos específicos anti- I mm" por

ensagos de ELISA y de inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre tnpomastigotes.

La reactividad de cinco sueros de ratones ensagados tuvo un rango de 0.2 a 0.65 en

ELISAa una dilución de 121600 (Fig. 2A), mientras que en IFI los títulos observados

estuvieron en un rango de 1:8 a 1:32 (Fig. 28).

2A: Ensayos inmunoenzimáticos 233Títulos 'F'

o. 1:8

0 1:0
-I- 1:16

{J- 1:16

¡- 1:32
.5. Media de 5 sueros

inoculados con
¿perlas-si:
(IFI= leo)

Densidad

óptico

100 200 400 800 1600 3200

Recíproca de lo dilución del suero

Figura N9 2 : Reactividadde los sueros de ratones inmunizedoacon Ag4 adjuvadocon R Nrfmü.

Para analizarg caracterizar 1a/s porción/es de ADNque oodifican para estos

antígenos en el 7. ¿rn/21; se trabajó con una genoteca de ADN complementario,

realizada en e1 vector de expresión Agt11, a partir de ARN mensajero de

epimastigotes de la cepa Tuiahuén (stock 2). Con e1 AcMo 4, se detectaron 1as

proteínas recomoinantes (fusionadas a p-galactosldasa) producidas por los virus

bacteriófagos ¡gt11 en las bacterias huespedes adecuadas. Aproximadamente

100.000 placas de bacteriófagos se ensayaron por radioinmunoensago para 1a



detección del epitope que reconoce el AcHo4. Se obtuvieron dos placas positivas:

¡(FCH-F8-4J1 u ¡(FCH-F841): (Fig. 3A). Estos clones de bacteriófagos fueron

crecidos en presencia de IPTG y de x-gal como sustrato para comprobar la

inactividad de la enzima B-galactosidasa, lo que probó la presencia de un inserto en

dicho gen, o dicho de otro modd, que ambos clones eran recombinantes. En ensagos

posteriores la purificación de clones anti-péptido sintético SP4 se efectuó en forma

simultanea la determinaCión de la actividad de la enzima p-galactosidasa g unión del

anticuerpo específico al clon recambinante (Fig.35).

Figura NQ3: Filtroa de Nitrocelulosa de una geriotacade ADHcde I. ¿wei plaquaadasobre bacterias E.wii .

h: Autorradiografia de un filtro en el tercer paso de purificación, incubado con ncMo 4 u anti-lgG de ratón

radiomarcada. Se observan las plagas de lisis positivas u negativas para la reacción con el anticuerpo.

B: Filtro de NCplaqueadoen presencia de x-Gal e lPTG, revelado con suero de conejo enti-péptido sintético

SP4 u anti-¡98 de conejo marcada con foafataaa alcalina. Cabeza de flecha: placa positiva por detección

inmumlógica u ¡negativapara la actividad de la Ii-gal. Flecha: placa de lisis positiva por el test de X-gal,

demostrando la actividad de la enzima B-galactosidaaa u que el clon no contiene inserto.
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La proteína híbrida codificada por el clon ¡(FCH-F8401 fusionada a la enzima

B-galactosidasa fue producida al inducir cultivos de f. mii cepa vioae

Iisogenizadas por el bacteriúfago recomoinante 7L(FCH-FB-4)¡_Esta proteína de

fusión fue reconocida por el AcMo 4 por ensagos de "inmunoblotting" (Fig. 4B),

exhibiendo un peso molecular cie lla kDa.La proteína recombinante fue también

reconocida por un suero policlonal anti-péptido sintético g por sueros de ratones

crónicos mientras que sueros de ratones normales no la reconocen. La B

galactosidasa expresada por bacterias ¿Tmi! lisogenizadas con un hacteriófago

Agtll de tipo salvaje, no fue reconocida por el Acrlo 4 (Fig. 4A) ni por ninguno de

sueros anteriores (datos no mostrados).

pesos ¡olecularca (kon)
prat. rocole nante

I-oalLsfliut”

" 1¡6
- 97

w "' 66

"’ 43

Figura N9 4: "lnmunoblotting" delas proteínaainducidas enla bacteria ¿mii A: EnzimaB-gal inducida“

enla bacteria lisogenizada por el fago Pugiusalvaje, no reconocida por el AcMo4. B: Reconocimiento por el

ncMo 4 de la proteína recombinante codificada por el clon MFCH-F8-4M fusionada a la enzima B

galactosidasa.

57



El inserto del clon ¡(FCH-FB-4J1 mostró un tamaño de 150 pares de bases g

en el clon l(FEH-F8-4)2 el tamaño fue de 220 le en geles de poliacrilamida al 5 z

(datos no mostrados). Estos insertos fueron subclpnadcs en el bacteriófago M13 g en

el plasmido pUClQ g utilizarlos como sonda para hibridización a ADNo a ARNg como

templado para analizar su secuencia de bases.

El inserto del clon ¡(FCH-F84)” hibridizó con una única panda de ARN

mensajero de 5.0 kilobases (Fig. 5A), g como se hibridizaron ambas cadenas

complementarias al ARNtotal ‘de epimastigotes, fue posible conocer el marco de

lectura para la traducción de proteinas, ga que la cadena simple de ADNque no

hibridizó con el ARNm(Fig. SB) es la codante.

Figura N9 5: El ARNde epimastigotes fue sometido aelectroforesis u transferencia a membranas de nulon.

Se hibridizaron tiras individuales con sondas de ADNde simple cadena g complementarias radiomarcadas. A:

banda de ARNm de 5.0 Kb reconocida por la cadena no codante. B: ausencia da hibridización con la cadena

cadante.
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Para estimar ia cantidad de veces, en forma aproximada, en que se encuentra

la información del cion MFCH-FB-4)1 codificada en el genoma del parásito, se

hibridizaron comparativamente cantidades conocidas de ADNde epimastigotes de la

cepa Tuiahuén g cantidades conocidas del ADNdei inserto de 7t(FCH-FB-4)1con este

mismo inserto radiomarcado. La comparación de las señales de hibridización por la

autorradiografía demostró que este inserto se encuentra repetido en una baja

frecuencia en ei genoma hapioide del parásito. Si consideramos ai genoma hapioide

de 7. ¿rn/22'de ¡225 108 (146) ‘g que ia señal de la hibridizacion de 9,2 pg de ADNdel

parásito corresponde a la de 1.0 ng de plásmido pUC19gue contiene ei inserto (Fig.

6), el cálculo aproximado dei número de copias del inserto ¡(FCH-F8-4h sería

aproximadamente de 5 en e] genoma haploide de 7. mm Si tomaremos en cuenta

3.5 107 pares de bases como tamaño del genoma (54) la correspondencia sería

ahora de 1.3 pg de ADNde 7. mm por cada 0.1 ng de inserto clonado en pUCiQ g

alrededor de 14, las veces en que estaría representado este inserto en ei genoma

hapioide dei parásito.

0.] 0.2 0.5 ¡.0

ng de HDN
deplIC|9- 1' . .
¿[FCH-F840]

o O O
ugdenllNde
epimastigotes 4.6 9.2 ¡8.4
cepa Tulz

Figura N9 6: Determinación aproximada del número de veces en que se encuentra representado ei inserto

del clon A.(FCH-F8-4)1 en el genoma haploide de T. ¿noi Las cantidades señaladas de ¡son total de

epimastigotes g de inserto clonado en el plásmido pUCig fueron hibridizadas con ei mismo inserto

radiomarcado(ver 3.17.2).
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Ei'inserto de ¡(FCH-F8401 radiomarcado y utilizado como sonda hibridizú

también con el ADNde diversos clones g cepas de 77 ¿rn/¡23' Cuando el ADN total de

epimastigotes de la cepa Tuiahúen se cortó con la enzima de restricción Eco Ri,

fue reconocida una unica banda de ADN de 8 kb (dato no mostrado). Cuando el ADNde

las cepas Tui 2 , Y g ei de los ciones CA l/TO, Sgwio x-iofi, Miranda 175, “¡76,

MNS, M/BOg M/84 fue cortado por las enzimas Pvu Il g Hind lll, la banda de ADN

reconocidos en, todos los aislados u clones fue de alrededor de S kb (Fig. 7). Este

inserto no mostró ninguna hibridización con el ADNde '¿eisfimanfa m mexicana En

los clones CANTOMirandaHS g Sglvio X-iO/i la hibridización observada es menor g

como se sembró idéntica cantidad de ADNde cada aislado, podría decirse que en

estos clones este gen se encuentra representado con un menor número de copias que

las que presenta nuestra cepa de estudio original Tuiahuén (Fig. 7).

Leishmaniam.mex.
CAl[70 SylvioX-10/l Tulahuen“[64 ¡[/60 M176 M176 “[75 pares de bases

Ó. -4907
- 2176
-' 1766

i
Figura N9 7: 20 pg de ADNde las cepas u los clones arriba mencionadosfueron cortados con las enzimas

PVUIl u Hind III, migrados por electroforesis en gel de agarosa ai i 95 u transferidos a membranas de nulon.

El inserto de MFCH-FB-¿m fue marcado por extensión por primer (ver 3.17.2) u utilizado como sonda

para la hibridización(3.19).
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La secuencia de bases del ADN determinada como codante para el cion

¡(FCH-F84)“ presentó un codón de stop de la síntesis proteica. Esto implica que ei

epitope reconocido por el AcHo 4 se encuentra localizado en las cercanías de]

extremo carboino de la proteína para ia cual este cion de ADN codifica. Este

pequeño inserto no presentó unidades de repetición internas, en su secuencia

aminoacídica, ni sitios de N-giicosilación al no contener la secuencia asp-x

thr/ser (Fig. B).

cc1 ecc TTC crr GBATGT AGTnoc coT TTcLrnrlssssnrl
TEAsoc ch Trc ch eos GTCGABccc TAA

rs e s r s e II E I' e]
CCCTCCGTTACCCGTTGTCACCATGCTGGCCAAGACCCAG

CCGTCGAAAGTTGATAGGGCAGAAATTTGAATGAGGAATT

Figura N9 8: Secuenciadel clon ¡(FCH-FB-4)1.E1 asterisco marca ei oodónde stop de la síntesis proteica.

E1recuadro marca ei péptido codificado por este secuencia de bases. Las letras simbolizan los aminoácidos: P=

proiina; A: alanina; F= feniiaienina; L= ieucine; G: giícine; S: serina; R: argi nina,-Y= vaiina u E= ácido

gi utámico.
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El péptido correspondiente a la totalidad de la secuencia de nucléotidos del

clon de ADNcopia de 1.(FCH-F8401; SP4 (Fig. 8) fue sintetizado en fase sólida. El

análisis cromatográfico por columnas de HPLCdel péptido sintético mostró un pico

dominante. La espectrometría de masa permitió identificar un componente principal

con una masa acorde con el peso molecular de SP4 : 1932 (Fig. 9). El perfil obtenido

es bueno para un péptido que contiene clstelna, pues generalmente estos péptidos

muestran varios picos en espectrometría de masas, por los diferentes productos de

oxidación de la‘cisteína.
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Figura N9 9: Análisis del péptido sintético SP4 por espectrometría de masas, realizado por K. Engstrom, en

el Dpto. de Inmunología del Centro Biomédica, Uppaala, Suecia. El único pico central muestra la pureza del

póptido u una mm acorde a la de SP4.
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El péptido sintetico SP4 mostró tener capacidad de inhibición de ia

reactividad de sueros de ratón anti-fracción fiagelar de ¡mm sobre ei homogenato

total de epimastigotes. Se ensagaron 10 sueros g el porcentaje de inhibición debido

al péptido, varió dentro de un rango de] ¡3 al 52 z de ia reactividad, en una dilución

de 1:160 (v/v) (Fig. IO).

NHS '

FloIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
c g III/IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 228
‘Sg BIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ¡3x
E"5É 7 III/IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII_ 18x
g g 3 6 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII_
wt 8’—5 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIAl ____
ez C 4 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII__
gs 3IIIIIIIIIIIIIIIIIIII4_-_ 52x
w 2 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII_- 33x

¡ III/IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIA-_ 32g

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45

DENSIDAD DPTlCA

Figura N9 10: Inhibición de le reactividad de sueros de ratones anti- fracción flagelar sobre el

homogenatototal de epimastigotes (HT) debido a la presencia del péptido sintético SP4: Se ensayaron 10

sueros de ratón anti-fracción flagelar diluidos 1:80 e incubados con ei mismo volumen de inhibidor: péptido

SP4, 20 ¡bg/mi (7/1) o con ei control, BSA 20 ing/mi (- ). Luegode una hora de incubación se

transfi rieron los sueros a una placa previamente cubierta con HT( ver 3.21), dondese desarrolló 1a reacción

de ELISA(ver 3.10). Lea barras regadas representan 1a inhibición por e] péptido sintético SP4 de la

reactividad de ceda suero frente si HTcomo antígeno. Losvalores de inhibición están tomados en relación con

la reactividad del mismo suero inhibido con BSA(barras negras) comocontrol. MMS:Suero de ratón normal.
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Con el péptido SP4 en su forma libre o acoplado por medio del glutaraidehido a

la proteína transportadora KLH,se inmunizaron ratones de 1a cepa BALB/cutilizando

Bardem/Ia peru/sais como adjuvante. Los sueros de estos ratones inmunizados

mostraron una reactividad específica contra el péptido SP4 g también contra

epimastigotes de 7.‘¿7712icuando se los ensago' por técnicas inmunoenzimáticas. La

reactividad contra el SP4 se tradujo en una densidad optica (DO)de 0.6 +/- 0.15 para

una dilución de 1 :160 en los ratones inmunizados con SP4-Eip. La reactividad de los

sueros de los animales inmunizados con SP4-KLH-Bp mostro a 1a misma di1ución una

DOde 0.5 +/- 0.1. (Fig. 11). La densidad óptica de los sueros anti-fracción flageiar

contra ei SP4 fue de 0.3 t 0.05 a una dilución 1/160 (dato no mostrado).

—0— Sueros anti-SP4+Bp

—l— Sueros anti-SP4-KLH+Bp
1,2 

' —°— Suero: anti-KLH+Bp

10_. _.'— sueros

U

3 0,8 —H
a.

vo
1, 0,6 
G'u
E 0,4 —
C
O
O

0,2 . Hab
0,0 I ' l ' ï ' 1A

20 40 80 160

Reclproca de la dilución del suero

Figura N9 1 1: ELISA:Roactividad de los sueros de ratones inmunizados con el péptido SP4, utiiizando el

mismo péptido como antígeno.
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Cuandose analizó la reactividad de los mismos sueros pero utilizando esta vez

como antígeno el homogenato total de epimastigotes (HT), se obtuvieron los valores

de 0.25 +/- 0.1 en una dilución 12160 para el grupo inmunizado con SP4 - Bp g 0.25

+/- 0.05 para el grupo SP4-KLH-Bp (Fig. 12). Los sueros anti-fraccion flagelar

reaccionaron contra el HTcon una densidad óptica magor de 1.8 cuando se los ensagó

a una dilución 1/160 (dato no mostrado).

—CI— Sueros anti-SP4+Bp

1,2 _ —l— Sueros anti-SP4-KLH+Bp

1,1 -' —-°-— Suoros anti-KLH+Bp
1

L0 ' —— Suerosanti-8p
0,9%

o,ei
o,7{
o,6{
o,s{
0,45
0,35
02-2

o,1 5

o,o '

Densidadóptica

Recíproca de la dilución del suero

Figura N9 12: ELISA:Reactividad de los sueros de ratones inmunizados con e] péptido SP4, utilizando un

hornogenato tota! de epi mastigote como antígeno.
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Los sueros de ratones inmunizados con el péptido sintético SP4 en su forma

libre o acoplado a KLH,reconocieron en ensagos de "inmunoblotting" exactamente

las mismas bandas proteicas que el AcHo4 sobre homogeneizados de epimastigotes

(Fig. 13). Cuando los mismoe sueros fueron ensagados por inmunofluorescencia

indirecta se observó un reconocimiento de la superficie de los epimastigotes (dato

que no se muestra en este manuscrito).
O

| anti-Bo o KLH
2 t .i i”. anti-5P4-KLH-Bo
3 ' -i e. anti-5P4-op4 '. ¡ Acno4

20 30 43 67 pesos moleculares (kDa)

Figura N9 13: "lnmunoblotting" mostrando la reactividad de los sueros de ratones inmunizadoa con 5.

¡Mrimfs (Bp) o KHL-Bp(l), péptidoSP4acoplado a KLH(2) , péptidoSP4 en su forma libre (3) sobre

tiras de nitrato de celulosa en las que se tranafi rió homogeneizadototal de epi mastigotea. En 4 se muestra la

reactividad del Acido4 sobre loa mismos antígenos.

66



Para investigar si la inmunidad mediada por celulas juega un rol en la

respuesta inmune hacia el SP4, a los animales inmunizados con el péptido sintético

se les inoculó homogenato total de epimastigotes en la almohadilla plantar. Estos

ratones mostraron hipersensibilidad retardado a la inoculación del parásito por vía

intradérmica, como lo muestra comparativamente los índices de induración

graficados (Fig. 14) para los animales inmunizados con SP4-Bp: 1.35 +/-0.i, o con

SP4-KLH-Bp:1.2 +/-0.08; comparados con los controles que expresan los siguientes

índices para los grupos inmunizados solo con KLH-Bpo Bp: 1.04 +/-0.03. Cabe aclarar

que los ratones crónicos para lo infección con Z mui presentan índices de 1.57 +/

0.07 g en los inmunizados con fracción flagelar se observa un índice de 1.75 +/-0.09

(Fig. ¡4).

KLH-Bp

SP4-KLH-Bp

sin-ep

0,9 1,0 1,1 i ,2 1,3 1,4 1,5

Indice de induración

Figura N9 14: Losanimales inmunizados con péptidoSP4libre o acopladoe KLH,con 5. xrfmfs como

adjuvante fueron inoculadoe con 50 ¡Lgde homogenetototal de epimestigotes (HT) en una pata posterior. En la

pete contrelaterel se inoculó solución salina (SS) como control negativo. La reacción cutánea fue medida con

un micrometro e lee 48 hores. El índice de indureción ee midió como: espesor de le pete inoculede con HT!

espesor de le pete inoculede con SS.
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El páptido SP4 se estudió por un programa de computación a partir de su

secuencia primaria de aminoácidos, siguiendo el algoritmo descripto en material g

métodos. Los resultados de este estudio indicaron que este páptido tiene cuatro

bloques de l l aminoácidos cada uno, que comprenderían los segmentos: 5-15, 6-16,

7-17 g 8-18 del páptido compuesto por 19 aa (Fig. 15). Estos cuatro bloques

presentan una estructura anfipática en alfa - hélice, con ángulos que no exceden un

rango de los 909 a 1109. Con un 75 z de probabilidad (que es la sensibilidad del

algoritmo) esto cuatro bloques de aminoácidos podrian representar un sitio de

reconocimiento antigénico para las celulas T.

Bloquede il aminoácidos Angulo e(theta)
l-l l 165
2-12 105
3-13 100
4-14 ¡75
5-15 90
6-16 95
7-17 100
8-18 l IO
9-19 175

12 3 4 5 6 7 8910111213141516171819

PAFLGCSSRFSGSFSGVEP
l ono l

l CRO l

l mno l

Figura N9 15: Esquemadel péptido sintético SP4 mostrando los cuatro segmentos de ll aminoácidos que

presentan estructura anflpática, que podrían representar sitios de reconocimiento para células T

colaboradoras.



Para obtener mayor información acerca de la organización de los componentes

genéticos que codifican para el antígeno 4 del I ¿rn/¡f se analizaron otros ciones

de ADNcopia obtenidos de ia misma genoteca de epimastigotes de la cepa Tui 2. Con

un suero de conejo inmunizan con el péptido SP4 se aislaron 21 ciones de ADN

recombinante positivos y 8 de ellos fueron purificados. Los insertos fueron

amplificaoos por la enzima Ampli Taq ADN poiimerasa (PER). Los insertos

amplificados fueron analizados. por "Southern hlot“ (3.19) utilizando como sonda el

cion MFCH-FB-¿L En la Fig. 16 se observa que los ciones 82, S4, Sg g S14 presentan

el mismo tamaño g es de aproximadamente l 10 pares de bases (ph). Los insertos de

los clones S1 g S15 tienen 120 po. El inserto dei cion 815, 130 po g el del Se 200po.

201ml
134 ph

75M)

Figura NQ 16: Autorradiografía de un "Southern biot" de los clones obtenidos de una genoteca de ADN

copia, aislados con suero anti -SP4 u amplificados por la técnica de PCR. Elinserto del cion MFCH-FÜ-4)1

se utilizó comosonda radiomarcada. Losciones estudiados fueron Si , 52, S4, 83, 59, 814, 315 u 51 5_
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70
Clon Se

¡(FCH-F8402 1(FCH-F8-4)¡ péptidoSP4 SIS

--GCT--c-—-G-A-A"su-—-TA--—-—-----

ALRRs

c---"AA"-A---

GvLl*

--GCT--c--G-A-A-G---TA----------c—--—--AA-------—

A.LRRsGvLl*

CCTGCCTTCCTTGGATGTAGTAGCCGT"ITCTCAGBCTCCTTCTCCGGGGTCGAGCCCTAA
PAFLGCSSRFSGSFSGVEP"

___.._..____...._-CT__ _-____.___________..___._..___.__..

A__-_____

CCS*

FiguraN917:SecuenciadebasesuaminoácidosdelosclonesdetectadosconelAcMo4 :MFCH-FB-4)1 ,MFCH-F8-4)2udelosclones detectadosconunsuerodeconejoinmunizsdoconelpéptidosintéticoSP4.Losguionesrepresentanlomismabaseoominoácidorespectodel clonMFCH-F8-4)1oelpéptidoSP4.Elasteriscorepresentauncodóndestopdelasintesisproteica.



Los clones seleccionados para un posterior análisis fueron Se g S15, por ser

los que exhibieron un magor tamaño y comparten alguna secuencia de bases con el

clon l(FCH-FB-4)1, ya que hibridizaron más intensamente que los otros clones.

Al analizar las secuencias de bases de los clones aislados con el AcMo 4:

A(FCH-FB-4)1g l(FCH-F8-4)z se encontró una homología significativa con los clones

S15 g Sa, aislados con suero anti-SP4, respectivamente (Fig. 17).

Unaparticularidad de estos cuatro clones es que el extremo 5' de cada inserto

coincide en la misma región del fragmento de ADNque codifica para la síntesis del

Ag4 exhibiendo diferencias entre sí en cuanto a la longitud de nformación contenida

ubicada posterior al codón de 'stop' de la síntesis proteica (dato no mostrado). Por

otra parte, los clones ¡(FCH-F8401 g S15 muestran una alta homologia aún en la

secuencia posterior al codón de "stop'; la diferencia entre ellos esta dada por los

¡50 y 130 pares de bases que poseen uno g otro clon respectivamente. Lo mismo fue

observado para los clones ¡(FCH-F84); y Se cugos tamaños son 220 g 200 pares de

bases respectivamente (Fig. IB).

SP4

A(FI:H-FB-4)IWM l iso pl)

sIs W ¡30ph
A(FCH-F8-4)2 W004 l 220ph

53 W l zooph

Figura N9 18: Esquema de los clones de ADNcopia aislados con el Acl‘io4 = ¡(FCH-FB

4)n g con suero anti-péptido sintético SP4 = Sn_

El tamaño esta dado en pb = pares de bases. En cuadriculado se denota la región que

codifica para síntesis de proteínas.
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En experimentos de "Southern biot" con ei ADNgenómico de spimastigotes de

Tui2, digerido con varias enzimas de restricción, e hibridizado con ios ciones ¿(FCH

F8-4)1, ¡(FCH-F84); S15 g Se, se observa que estos ciones reconocen ei mismo

perfil para las diferentes digestiones enzimáticas (Fig. 19). El reconocimiento de un

único fragmento de estos ciones en el ADN digerido con diferentes enzimas que no

cortan los insertos en estudio, sugiere ia presencia de un único gen que codifica para

ei antígeno 4 en ei genoma de Z msz En ei caso de ios ciones MFCH-FB-ciigg Sa

reconocen una banda de igual tamaño en todas las digestiones, que coincide con un

peso molecular deLS Kb.

_E__ _í__
'—a O a-oi¿ase si“

Kilohases

1.6 

0.5 —

a.“

a ciones ¡(rca-Fa-4H/ l(FCH-FB-4)2I
¡sus Isa

Figura N9 19: Autorradiografía de los "Southern biot" dei ADNgenómico de epimastigotes digerido con ias

enzimas de restricción Aval, Bam Hl, Bgi I, g Pst l. Los insertos de los ciones 1(FCH-F8-4)1, MFCH-FS

4); S15 u 53 fueron marcados g utilizados como sondas para ia hibridización.



5 DISCUSION:

La fracción flagelar es una fraccion subcelular de epimastigotes de

Dypanasama ¿rn/2;"que fue capaz de conferir proteccion a los animales inmunizados,

contra un desafío de formas infectantes. Los componentes de esta fraccion

subcelular no han producido por sí mismos, lesiones de tejidos en los animales

inmunizados como fueron observadas cuando se lnmunizd con otras fracciones como

microsomal. (247, 225). La proteccion lograda con una fraccion proveniente de

espimastigotes en animales de experimentación desafiados con tripomastigotes

indica también que este inmunógenocontiene antígenos que el epimastigote comparte

con los tripomastigotes. Coincidentemente, los componentes antígenicos que

reconoce el Aci‘lo4 se encuentran representados en ambas formas del parasito.

Con el objetivo de analizar los componentes g la obtención de antígenos

definidos de la fracción flagelar se han producido anticuerpos monoclonales (Acido)

contra la fracción flagelar. De los Acidoobtenidos el anticuerpo FCH-FB-4 (AcHo 4)

fue seleccionado por su actividad biológica sobre el parásito, traducida en la lisis de

tripomastigotes de cultivo por medio del complemento humano g la capacidad de

neutralizar la infectividad de los tripomastigotes.

La actividad lítica mediada por complemento ha sido descripta como una

propiedad exclusiva de anticuerpos presentes en ratones infectados crónicos (136) g

no de anticuerpos provenientes de ratones inmunizados con antígenos del parásito.

Basándose en estos resultados, se ha sugerido la dificultad de obtener una vacuna

con antígenos purificados como inmunógeno (43). Sin embargo, los resultados

presentados aquí con el AcMo4, así como los obtenidos con un AcMoproveniente de la

inmunización con tripomastigotes metacícllcos muertos por calor o mertiolate

(291), muestran que los anticuerpos provenientes de animales inmunizados también

pueden presentar propiedades líticas mediada por complemento humano sobre

tri pomastigotes.
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La reactividad por "inmunoplotting" del AcMo 4 con seis moleculas de

epimastigotes indica que este anticuerpo reconoce un epitope mug representado en

varias proteínas del parásito, siendo quizas algunas de ellas, proteínas

intracelulares o precursores de proteínas de superficie. Este mismo epitope

también está presente en dos proteínas de tripomastigotes. El reconocimiento de

proteinas de superficie de tripomastigotes fue confirmado por inmunofluorescencia

indirecta, neutralización de estas formas infectantes en ratones g la actividad

iítica mediada por complemento.

Otro Acido,FCH-FB-l, proveniente de la misma fusión (251) demostró tener

capacidad de lisar tripomastigotes en presencia de complemento g confirió

proteccion pasiva por transferencia a ratones (25l), de modo que en la fracción

flagelar existen varios antígenos involucrados en los mecanismos de protección

contra el parásito.

La família de Atrio descripta por nuestro laboratorio ha sido seleccionada a

partir de su actividad biológica contra el parásito. Este trabajo se efectuó en

función de las propiedades protectivas de los antígenos para con el hospedador, por

lo que los antígenos que los Atrio reconocen, fueron purificados g posteriormente

caracterizados.

Se han producido diversos AcMo contra el f ¿rn/zi g fueron útiles

herramientas para la identificación de las diferencias intraespecíficas en el

parásito (¡31), para el desarrollo de reactivos para el diagnostico (183, 267), pero

solamente en un caso se ha inmunopurificado una glicoproteína de 72 kDa con

propósitos de inmunoprotección (257), a pesar que los antígenos de la superficie del

Z ¿rn/¡1'han sido estudiados extensivamente.

En este trabajo, los componentes antigénicos del parásito reconocidos por el

Acho 4 fueron purificados por cromatografía de afinidad, utilizando al Acne como

ligando, con un rendimiento aceptable. En estas purificaciones se obtuvieron la

totalidad de las moléculas reconocidas por el AcHo cuando se las ensagó por
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'inmunoblotting“. La tinción por azul de Coomassie de los antígenos separados por

geles de poliacrilamida muestran un menor número de bandas teñidas debido

probablemente a la menor sensibilidad de esta tinción respecto del revelado por el

anticuerpo específico sobre la nitrocelulosa.

Dtros estudios con el antígeno 4 purificado, tendientes a evaluar la capacidad

de este antígeno para el diagnóstico de la enfermedad, revelaron que los sueros de

pacientes con Leishmaniasis no reconocieron al Ag4 en ensagos de ELISA(227). El

Acrlo 4 tampoco reaccionó con ¿ela/¡mamomexzrma mexico/70 en ensagos de ELISA

e 'inmunoblotting', por lo que podemos afirmar que el Ag 4 no esta presente en el

género Leishmania.

Bonlos antígenos purificados se inmunizaron ratones BALB/c acompañados de

Bordetelia perfussz‘s como adjuvante. Estos experimentos se efectuaron para

investigar si estos antígenos purificados mantenían las propiedades protectivas

demostradas para la fracción flagelar (con 200 ug de fracción flagelar/ratón/dosis

adjuvada con Bp). Los resultados obtenidos mostraron que los ratones inmunizados

con el Ag 4 purificado, fueron protegidos contra un desafío con formas metacíclicas

de 7. (7/7/21;en terminos de sobrevida g parasitemia. El hecho de que sólo el 40% de

los animales inmunizados g desafiados haga presentado parasitemia detectable por

microscopía g que la sobrevida haga sido del ciento por ciento de los mismos,

demuestra la correlación existente entre la protección obtenida con los antígenos

purificados por el AcMo4g con los de la fracción subcelular original, a pesar que en

la inmunización con el Ag4 purificado se utilizó 100 pg/ratón/dosis.

Los resultados presentados aquí demostraron la factibilidad de obtener

antígenos con propiedades protectivas a partir de este AcMo con resultados

satisfactorios. Las características inmunoprotectivas de otras moléculas del I

(“ft/¡Í han sido analizadas. Por ejemplo la inmunización con la glicoproteína de 72

kDano mostró una protección adecuada, otra glicoproteína de 90 kDa, presente en las

tres formas del par'asíto fue purificada g utilizada en ensagos de inmunoprotecclón
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con buenos resultados al usar esquemas de desafío agudo pero dependiendo del uso de

saponina como adjuvante (255). Tambien en este caso se demostró un importante

papel de los mecanismos de inmunidad celular como parte activa en la proteccion

(243). Por otra parte, el Aclio 4 derivado de una inmunización con la fracción

flagelar, responde al epitope del Ag4, que parece corresponder a uno de los

componentes que confieren a la fracción flagelar sus propiedades protectivas.

Ademas de obtener antlgenos nativos, se planteó la posibilidad de una

búsqueda g analisis del/de los fragmento/s de ADNdel parásito que se encuentren

involucrados en la codificación de los polipéptidos que contienen el epitope

reconocido por el Aciio 4.

A partir de una genoteca de expresión del estadío epimastigote, en el vector

¡gti l se aislaron dos ciones de ADNrecombinante por inmunodetección con el AcMo4.

El aislamiento de clones de ADNexpresados en bacterias con un Acrio tiene la

ventaja de evitar la gran inespecificidad que presenta el trabajo con sueros

hiper-inmunes sobre un césped de ¿Tcali Además el epitope que reconoce el Acrio 4

es proteico g continuo, esto último implica que no está definido por la interacción

de dos péptidos, por lo que la búsqueda de los fragmentos de ADNexpresados con el

AcHo4 fue satisfactoria. Solamente dos clones fueron identificados con el AcMo

4: ¡(FCH-F8-4l1 y A(FCH-FEI-4)2. Otros 2| clones recombinantes fueron aislados

con un suero de conejo inmunizado con el péptido sintetico SP4, lo que implica que

el aislamiento de clones recombinantes con Acne presenta una menor eficiencia

respecto del aislamiento con anticuerpos policlonales, ga que los fragmentos

expresados deben exhibir el plegamiento acorde para exponer el epitope que

reconoce el anticuerpo dentro de la proteína fusionada a la enzima B-galactosidasa.

La magoría de los clones de ADNaislados de parásitos fueron detectados con

anticuerpos policlonales.
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Otros fragmentos de ADNque codifican para diversos antígenos del 7.’art/¡f

han sido caracterizados por técnicas de ADNrecomhinante. Para su detección g

aislamiento, se utilizaron anticuerpos policlonaies, ga sea sueros de pacientes con

enfermedad de Chagas (B2, iii, iSi, 144) o inmunosueros de conejo (199, 144).

Además algunas proteinas presentes en el flagelo dei parásito han sido

recientemente cionadas, como una proteína de mas de 300 kDa llamada 'Flageliar

repetitive antigen' (¡44), otra de 24 kDa, que puede unirse al Ca“ (B3) y una

proteína de 160 kDa (280) que presenta reacción cruzada con ei tejido nervioso de

mamífero (280). Las secuencias presentadas son diferentes de las informadas en

este trabajo para los ciones del A94 de la cepa Tuiahuen.

El haber hallado una proteína recombinante expresada por ¿Í ¿ra/I,"de un peso

molecular similar al da la B-galactosidasa, iia-ll? kDa, no concordó con las

expectativas del tamaño de proteina que debia codificar el cion A (FCH-Fa-4)1 con un

inserto de ¡50 pares de bases. De tener un marco abierto de lectura, el péptido

codificado deberia ser de alrededor de 6 kDa g la proteína de fusión de i22 kDa. La

secuencia de este inserto debia necesariamente incluir un codón de "stop" de la

síntesis de proteínas g codificar para el extremo 3' terminal de al menos uno de los

péptidos que codifican para ei antígeno 4.

El inserto del clon 7L(FCH-F8-4)1 radiomarcado g utilizado como sonda,

reconoció un único ARNmensajero de 5.0 kilobases en epimastigotes. Si bien no se

analizó la unión de esta sonda al ARN de tripomastigotes, no hag dudas de su

presencia, dado que se ha encontrado en este estadío expresión de componentes

antigénicos reconocidos por el Acl'io 4. El tamaño de este ARNmpermite traducir una

proteína de 185-200 kDa. El péptido de magor tamaño reconocido por el Aclio 4 en

epimastigotes procesados por SOS-PAGEen presencia de 2 Mercaptoetanoi es de 150

kDa, por lo que es posible que estos péptidos puedan ser traducidos a partir de un

ARNmensajero de 5.0 Kb.
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La hibridización del inserto de l (FCH-F6-4)1 con el ADNde todas las cepas g

clones de 7? ¿rn/¡i ensagadas indicó una uniformidad en cuanto fue reconocido un

único fragmento de ADNde aproximadamente 5 kilobases. Dtros genes que fueron

estudiados en esta parásito resultaron polimórficos cuando se estudiaron diferentes

cepas g clones, frecuentemente asociado al número de repeticiones de secuencias

(109, 156, l40). Los clones CAI/70, Miranda/75 g Sglvio X-lO/l mostraron una

menor intensidad en la hibridización, quizás asociada con una menor cantidad de ADN

que codifica para el Ag4 en estos clones. La hibridización del inserto A (FCH-FB-4)1

coincidió con los resultados encontrados por 'inmunobiotting' efectuados sobre

epimastigotes de los clones Miranda/75 g Sglvio x-lO/l ga que de las seis proteínas

reconocidas por el Aciio 4 en epimastigotes de la cepa Tulz, sólo una,

correspondiente a la de menor peso molecular, es reconocida por este anticuerpo en

estos dos clones (dato no mostrado). El perfil encontrado para los diferentes clones

g cepas del parásito estudiados sugiere que existe una conservación intraespecífica

para el gen que codifica para el Ag 4 en las cepas g clones de Z art/¡1‘ estudiadas.

Dtro trabajo realizado en nuestro laboratorio demostró que el antígeno 4 se

encuentra presente en 2B clones g cepas estudiados (Cristina Rivas, comunicación

personal).

Cuando se analizó por comparación de las señales de hibridización, el número

de veces que el inserto del clon A (FCH-FB-4)1está representado en el parásito, se

encontró que se repite con baja frecuencia en el genoma haploide de I ¿rn/¿75 El

número de copias aproximado del inserto ¡(FCH-FB-4h sería entre 5 g l4 en el

genoma haploide del parásito, encontrándose encuadrado en la magoria de los genes

del 7.‘¿rn/2;," en los que según observaciones de Lanar g col., el 512 del ADN se

encuentra representados en un baja número de copias g el 232 del ADNen genes de

copia única. Sólo el 9 x del ADNtiene componentes altamente repetitivos, de unos

varios miles de copias (146).

La secuencia de bases del clon A (FCH-F8-4)1 permitió la deducción, a partir

del conocimiento de cuál es la cadena codante, de la secuencia de aminoácidos (aa)
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que este fragmento de ADNcodifica. La presencia de un codón de 'stop" de la

síntesis de proteínas señala que este inserto representa la porción carboxilo

terminal del Ag 4 o el extremo 3' del fragmento de ADNque codifica para el Ag4. El

epitope que reconoce el AcNo 4 es continuo, como lo sugiere su detección sobre

proteínas desnaturalizadas, es proteico dado que fue detectado en proteínas

expresadas en bacterias, organismos que carecen de mecanismos de glicosilación g

se localiza en ia porción carboxilo terminal del Ag 4.

Este Acrio se une a la superficie del parásito, cuando se ensayo su capacidad

de unión mediante inmunofluorescencia visualizado por microscopio óptica asi como

también en ensagos realizados por microscopía electrónica (Dr. w. de Souza,

comunicación personal). Comoel epitopeque reconoce este anticuerpo se encuentra

en las inmediaciones del extremo carboxilo terminal, esta proteína de superficie no

estaría anclada a un glicosil-fosfatidil-inositoi, ga que este proceso involucra la

remoción de los 20 últimos aminoácidos adgacentes a dicho extremo (68).

El conocimiento de la secuencia del clon A (FCH-FB-4)¡ derivó en la síntesis

de un péptido de 19 aminoácidos: SP4. Cuando la secuencia aminoacídica del péptido

SP4 fue comparada con la base de datos de proteínas NBRF provista por GCG

Wisconsin (194) no se encontraron homologías significativas con otros proteínas.

Las homologías mínimas encontradas obedecen al pequeño tamaño de este péptido

g a que entre los 19 aa que lo conforman, i i son serina, leucina, alanina g glicina,

que son los de megor frecuencia de aparición en las secuencias proteicas conocidas

(79).

De los clones aislados de la genoteca de ADNcomplementarios con suero de

conejo anti-SP4: l(aSP4)n, o más simplificado: Sn, se analizó la secuencia de bases

del ADNde los dos clones mayores: Se g S15. La secuencia de los dos ciones

obtenidos con el suero anti-SP4 muestra que los anticuerpos policlonales del conejo

reconocieron la misma porción de ADNcodificada que la reconocida por el Acl'io 4.
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Los clones S15 g l(FCH-FB-4)1 presentan en sus secuencias gran similitud,

ocurriendo lo mismo para el par de clones Se g A(FCH-FB-4)2.

El hecho que los mismos clones hagan sido aislados, independientemente de si

se utilice el Aciio o un suero policlonal anti-SP4 confirmó que el póptido sintético

posee una conformación similar a la que exhibe esta secuencia de aa en el antígeno

nativo en el parásito. Por otra parte, el haber hallado dos especies de clones

diferentes hace pensar en la existencia de duplicación de la información genética del

parásito, que además presentan mutaciones puntuales, deleciones o insersiones. El

haber amplificado los insertos Sn , puede haber también introducido errores de copia

de la polimerasa de Z ¿queria/s

Todos los clones de ADN complementario aislados, presentaron en su

secuencia de bases un codón de stop de la síntesis proteica. Esto confirmó que el

epitope que reconoce el AcMo4se encuentra en ias cercanias del extremo carboxilo

terminal del Ag 4.

Las secuencias de bases que conforman los segmentos de ADNcopia aislados

para el Acilo 4, no muestran repeticiones internas de aminoácidos, debido

probablemente a su pequeño tamaño. La comparación entre las secuencias de ¡(FCH

FB-4)1 /S¡5 g MFCH-FB-‘Dz ¡Se sugieren que hag modificaciones entre unos g

otros, pero para estudiar si corresponden a genes diferentes, se analizaron estos

insertos por hibridización al ADNgenómico del parásito, digerido por diferentes

enzimas de restricción. La observación de un perfil de hibridización similar para los

diferentes insertos sugiere la presencia de un único gen que codificaría para este

antígeno 4 en el parásito. No se ha hallado para este gen en estudio, evidencias de

genes múltiples, como se ha descripto para los antígenos de E15kDa (200, 268, l 16)

La evidencia por tecnicas de 'inmunoblotting" de la reacción de 6 péptidos de

epimastigotes g 2 de tripomastigotes con el AcHo 4 sugiere, en base a estos

estudios, que serían productos de maduración a partir de una proteína precursora.

Esta implicancia aguarda una comprobación experimental.

Por otra parte, la hibridización de los clones Sa g A(FCH-F8-4)2 con una

banda de ADNde alrededor de ¡.5 kb, en todas las digestiones, sería debida a la
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porción de ADN del estos clones que excede del tamaño del los clones S15 g ¡(FCH

FB-4)1 . De corresponder esta banda al ADNkinetoplastico, se deberá encarar un

estudios tendientes a dilucidar por que un antígeno codificado por un ADNnuclear,

contiene una información codificada después del codón de stop de la proteína,

contenida en un ADNmitocondrial. La obtención de fragmentos magores de ADNo el

gen completo responsable de la síntesis del Ag4 en el Z ¿rn/21' aclarara la

organización de estos antígenos en el parásito.

Las seis proteínas reconocidas por el Acl'lo 4 son giicoproteínas con un

punto isoeléctrico entre 4.3 g 4.95 (D. Velazco, Mi. Ruiz g E.L.Segura, manuscrito

enviado para su publicación). Es de esperar que la expresión de clones de magor

tamaño que codifiquen para este antígeno, clonados en sistemas de expresion en

eucariotes, resultarían sin duda en una optimización en la calidad de estos

inmunógenos.

El péptido sintético SP4 tuvo la capacidad de inhibir parcialmente la

reactividad de sueros de ratón anti-fracción flagelar de Z ¿rn/¡1' sobre el

homogenato total de epimastigotes. Esto implica necesariamente que hag otros

péptidos del antígeno 4 que participan en la respuesta inmune en el ratón que

podrían estar también involucrados en la inmunoprotección que presenta el antígeno

nativo. El reconocimiento del péptido SP4 por sueros de ratones anti-fracción

flagelar fue un primer indicio de la existencia de una configuración espacial similar

entre el epitope reconocido por el Acrio 4 en el péptido sintético g en el Ag 4 nativo,

expresado por el parásito.

El nivel de anticuerpos inducido contra un péptido sintetico generalmente es

bajo por lo que en la magoría de los estudios realizados, los péptidos han sido

acoplados a una proteína transportadora, como por ejemplo KLH, que ofrece epitopes

específicos para celulas T g un sustrato para una presentación polimórfica del

péptido (BB). Debido a que SP4, es un péptido pequeño, se supuso que no podría
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inducir Ls?) una respuesta inmune g se lo acopló a KLH para aumentar su

inmunogenicidad.

Al inmunizar ratones con SP4 se detectaron anticuerpos que reaccionaron con

el póptido sintético, con el homogenato total de epimastigotes (HT) g con la

superficie del tripomastigote visualizado por inmunofluorescencia. Estos resultados

confirmaron que la conformación del epitope presente en el péptido sintetico es

similar a la que se encuentra en el Ag 4 sobre la superficie del Z ¿TZ/Fi.

Ademas de producir una respuesta inmune humoral, los resultados presentados

aquí mostraron que este péptido puede inducir una respuesta celular del tipo de

hipersensibilidad retardado (DTH)hacia antígenos del parásito, aún administrado en

su forma libre con ¿Zper-(asma: como adjuvante g que acoplado a KLH no mejora

ambas respuestas. Nosiempre se ve beneficiada la inmunogenicidad de un péptido por

el acoplamiento a KLHo a alguna otra proteína transportadora ga que se podría

inducir una presentación del mismo de modo incontrolado dependiendo de las

configuraciones que adopte péptido al adherirse a la proteína (222).

La DTHevocada por SP4 evidenció una respuesta de inmunidad celular frente a

antígenos del parásito. Se ha encontrado una correlación mug estrecha entre los

sitios antig'enicos reconocidos por células T colaboradoras g las regiones de las

proteínas que permiten una conformación en alfa-hélice particularmente hélices que

presenten estructuras anfipóticas; el hecho de que una porción de la molécula sea

hidrofílica le permitiría ser reconocida por las células T g la hidrofóbica podría

interactuar con la c'elula presentadora. Al analizar la secuencia aminoacídica del

péptido SP4 por un programa de computación en el que se detectan segmentos de

estructura alfa-helicoidal g anfipaticos, se observó que existen cuatro segmentos

consecutivos de ii aminoácidos cada uno g comprenden desde el 5to hasta el iBVÜ

aminoácido de los 19 que componen el péptido SP4. Este segmento podría

representar, con un 75% de sensibilidad, un sitio antigenico inmunodominante para

células T colaboradoras g ser responsable de la inmunidad T encontrada en las

reacciones cutáneas positivas que los ratones inmunizados con SP4 evidenciaron.
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Resta de todos modos, comprobar experimentalmente esta predicción realizada por

un programa de computación.

Los linfocitos T tienden a reconocer un número mug limitado de sitios

antigénicos inmunodominantes sobre un antígeno proteico. Por lo tanto un diseño

efectivo de fragmentos sintéticos o recombinantes que sirvan como vacunas estarán

mejor diseñados si incluyen algún sitio que pudiera ser identificado como

inmunodominante para la células T 'helper", debido a que la inmunidad T es necesaria

para asegurar una respuesta secundaria o anamnésica cuando el huésped es desafiado

con el patógeno entero.

En nuestro laboratorio se demostro que la inmunización con la fracción

flagelarg B. pera/¿ws induce mecanismos celulares críticamente involucrados en

la proteccion de los ratones ante un desafío por 7. ¿[mi (219).

Las propiedades inmunogánicas de otros péptidos provenientes de genes

clonados de f ¿TZ/¡Íno han sido hasta ahora comunicadas, posiblemente sea porque

no han sido probadas aún o por que fueron aislados para otros propósitos diferentes.

En general los parásitos contienen mezclas complejas de hasta 10.000

proteínas, de las cuales quizás, sólo un pequeño número producen inmunidad

protectiva en el huésped. Noestá mug claro aún cuales son las proteinas del 7?¿rn/21'

que se encuentran más involucradas en la respuesta inmune del huésped. La o las

moléculas a ser incorporadas en una futura vacuna contra la enfermedad de Chagas

deberían idealmente probar su eficacia en el blanqueo de la parasitemia g de no ser

así disminuir drásticamente la invasión del parásito en el humano, deberían ofrecer

inocuidad para con los tejidos del huésped, g ser bien definidos bioquímica e

inmunológicamente. Parte de estos requisitos fueron encontrados con el Ag 4

presentado en este trabajo ga que 4 de cada lO animales resultaron aparasitémicos g

6 de cada l0 animales desafiados mostraron una mug baja parasitemia respecto de
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los controles no inmunizados. Por otra parte el Ag4 proviene de la fracción flagelar

que su inoculación per se, no produce una respuesta inmunoagresiva.

En aquellas enfermedades en donde la patología es predominante, las vacunas

moleculares son más apropiadas que la mezcla de antígenos u organismos atenuados.

Aún no existen vacunas contra un parásito humano, pero en veterinaria hag dos

vacunas eficaces con organismos atenuados, de Babes}? 170w": g Amy/astama

cam/70m (174). Se han probado vacunas sintéticas, con éxito o no, para otras

patologías (240, 172) e inclusive en parasitología humana(106,191,25).

La complejidad de la enfermedad de Chagas nos ha indicado la tendencia

desarrollar inmunógenospuros g definidos a partir de algunas de estas fuentes: del

parásito, por inmunopurificación de los antígenos, a traves de tecnicas de

recomhinación de ADN,en un sistema libre se parásitos, permitiendo su expresión en

un sistema vector-huésped apropiado, o a partir de la secuencia de ácidos nucleicos

g posterior síntesis química de los antígenos. Ennuestra trabajo, el empleo de estos

métodos se ha basado en estudios previos sobre el desarrollo de modelos

experimentales de la enfermedad de Chagas aguda g crónica g la caracterización de la

patología inducida por diferentes antígenos.

La aproximación a los aspectos moleculares del parásito ha abierto un camino

racional para disponer de magor información sobre moleculas antigénicamente

relevantes en el 7. art/:1; sobre las cuales se ha aportado en este trabajo. La

reunión de estos conocimientos con el de los procesos operativos en los mecanismos

defensivos e inmunopatológicos g sobre su regulación, será indispensable para

enfrentar el desafío que plantea el desarrollo de una futura vacuna contra la

Enfermedad de Chagas.
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6 CIJNCllISIONES:

l) El anticuerpo monoclonal FCH-F8-4 anti-fracción flagelar (Acrio 4) tiene
actividadbiológicosobreel TW mi evidenciadoporla capacidadde lisar
tripomastigotes sanguíneos por medio del complemento g de neutralizar la
infectividad de los tn'pomastigotes.

2) Este anticuerpo reconoce por 'inmunoblotting' seis proteínas entre 50 g 150
kDaen epimastigotes g dos proteínas de 15 g 46 kDaen tripomastigotes.

3) Los antígenos inmunopun‘ficados del AcHo 4 a): protegen contra la infección
por trgpomastigotes metacíclicos de I (rw! b): producen uno respuesta inmune con
reacciones de hipersensibilidad retardado específica.

4) Unfragmento de ADNcopia de I mz; de ¡50 pares de bases, aislado con el
AcHo 4 al ser expresado en bacterias hibridiza con un ARN mensajero en
epimastigotes de 5.0 kilobases.

5) Un único gen codifica para el antígeno 4, ampliamente representado g
conservado en los clones g cepas de 7. ami estudiados. En el genoma haploide de
nuestra cepa de estudio Tulahuen 2, lo información del clon de ADN ¡(FCH-F6401 se
encuentra representada en un número de 5 a 14 veces.

6) El péptido codificado por el clon l(FCH-FB-4)¡ = SP4 de lgn aa evocó en

ratones una respuesta inmune humoral g celular contra el 7. Mi; demostrada por
anticuerpos g reacciones cutáneas de hipersensibilidad retardado específicos aún
inoculadoen su forma libre con ¿ZMmm comoadjuvante.

?) El epitope reconocido por el Acrio 4, presente en el péptido sintetico SP4 g en
el antígeno nativo del parásito, es proteico g continuo, localizado en la región
corboxilo terminal del antígeno 4.

8) Otros clones de ADNrecombinante obtenidos con el Acrio 4 g con un suero anti
SP4 muestran dos especies diferentes de información genética, cugas secuencias de
ADNpresentan una homología parcial en cuanto a la secuencia de bases de su ADN,
representando dos copias diferentes dentro del gen que codifica para el antígeno que
hemos descripto en este trabajo.
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abreviaturas empleadas:

AcNo.............. Anticuerch monoclonal.
AcMo4 ........ Anticuerpo monoclonal FCH-F8-4
Ag 4 ............. Antígenos reconocidos por el AcMo4.
ADN................ Acido desoxirribanucleico.
ARN................ Acido ribanucleica.

ARNm............. Acido ribonucleico mensajero.
DD.................... Pares de bases.
Bp.................... Bardem/¡a pera/5515*.
BSA................ Seroalbúmina bovina.
Con A............. Concanavalina A.

cpm................ cuentas por minuto.
DTH................. Hipersensibilidad de tipa Retardada.
DTT ............... Ditiatreitol.
EÜTA.............. Acido etiIen—diamíno-tetra-acetico.
E ..................... Epimastigotes.
HT................... Homogeneizado tota] de epimastigotes.
lg..................... lnmunaglobulina.
¡ME................. lnmum'dad mediada por células.
ip. ................. Vía intraperitoneal.
IPTG............... Isaprapil-D-tio-galactopiranósido.
F...................... Fracción flagelar.
GP................... Glicoproteína.
GPI.................. Glicosil fosfatidil inositol.
kDa................. Kilodalton.

KLH................. Keghole Limpet Hemociam’na.
LMD................. Lisis Mediada por Complemento.
LSNH............. Lisis Mediada por Suero Humana Normal.
min. ............... Minutos
NC................... Nitrocelulasa.
PBS................. Solución salina fosfataüa.
pl..................... Punta isaeléctrico.
PM................... Peso molecular.
PMSF.............. Fluorura de feniI-meti1—sulfonilo.
SDS ................ Dodecil sulfato de sodio.

SOS-PAGE...Electroforesis en ge] de poh’acrilamida en presencia de SDS.
SHN................. Suero humano normal.
TBS ............... Solución Tris-sah‘na.
TLCK.............. TosiI-lisfl-cloro-metil-cetona.
T...................... Tripomastigotes.
T amb. .......... Temperatura ambiente
Tu] .................. cepa Tulahuén.
U .................... Unidades.

VSG............... glicoproteína variable de la superficie de I ¿fin/¿rei
X-Gal............. 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactósida.
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