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1.1) BREVE HISTORIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS:

En 1909, durante una campaña antimalárica realizada en Minas Ge
rais, Carlos Chagas descubrió un gran número de insectos hemató
fagos domiciliarios infectados por un tripanosoma desconocido
hasta ese momento, al que denominó fighiagtczganum cruai, Más tar
de, la detección del parásito en la sangre de niños con cuadros
febriles y de animales domésticos junto con estudios experimenta
les lo llevaron a postular la existencia de una nueva enfermedad,
la “tripanosomiasis humana" (Chagas, 1909). En 1911 informó su
hallazgo a la Academia Nacional de Medicina (Río de Janeiro) con
una pormenorizada descripción de las fases aguda y crónica de la
enfermedad, así comode sus formas clínicas.

En 1934 Mazza informó la existencia de varios casos agudos en el
norte argentino, registrando, antes de 1944, más de mil casos
agudos de la enfermedad (Koberle, 1968). A partir de los trabajos
de este grupo, los cuales ratificaron la importancia de la enfer
medad de Chagas comoun problema de salud pública, se intensifi
caron los estudios a lo largo de nuestro continente (Romaña,
1983).

1.2) EPIDEMIOLOGIA:

La enfermedad de Chagas es una parasitosis de importancia epide
miológica restringida al continente americano. Su distribución
geográfica coincide con la de los insectos transmisores de hábi
tos domiciliarios y abarca, prácticamente, toda América Central y
América del Sur (Romaña, 1963). Sin embargo, la incidencia de la
enfermedad presenta grandes diferencias regionales, siendo más
afectadas las áreas rurales donde las condiciones de vivienda e
higiene son más precarias (Abreu Salgado y Pellegrino, 1968). Por
otra parte, las migraciones desde regiones rurales a centros in
dustriales facilita el avance de la endemiahacia áreas indemnes
(Zeledón y Rabinovich, 1981).



Datos estadísticos recientes indican la existencia de 20 millones
de individuos infectados en toda América Latina, elevándose a 60
mil el número de muertes por año debidas a la enfermedad (Walsh,
1988).

1.3) EL PARASITO Y SU CICLO DE VIDA:

El JIjBfiHQEQma_Qzuzi,agente etiológico de la enfermedad de Cha
gas, es un protozoario perteneciente al orden Kinetoplastidia,
familia Tripanosomatidae (Hoare, 1964). Su ciclo de vida compren
de la alternancia de dos huéspedes: un mamífero y un insecto he
matófago que representa al huésped intermediario o vector.

El T. cruzi parasita el tubo digestivo de más de 80 especies de
triatominios, siendo Triatoma infestans ("vinchuca") el principal
vector en nuestro país (Mazza, 1943). La infección del insecto se
produce durante su ingesta, a través de la succión de las formas
tripomastigotas presentes en la sangre del huésped mamífero. Es
tas pasan a 1a región posterior del intestino donde se transfor
manen epimastigotes cortos, que luego de sucesivas divisiones
dan lugar a los epimastigotes, responsables del mantenimiento de
la infección en el huésped invertebrado. Finalmente, algunos al
canzan el recto y se diferencian en tripomastigotes metacíclicos,
los cuales son eliminados con las heces del insecto y depositados
sobre la piel o mucosas del mamífero.

Un gran número de mamíferos puede ser infectado por T. crusj, in
cluyendo el hombre, animales domésticos y reservorios silvestres
(Brener, 1979). Aunqueson detectados en la sangre en gran canti
dad, los tripomastigotes no se dividen sino luego de entrar a las
células y diferenciarse en amastigotes. Despuésde la transforma
ción, los parásitos se multiplican activamente por división bina
ria y sólo algunos amastigotes se diferencian en tripomastigotes.
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Estos son liberados luego de la ruptura celular, ingresan a la
circulación y son ingeridos eventualmente por el insecto, comple
tando el ciclo de vida.

La infección por T. cruzi generalmente ocurre durante la primera
década de vida. El período agudo casi siempre es asintomático,
estimándose que más del 90%de los individuos infectados pasa a
la fase crónica sin advertirlo (Rosenbaum,1964). El conjunto de
signos clínicos que caracterizan a la fase aguda comprende: fie
bre, parasitemia detectable, linfoadenopatía, hepatosplenomega
lia, vómitos, diarrea y especialmente, los signos de puerta de
entrada (por ej.: "ojo de Romaña"). En un bajo número de casos
(1—5%)se observa la aparición de una miocarditis, generalmente
reversible, caracterizada por taquicardia, cardiomegalia y dis
función cardíaca, acompañadao no por alteraciones electrocardio
gráficas (Laranja y col., 1956; Rosenbaum, 1964).

La mayor parte de la población crónicamente infectada no presenta
evidencias discernibles de enfermedad; sólo un porcentaje de has
ta el 30%,con grandes diferencias regionales, desarrolla al cabo
de 10, 20 o más años sintomas y/o signos de daño visceral. Esto
es lo que se denomina enfermedad de Chagas crónica, cuya manifes
tación clínica más frecuente en Argentina es una cardiomiopatía.

Existen caracteristicas distintivas de la cardiopatía Chagásica
crónica que facilitan el diagnóstico diferencial con respecto a
otras cardiopatías (Rosenbaum,1964). En esta etapa de la enfer
medadraramente se encuentran nidos de amastigotas en las fibras
miocárdicas (Rosenbaum, 1964; Morris y col., 1990). Si bien esta
observación no descarta la posibilidad de que el parásito esté
siempre presente, muchosautores encuentran poco probable que el
daño tisular se deba a la acción directa de 1;_Qzuai_sobre el
miocardio (Rosenbaum, 1964; Koberle, 1968; Andrade y Andrade
1979).
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Frecuentemente se observan focos inflamatorios activos, tanto en
los cuadros más avanzados de la enfermedad como en los estadios
iniciales de la cardiomiopatía. Esta inflamación crónicamente ac
tiva podría desempeñar un papel decisivo en la patogenia de la
lenta y progresiva destrucción miocárdica (Chiale y Rosenbaum,
1989). Esta sólo puede ser detectada mediante el estudio histoló
gico, lo que requiere el empleo de técnicas invasivas como la
biopsia endomiocárdica.

Otras alteraciones clínicas de la enfermedad de Chagas son las
formas digestivas (megasíndromes), que son atribuidas a la des
trucción de las células del sistema nervioso vegetativo (Koberle,
1968). La incidencia de estos casos varía considerablemente con
la región geográfica considerada.

1.4) LEISHMANIASIS:

Breve historia de la enfermedad: Las leishmaniasis tegumentarias
son conocidas en América Latina desde el siglo XVI. Se encuentran
representaciones de la enfermedad en la época precolombina, en
particular sobre las cerámicas de Nazca en el Perú. Las primeras
descripciones clínicas datan del siglo XVIdonde se describe una
enfermedad que destruye las cavidades nasales de los indígenas en
los valles calientes y húmedosdonde cultivaban coca. En el siglo
XVII se identifica el rol que Juegan los flebótomos en la trans
misión (CosmeBuneo 1764). Hacia fines del siglo XIX y al inicio
del siglo XX son clasificadas las leishmanias en América Latina
(Bravo 1852, Cerqueira 1885). En 1909 se descubren los parásitos
en las lesiones cutáneas en Brasil y luego en América Central.
Finalmente en 1911 Vianna describe la especie Leishmania__ngair
lifinfiifi, El rol Jugado por los flebótomos es demostrado por Cer
queira en 1920 y Beaurepaire-Aragao (1922) al inocular un animal
sano con un triturado de flebótomos que había picado a un enfermo
y visualizar la aparición de lesiones que contenían Leishmanias.
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1.5) EPIDEMIOLÓGIA:

La importancia epidemiológica está dada por el número de casos,
aproximadamente 12 millones pero también el enorme el número de
personas de riesgo: 350 millones (The control of leishmaniases,
Report of a WHOExpert Comitee, Technical Report Series no 793,
1990).

La leishmaniasis afecta al nuevo y viejo mundo, si bien cada una
de las especies que provocan esta enfermedad tienen una distribu
ción geográfica más restringida.

1.6) EL PARASITO Y SU CICLO DE VIDA:

Hoy sabemos que el agente causal de las Leishmaniasis es el pará
sito protozoario del género Leishmaniá.transmitido por flebótomos
infectados.

La Organización Mundial de 1a Salud (OMS)reconoce 7 especies de
Leishmania_y numerosas subespecies que a veces son consideradas
especies distintas. Todas las especies son morfológicamente simi
lares. La clasificación ha sido establecida inicialmente en base
a criterios clinicos de la enfermedady luego por características
epidemiológicas y geográficas. Los esfuerzos actuales tienden a
una taxonomía bioquímica que requiere de otras técnicas; secuen
ciación de ADN,anticuerpos monoclonales e isoenzimas de formas
flageladas de cultivos. En la actualidad existe información sufi
ciente para hacer algunas generalizaciones sobre las formas del
nuevo mundo (Grimaldi G. y col. 1987), a las que nos referiremos
en adelante.

En América Latina se encuentran las especies: L. gbagasi L meWMV ¿Maa Sibienexisteunaco
rrelación entre la especie de Leishmania_causal y la forma clíni

_ 5 _
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ca de la enfermedad, no se puede hacer una distinción absoluta ya
que en muchos casos el desarrollo de la enfermedad depende de la
respuesta inmunológica del hospedador (Badaro R. y col 1986). En
términos generales se puede decir que la enfermedad abarca desde
pequeñas úlceras de curación espontánea debidas a h. mexicana g
Ll_braailifinfiis_hasta severísimas lesiones viscerales que pueden
ocasionar la muerte, la enfermedad es conocida como kala-azar
causadapor¿MMM

El ciclo de vida de las diferentes leishmanias comprendela al
ternancia de dos huéspedes: un mamífero y un insecto hematófago
que representa al huésped intermediario o vector.

En el tubo digestivo del vector (Ehlfibgjgmufi_figg_yLuífigmzLíJüuD
el promastigote evoluciona de una forma no infectiva a la forma
de parásitos metacíclicos, altamente infectivos (Sacks D. y col.
1984). Estos son transmitidos al vertebrado del cual succionan su
sangre. Los promastigotes son fagocitados por células mononuclea
res del huésped, donde se diferencian en amastigotes y se dividen
asexualmente (Manson-Bahr y col. 1987).

Diversos mamíferos juegan un papel importante en la epidemiología
de la enfermedad por ser los huéspedes reservóreos. Los mamíferos
son infectados cuando flebótomos, portadores de la forma promas
tigote, succionan su sangre.

1.7) ASPECTO CLINICO Y DISTRIBUCION DE LAS DIFERENTES
LEISHHANIASIS:

1.7.1) LEISHMANIASIS TEGUMENTARIAS:

La gravedad de las leishmaniasis cutáneas del nuevo mundo, está
dada por su carácter recidivante, difuso (leishmaniasis cutáneas
difusas), invasivo y mutilante (leishmaniasis mucocutánea), Dedet
y col 1989.
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Las distintas manifestaciones clínicas son producidas por dos es
pecies, presentando cada una varias subespecies: L¿mfixigfinfi_y a
l El. .

El grupo Almexicaaa;

La subeSPGCie Lumexicana__msxigana se encuentra en todo el norte
de América Central. Este parásito afecta comúnmentea los traba
jadores del látex. La lesión se sitúa en la oreja. Frecuentemente
cura de forma espontánea, dejando una cicatriz y destrucción del
pabellón de la oreja (Dedet, 1986).

La subespecie leexicaaa__ama¿2nea5154 se encuentra en Brasil.
Trinidad, Venezuela y Panamá. La infección provoca lesiones cutá
neas localizadas sin tendencia a diseminarse (Dedet y col. 1985).

El grupo Ll_bzaziliensis

Las subespecies Ln_lnnziliensismguxanenis__y Ll_braziliensis__2a:
namensis_se encuentran en Guayana, Surinam, a lo largo de la cos
ta nordeste de América del Sur, al norte del Amazonas y Panamá,
respectivamente. Luego de la infección con L‘Engzaafinis_el cua
dro clínico es una lesión ulcerosa, sin compromisode las muco
sas; por el contrario thn_panamensis_puede ocasionar lesiones en
las mucosas (Dedet, 1990).

La_brazilienfii&_bzaziliensisi es el agente causal de la espundia
o leishmaniasis muco-cutánea. Se encuentra desde el norte de la
Argentina hasta Costa Rica. Su reservóreo más conocido es el pe
rro. Sus vectores son flebótomos del género Efixghgfiggzgua,

La espundia afecta principalmente a trabajadores que desmontan la
selva y abren caminos en zonas rurales.
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Los signos clinicos pueden sobrevenir luego de una incubación de
20 días. La lesión inicial es una ulceración cutánea con los bor
des levantados, poco dolorosa. Es posible encontrar lesiones múl
tiples en el cuerpo. Meses o años después pueden sobrevenir le
siones extensivas y mutilantes. Las lesiones del cartílago de la
nariz o de la oreja, de los labios y de la mucosa de la orofarin
ge son típicas, también reciben el nombrede lesiones metastási
cas. Las lesiones de las mucosas son generalmente refractarias a
la quimioterapia (Rucha y col. 1983). La afección esofágica, la
alteración de la nutrición, las sobreinfecciones y los brotes ex
tensivos pueden ser mortales (Gentilini y col. 1986).

Ll_bl_2€zuxiana_descripta en Perú, es la única Leishmaaifi_de la
costa Pacífica de los Andes. Es una forma no evolutiva de h, b,
bzazilienfiii. el reservóreo es el perro. Produce la forma Uta;
generalmente afecta a los niños y se desarrolla una única ulcera
ción; a veces se observan lesiones mutilantes de la mucosa de la
boca o nasal (Gentilini y col. 1986).

1.7.2) LEISHMANIASIS VISCERAL:

La leishmaniasis visceral o kala-azar tiene una amplia distribu
ción geográfica. Las especies causantes son L¿dgngggni_y L {a
fanfum.

En América del Sur, principalmente el nordeste de Brasil, la
leishmaniasis visceral es causada por la subespecie [hguyuuguLL
cbagasi. Su ciclo epidemiológico está condicionado por el flebó
tomo que actúa comovector (Dedet, 1976). La manifestaciones clí
nicas son generalmente, una fiebre elevada, ondulante, acompañada
por pérdida de peso y palidez relacionada con la anemia. El pa
ciente sufre una marcada inmunosupresión celular y por el contra
rio un gran aumento de linfocitos B circulantes productores de
inmunoglobulinas, con un alto porcentaje de anticuerpos contra el

_ 8 _
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parásito (Dedet, 1986). Tambiénpueden observarse síntomas parti
culares según la zona geográfica y el estado sanitario del pa
ciente antes de la infección. Los casos no tratados evolucionan
hacia la muerte, por coquexia terminal agravada por sobreinfec
ciones bacterianas o un sindrome hemorrágico. El tratamiento tem
prano de la enfermedad permite una reversión de las manifestacio
nes clinicas y una rápida disminución de anticuerpos circulantes
hasta un nivel basal que puede perdurar por años antes de norma
lizarse completamente (Ranque y col. 1975). Del ‘mismo modo se
restaura la inmunidadcelular, volviendo a ser positivos los en
sayos de hipersensibilidad retardada.

1.8) DETECCION Y TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD:

El aspecto de las lesiones es característico, particularmente en
las formas cutáneas y mucocutáneas. En la leishmaniasis visceral
es característico la existencia de una esplenomegalia febril. En
todos los casos debe obtenerse una confirmación parasitológica.

El examenparasitológico es simple y el hallazgo de leishmanias
en la punción de las lesiones, es un elemento suficiente para ha
cer el diagnóstico. Hay casos donde es muyescaso el número de
parásitos, entonces se recurre al sero diagnóstico por ELISA,in
munofluorescencia o cultivo del producto de la punción en medios
especiales o animales de laboratorio sensibles al género Lfiifibflfi:
aja. comoel hamster (Gentilini, y col. 1987).

Existen tres tipos de medicamentosutilizados en su tratamiento:
los derivados de antimonio, las diamidinas, y la anfotericina B
(Strobel y col. 1979). Son drogas de alta toxicidad, a modo de
ejemplo los antimoniales tienen efectos cardiotóxicos y los tra
tamientos son largos. No siempre hay reversión completa de las
lesiones y frecuentemente vuelven a aparecer al cabo de meses o
años (Gentilini, y col. 1987).
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Se han ensayado varias formas de vacunación que van desde la clá
sica inmunización con parásitos completos fenolizados (Pessoa, S.
y col. 1940) o parásitos virulentos de h. maigz, leishmanización
(Katzenelenbogeny col. 1968), hasta la utilización de antígenos
aislados y caracterizados (Mavrnick y col 1985). Sin embargo los
resultados aún no son definitivos.

Paradójicamente el control de la transmisión es simple, ya que
sólo se requiere fumigación del vector con DDT.Muchas veces aun
que nc sea el objetivo directo, la fumigación para la erradica
ción de la malaria contribuye en la disminución de la transmisión
de Leismaniasis (Gentilini y col 1987).

1.9) ASPECTOS EVOLUTIVOS DE AMBAS PARASITOSIS:

Hace 20 a 30 años el concepto evolutivo: "muere el hospedador
muereel parásito" originó varias preguntas sobre la relación
huésped-parásito en infecciones crónicas. Los inmunólogos llega
ron a cuestionarse si este tipo de parásitos serian o no inmuno
génicos. Estudios serológicos y ensayos de reactividad cutánea
frente a proteínas parasitarias demostraron que los parásitos
eran inmunogénicos (Burnet y col. 1972).

Desde el punto de vista evolutivo se puede considerar entonces,
que la persistencia del parásito y la supervivencia del huésped
es un complejoequilibrio de interacciones entre las estrategias
de evasión del parásito y la respuesta del hospedador frente a su
presencia (Sprent y col 1962; Mitchel 1991).

Tanto Lgishmania_52*_como1;_gzuai_son parásitos intracelulares
obligados, pero el tipo de célula que infectan no es el mismo.
Esta diferencia reflejará mecanismosde evasión de los parásitos
y respuesta inmunológica del huésped, diferentes en cada caso.

_ 10 _
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Leisbmania_52_completa su ciclo de vida en macrófagos de mamífe
ros (Manson-Bahr y col. 1987).

El 02 molecular en una célula es normalmente reducido a H20 den
tro de la mitocondria por adición de electrones y un 2-52 es par
cialmente reducido originando radicales libres (anión superóxido:
02- y radicales oxidrilo .OH) y peróxido de hidrógeno (H202). En
estas cantidades los radicales libres y el peróxido de hidrógeno
son destruidos por enzimas endógenas sin provocar daños celula
res .

Cuandoel macrófago es activado, un complejo enzimático ("oxida
sa") genera rápidamente mayores cantidades de estos metabolitos
intermedios, la célula no es capaz de neutralizarlos, se acumulan
en el interior celular y finalmente son liberados al medio extra
celular. Estos metabolitos son capaces de dañar proteínas, lípi
dos, ADNy por lo tanto membranas celulares. Son los responsables
de la destrucción de los microorganismos fagocitados en los endo
somas. Las células parasitarias y tumorales mueren probablemente
por su susceptibilidad a estos intermediarios tóxicos del metabo
lismo del 02 y no por ser fagocitados. Experiencias in Vitro de
mostraron que macrófagos no activados no matan tripanosomas fago
citados y si lo hacen cuando son activados por antígenos de BCG
(Kress y col. 1977).

Una vez dentro de los macrófagos, los promastigotes de Leighmania
deberán enfrentarse con enzimas lisosomales y sus bajos pHs. A
esto debe sumarse la activación de los macrófagos por linfoquinas
cuando el huésped ha registrado la entrada del patógeno.

Pocos microorganismos logran sobrevivir rodeados de enzimas liso
somales. Por tal motivo, la virulencia de Lgifihmanifi_estará di
rectamente relacionada con su supervivencia intralisosomal.
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En cambio, si bien 2; gcuzi invade macrófagos durante la etapa
temprana de la fase aguda, esta especie ha evolucionado utilizan
do otros tipos celulares para cumplir su ciclo de vida y su es
trategia defensiva puede decirse centrada en la penetración a los
distintos tipos celulares. Dentro de células no fagocíticas el
medio intracelular es menoshostil al no contar con los mecanis
mos microbicidas de los macrófagos. Finalmente el parásito cumple
su ciclo celular en el citoplasma de la célula huésped.

1.10) ESTRATEGIAS DE EVASION PARASITARIAS FRENTE A LA RESPUESTA

INMUNE DEL HOSPEDADOR:

a) Los parásitos libres en el torrente sanguíneo.

El sistema de complemento (C) puede ser visualizado como una es
trategia del hospedadorpara limitar el potencial patogénico de
los microorganismos promoviendo su destrucción y desaparición
(Joiner y col. 1984).

A nivel bioquímico el sistema de complemento incluye más de 20
proteínas regulatorias y activadoras, y por lo menoscinco recep
tores celulares diferentes (Ross y col. 1985; Schreider y col.
1984). Estas proteínas están involucradas en clivados proteoliti
cos (Reid y col. 1981) y cambios conformacionales que originan
una respuesta celular específica del huésped (Holers y col.
1985).

El sistema C promueve fagocitosis y degradación de complejos an
tígeno anticuerpos, origina inflamación y en algunos casos produ
ce la lisis de bacterias y células animales.
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Leishmania:

En L¿_maigz_ se ha demostrado que la cobertura de su superficie
con el lipofosfoglicano (LPG)permite la unión del complemento
hasta formar el complejo lítico; sin embargo ensayos in Vitro con
suero completo sugieren que varias especies de Laiñbflfinifi_son re
sistentes a la lisis mediada por C (Franke y col. 1985).

Estos resultados aparentemente contradictorios se han ido acla
rando con investigaciones posteriores.

La hipótesis que plantea que la estructura molecular del LPG, im
pide estéricamente la interacción de algunos de los componentes
del sistema C con la membranacelular del parásito, previniendo
la formación de canales y su lisis, sin por ello disminuir la ac
tivación del sistema, es sostenida por varios datos experimenta
les (Saks 1989). La activación del sistema C es muyeficiente, se
ha demostrado con CBmarcado radioactivamente que un 80% se con
vierte a la forma activa C3b (Puentes y col 1988). Recientemente
se comprobópara L¿__dgnggaai_la liberación de la superficie del
parásito del complejo 05-9 responsable de la formación de canales
y lisis de la membranacelular (Puentes y col. 1990).

A su vez 1a glicoproteina de superficie de 63 kD (gp63) ha sido
implicada en la virulencia de Leishmanig_ (Kink y col. 1987 y
1988; Kweider y col 1987). Se estima que existen unas 500.000 co
pias de gp63 por célula (Bordier 1987). Su actividad proteolítica
ha sido descripta en varias especies de Leishmania.(0haudhuri y
col. 1989; Bordier y col.1987; Etges y col. 1986). Por su activi
dad enzimática, su abundancia y localización en la superficie del
parásito, se considera que gp63 es otro de los factores de Leigh:
mania_involucrados en su virulencia (Chaudhuri y col. 1989).
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Tambiénse ha sugerido que la saliva del flebótomo contribuye de
algún modoa la resistencia de los promastigotes infectivos, ya
que lisados de glándulas salivales aumentan su infectividad
(Titus y col. 1988).

T. cruzi:

1; chzi tiene un estadio extracelular virulento, los tripomasti
gotes, que son refractarios a la lisis mediada pOr complemento
(Nogueira N. y col 1975). A diferencia de los epimastigotes que
son menosvirulentos y activan la vía alternativa del complemen
to, los tripomastigotes son completamente resistentes (Joiner
1986). La resistencia podria deberse a varios factores. Se ha re
portado que el parásito es capaz de producir moléculas regulato
rias del sistema C (para review ver Fenton Hall y col. 1991). Es
tas moléculas regulatorias tienen distintos pesos moleculares pe
ro coinciden en su capacidad de bloquear la activación de C en la
superficie del parásito evitando su lisis.

b) Ehtrada y supervivencia en el interior celular:

Leishmanias:

La entrada:

Ensayos con anticuerpos monoclonales, competiciones e inhibición,
han demostrado que distintas especies de Leisbmaaia_se unen a re
ceptores de la superficie del macrófago (Russlel y col. 1989).

La unión de Leisbmaaia_a los receptores del complemento CRI y CR3
es coincidente con la alta eficiencia de activación del sistema C
y la baja citolisis observada por esta via. Hayvarias evidencias
que indican que los componentes del C fijados sobre parásitos in
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fectivos no son capaces de mediar su lisis pero sin embargo pue
den facilitar la entrada del parásito al macrófago (Blackwel y
col. 1985; Mosser y col. 1984 y 1985).

La entrada del parásito vía endocitosis del receptor CRl es una
hipótesis interesante, ya que su endocitosis no desencadena ena
gran producción de metabolitos oxidativos. Esta vía de entrada
favoreceria la supervivencia del parásito en el interior del ma
crófago (Mosser y col 1987; DaSilva y col. 1989)

Tambiénse han realizado estudios in vitro que demostraron que la
fibronectina es capaz de unirse a la superficie del parásito per
mitiendo su entrada al macrófago via los receptores de fibronec
tina: RFn (Rizvi y col 1988; Wyler y col. 1985). Sin embargo el
RFn no es especifico de macrófagos (Russel y col. 1989) y además
es un potente inductor de la cadena respiratoria, desencadenando
una alta producción de metabolitos intermedios.

Todos estos estudios sugieren que la entrada de Leishmania_al ma
crófago en la infección natural, es probablemente debida a su in
teracción con varios receptores (Chang 1983). Nose descarta la
posibilidad de que en la entrada no medien receptores especificos
y que simplemente se dé por un fenómeno de cargas de superficie
(Saraiva y col. 1989); o por 1a interacción directa con recepto
res del macrófago sin que medien factores solubles del huésped o
del vector (Russel y col. 1989; Ribeiro y col. 1989; Titus y col.
1988).

Supervivencia intracelular:

Las diferentes especies de Leisbmania_viven intracelularmente en
fagolisosomas con hidrolasas ácidas y glicoproteínas lisosomales
de membrana. Además inducen la bomba oxidativa al entrar al ma
crófago.



Introducción

Evidencias experimentales sugieren que la proteción se deberia a
varios factores:

legnggaai_una vez en el interior de los fagocitos es capaz
de bloquear la producción de peróxido de hidrógeno y radica
les libres a través de una fosfatasa ácida de su superficie.
(Glew y col. 1988).

El LPGpodría conferir resistencia frente a mebanismos para
siticidas no oxidativos inhibiendo 1a glicosilasa lisosomal
(El-On y col. 1980). También es capaz de inhibir una proteina
quinasa C, una de las enzimas primordiales en 1a producción
de metabolitos oxidativos (Locksley y col 1988).

La glicoproteína gp63 es una proteasa capaz de degradar enzi
mas lisosomales. Coincidente con esta hipótesis es la demos
tración de que su actividad enzimática es óptima bajo condi
ciones ácidas imperantes en el fagolisosoma (Chauduri y col.
1988)

La posibilidad de entrar a1 macrófago por endocitosis de re
ceptor CRI (Mosser y col. 1984 y 1985), seria otro factor que
algunos consideran esencial para la supervivencia dentro del
macrófago (Manson-Bahr y col. 1987).

T.cruzi:

La Entrada:

Z. gana: entra al macrófago por un evento fagocítico (Zingales y
col. 1985). La entrada a otros tipos celulares se considera un
evento activo dirigido por el parásito y mediadopor receptores
(Schenckman 1991).
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Los tripomastigotes de 1;;zu51_tienen poca capacidad de unión al
componente C3 del C, además son capaces de infectar células que
no tienen este receptor en su superficie. Estas evidencias, entre
otras, dirigieron la búsqueda hacia otros mecanismosno fagociti
cos que pudieran estar involucrados en la entrada del parásito a
la célula (Fenton y col. 1991).

Ouaisssi y Caprón (1989), sugirieron que la fibronectina (Fn) ac
tuaría comopuente para facilitar la unión y entrada del parásito
a la célula húesped. Todos los estadios de I;gzgzi_son capaces de
unir En y su presencia, en ensayos in vitro aumenta la unión del
parásito a las células blanco pero sólo los estadios virulentos
logran entrar en células no fagocíticas, evidenciando que en la
entrada interactuarían otros factores.

Durante más de dos décadas se ha postulado que en la interacción
entre ILQLuzi_ysu célula huésped están involucradas reacciones
especificas de transglicosilación (Roseman1970), sin embargo no
se habia podido identificar el sustrato dador de ácido siálico ni
cuál era el mecanismoextracelular involucrado.

En 1987 Adrews y col., definieron inmunológicamente el epitope
denominadoSsp3, especifico de tripomastigotes, que estaria invo
lucrado en 1a unión del parásito a la célula blanco.

Recientemente Schenckman(1991), identificaron una transialidasa
de superficie en tripomastigotes de lfigruaj, capaz de transferir
ácido síalico exógeno al epitope Ssp3. Esta enzima especifica de
estadio, se encuentra en la superficie del parásito. El grupo
postula que la actividad transialidasa de esta enzima provee a
Ssp3 el grupo necesario para el reconocimiento de la célula blan
CO.

Además, en 1991 se describió una heparin-binding protein (llamada
perforina) como la responsable de la unión y penetración de 1;_
czuzi.a células de mamíferos (Ortega-Barria y col. 1991).
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Supervivencia intracelular:

Dentro de la célula huésped, thcuai está contenido en vacuolas
acídicas (Ulisses y col. 1989). Luego de 1 ó 2 horas los parási
tos alterarían la membranavacuolar quedando libres en el cito
plasma para su replicación (Ley y col. 1990). Este evento está
asociado con la liberación de una proteina funcional al bajo pH
registrado en los fagolisosomas y capaz de formar poros en la
membranavacuolar. Esta proteína (TC-TOX)está inmunológicamente
relacionada con el factor 09 del complemento humano (Andrews y
col. 1990). '

La reactividad inmunológicamente cruzada entre el factor C9 y TC
TOX,sugiere que las proteinas comparten determinantes antigéni
cos. Es cada vez más evidente que las proteínas capaces de formar
poros en las membranas de células eucariontes tienen dominios
conservados (Lichtenheld y col. 1989; Stanley y col. 1987). Estos
resultados refuerzan la hipótesis de la actividad formadora de
canales de TC-TOX.

C)

Leishmania:

Macrófagos de ratones infectados con L+dgnggaai_presentan una se
vera disminución de antígenos de Histocompatibilidad clase II, y
de expresión y secreción de interleuquina 1 (ILl). Ademáslos ma
crófagos infectados por L¿_dgnggani_nose activan por interferón
X, IFN-X (Reiner y col 1988).

Estos datos se correlacionan con la falta de respuesta celular de
LT observada en pacientes con Kala-azar (Murray y col. 1984)
(Saks 1987).
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Recientemente se ha demostrado que pacientes infectados con Lh_
dangxani_tienen una severa inmunosupresión debida a la presencia
de receptores para IL2 en el suero, presumiblemente de.origen pa
rasitario. Todo esto parece indicar que las células CD4+son re
queridas para montar una respuesta inmunológica efectiva contra
la leishmaniasis visceral (Barral-Netto y col. 1991).

Estos resultados sugieren que Lidgaggan1_es capaz de evadir la
respuesta inmunológica del hospedador desarticulando su activa
ción.

Para la leishmaniasis cutánea americana (LCA) originada por
Leishmanias del complejo L¿_mexigana_yLl_bzazilignsia_(Lainson y
col. 1978; Mifes y col. 1981), se conoce la respuesta inmunológi
ca en cada caso pero no se sabe cuáles son los mecanismos parasi
tarios que determinan este comportamiento. Sólo para la forma LCD
se sabe que el número de receptores de interleuquina 2 (IL2) en
la superficie de los linfocitos de un paciente infectado es un
orden menor a los valores normales (Oppenheim y col. 1983; Castes
y col. 1988). Este desequilibrio en el sistema inmunológico de
los pacientes seria el motivo por el cual no pueden controlar su
infección (Murray y col. 1984). Sin embargo se desconoce el meca
nismo por el cual se produce esta disminución en el número de re
ceptores.

En la enfermedad de Chagas el tripanosoma produce un factor para
sitario inmunosupresivo (TIF) que bloquea efectivamente los re
ceptores de IL-2 (Kierszenbaum y col 1990).
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1.11) RESPUESTA INHUNE DEL HOSPEDADOR FRENTE AL PARASITO:

Reacción temprana:

Unareacción temprana del huésped infectado por parásitos proto
zoarios, es la secreción y producción de potentes citoquinas que
incluyen el factor de necrosis de tumores (TNF), IL1 e IL6. La
acción combinadade estas citokinas causan fiebre, leucocitosis y
la producción de proteínas especificas de la fase.aguda (APP) o
proteinas C-reactivas del complemento (CRP). Esta respuesta tem
prana contribuye a sobrellevar la infección influenciando su cur
so y regulando la respuesta inmunológica específica hacia el pa
rásito. Simultáneamente sucede la activación de células T, B y
macrófagos. Paradójicamente aunque estas citoquinas protegen al
huésped infectado, su sobreproducción es capaz de inducir efectos
patogénicos y en algunos casos causar la muerte del hospedador
(Titus 1991).

1.11.1) FASE AGUDAEN LA INFECCION POR Zfinruñi:

Durante la fase aguda de la infección se encuentran parásitos en
varios tejidos del huésped (Zingales y col. 1985).

A pesar de observarse una masiva proliferación de células T y B,
este estadío está caracterizado en ratones por una severa inmuno
supresión (Minoprio y col. 1986) junto con la ausencia, durante
las dos primeras semanas de infección, de cantidades detectables
de IL-2 (Harel-Bellan y col. 1983) e IFNX(Plata y col. 1987) de
modoque los bajos niveles de ambas linfoquinas podrían ser las
responsables al menosen parte de la baja actividad inmunológica.
La eliminación de los parásitos por anticuerpos específicos que
inducen su lisis y la activación de los macrófagos también podría
estar disminuida (Minoprio 1991).
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Coinciden con esta observación los trabajos reportados por
Kierzbaum y col. 1989, que demuestran que ILQLuzi_disminuye el
númerode receptores de alta afinidad para IL-2 por supresión de
la expresión de las proteínas p55 y p70, ambas componentes del
receptor de IL-2.

En el modelo experimental murino, se activan todos los tipos de
linfocitos (CD4aB, CDSaB, CDBXO,DNTXo, y células CD5 B); su nú
meroy rectividad no serían compatibles con una respuesta especí
fica contra el parásito (Minoprio y col. 1989). Se observa una
expansión clonal de células B que segregan anticuerpos con isoti
pos específicos (IgGl e IgG2)(Minoprio 1989). Estas inmunoglobu
linas no reconocen antígenos parasitarios, aunque son capaces de
reaccionar con componentes propios (Minoprio y col. 1988; Spine
lla y col. 1990). Sin embargo se ha reportado la presencia de an
ticuerpos específicos contra el parásito en la fase aguda de la
infección humana (Frasch y col 1989).

En 1987 Ibañez y col. identificaron un antígeno liberado durante
la fase aguda de la enfermedad de Chagas; el antígeno denominado
SAPAes detectable durante un período corto de la infección, y es
reconocido por un 93%de los sueros de pacientes en fase aguda
(Affranchino y col. 1989). 0 sea, durante la fase aguda hay pro
teínas parasitarias capaces de inducir la producción de anticuer
pos; se ha planteado la posibilided de que estas proteínas sean
utilizadas por el parásito para evadir la acción del sistema in
munológico (Frasch 1989).

La participación de los linfocitos T (LT) en la inmunidad a IL
gzgzi_ha sido estudiada en el modelo experimental ratón. Su im
portancia ha quedado demostrada por la susceptibilidad de los ra
tones nude y ratones depletados de células T a la infección con
1L_LuluuL(Tarleton 1990).
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El rol de las células T CD4+ es particularmente evidente en el
control de los parásitos circulantes; ya que mayoresparasitemias
han sido observadas en ratones depletados de esta población. Esto
podría ser explicado en términos de la función helper de los lin
focitos efectores que media el clearance de los parásitos. La de
pleción de los lifocitos CD4in Vivoeliminaria la respuesta de
linfocitos B y T CD8+inducidos por ILQLuai. (Minoprio y col.
1987). Sin embargo los animales depletados de células CD4, si
bien tienen mayor número de parásitos tienen menór daño de los
tejidos por procesos inflamatorios. El mismogrupo plantea como
hipótesis que el efecto patogénico de la subpoblación CD4+,espe
cíficamente la Th2 (Mosman y col. 1989; Fiorentino y col. 1989)
contenga clones autoreactivos expandidos durante la activación
policlonal descripta en las primeras etapas de la infección,
siendo éstos los responsables de los daños tisulares observados
(Minoprio y col. 1989).

La respuesta inmunológica protectiva contra 1;_Qzu21_ claramente
requiere de la acción combinada de todo el sistema inmunológico,
incluyendo los tipos celulares CD4+y CD8+,células productoras
de anticuerpos y actividad NK(Tarleton 1990) donde la alteración
de cualquiera de estos componentesvolveria a los ratones incapa
ces de controlar la fase aguda de la infección.

La respuesta inmunológica en el modelo experimental murino se
puede esquematizar como se muestra en la Fig. 1 (Tarleton 1991).

1.11.2) FASE CRONICA:

La activación policlonal del sistema inmunitario persiste en la
fase crónica de la enfermedad de Chagas (D'Imperio Lima y col.
1986), sin embargoesta etapa está caracterizada por una respues
ta humoral efectiva y especifica (Tarleton 1991).
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Figura 1:
Relación entre la actividad de células T, Producción de anticuer
pos, parasitemia y patogénesis en la infección murina con 2; ecu
ai_(Tarleton 1991). Las barras representan los niveles de parasi
temia. (*): respuesta humora1.(.): células T en la patogénia.
(+): células T en la inmunidad. Se trata de esqumatizar la res
puesta inmunólogica desglosando la influencia de cada una de las
población en el modelo experimental.
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A pesar de que la respuesta inmunológica por anticuerpos es suma
mente efectiva en el control de la parasitemia, tanto en infec
ciones humanas como en modelos animales, esta respuesta no produ
ce una inmunidadesterilizante.

Hasta 1982 el único dato seguro sobre inmunoprotección era que la
resistencia a reinfecciones solo podía estar desencadenada por
una infección inicial activa (Krettli y Brener 1982). Inmuniza
ciones con fracciones subcelulares, parásitos fijados o aún con
antígenos parcialmente purificados (Segura y col. 1977) sólo pro
ducían inmunidadparcial.

1.11.3) ESTUDIO DE LA RESPUESTA HUMORALEN CHAGAS:

La infección activa con 1L_gzuzi_origina dos clases de anticuer
pos con actividades funcionales diferentes (Krettli y Brener
1982). En primer lugar están aquellos anticuerpos capaces de pro
teger al hospedador, son anticuerpos que se unen a parásitos vi
vos y los lisan en conjunción con el sistema de complemento
(LMC),son los anticuerpos liticos.

La segunda clase son los anticuerpos involucrados en la serología
convencional y utilizados para tests diagnóstico de la enfermedad
de Chagas. Estos anticuerpos no son protectivos ni capaces de
unirse a parásitos vivos, determinado por CMLo inmunofluorescen
cia sobre tripomastigotes vivos (VIF), son los anticuerpos sero
lógicos (Trischmann 1983; Krettli y col 1982; Hammer y col.
1981).

A pesar de que tanto los anticuerpos liticos comolos serológicos
pueden estar presentes en pacientes chagásicos crónicos y ratones
experimentalmente infectados. la inmunización de animales con pa
rásitos fijados sólo origina anticuerpos serológicos (Krettli y
Brener 1982). Esta observación sugiere que el o los antígenos in
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volucrados en la génesis de los anticuerpos liticos podrían ser
secretados activamente por el parásito o destruidos durante la
fijación.

En varios casos, pacientes bajo tratamiento quimioterapéutico,
recuperan un xenodiagnóstico negativo pero mantienen serología
claramente positiva. La actividad de los anticuerpos líticos de
clina más rápidamente que la de anticuerpos responsables de la
serología convencional detectados sobre parásitos fijados o aglu
tinación de látex (Krettli y col 1982; Brener y col. 1990).

Tambiénratones parasitológicamente curados por quimioterapia,
permanecen serológicamente positivos. En estos casos se demostró
la existencia da antígenos parasitarios sobre células dendríticas
(Andrade y col. 1990). Este mecanismo de "memoria inmunológica"
podria ser la explicación de la serología positiva en los pacien
tes tratados (Andrade 1991).

Estudios de las cinéticas de desaparición de los anticuerpos lí
ticos en pacientes bajo tratamiento quimioterapéutico y modelo
experimental murino, demostraron que la actividad de LMC estaba
asociada con la presencia de anticuerpos específicos contra anti
genos de peso molecular entre 100 y 160 kD (Martins y col 1935).

Es conocido para muchos parásitos intracelulares que la
resistencia a la lisis mediada por complemento está regulada
según el estadío de desarrollo del parásito (Franke y 001.1985;
Budzco y col. 1975; Nogueira y col. 1975). Los tripomastigotes
sanguíneos de 1;_gzuai. son resistentes a la lisis mediada por
complemento en ausencia de anticuerpos específicos de dicho
estadío (Krettli y Brener 1982), esto significaría que la lisis
ocurre por la vía clásica del C (Reid 1986). Sin embargo se
demostró que los anticuerpos líticos destruyen el parásito
principalmente a través de la vía alternativa del C (Kipnis y
col. 1985). Esta combinación, si bien se ha visto para otros
microorganismos (Cooper y col. 1986; Kotwal y col. 1988) sugiere
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un mecanismoparticular de resistencia al complemento, ya que la
lisis por vía alternativa no requiere la presencia de anticuerpos
específicos (Pangburn y col. 1984).

1.11.4) DEFENSA INMUNOLOGICA DEL HOSPEDADOR FRENTE A LA INFECCIONPORWWE:

C . E . . : l . l, r

Para analizar la respuesta inmunedel huésped contra las leishma
nias es importante considerar la especie causante de la infec
ción, ya que si bien la respuesta celular es importante en todas,
el grado de participación y efectos depende claramente de la es
pecie.

En adelante nos referiremos sólo a las formas tegumentarias de
las leishmaniasis. En estas formas de las leishmaniasis humanas,
la respuesta inmunecelular es la responsable del control y reso
lución de la infección (Howrd 1986). Los pacientes con enfermedad
mucosao cutánea localizada tienen, generalmente, una fuerte res
puesta celular, contra antígenos homólogoso heterólogos, lo cual
se deduce de los resultados de los ensayos de hipersensibilidad
retardada o proliferación de linfocitos T para antígenos especí
ficos del parásito (Carvalho y col. 1985; Castes y col. 1984) en
contraste con los pacientes con formas viscerales que presentan
poca evidencia de respuesta celular contra antígenos parasitarios
hasta que la cura no es completa (Carvalho y col. 1981).

Si bien hay pocos datos experimentales en humanos se puede infe
rir que la recuperación de la infección con Leisbman1a_por una
respuesta celular específica para el parásito, da como resultado
resistencia a reinfecciones (Naggan y col. 1972). En 1989 Melby y
col. fueron los primeros en identificar antígenos parasitarios
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capaces de estimular linfocitos T humanosextraídos de pacientes
curados espontáneamente que habian sido infectados por L. bagaj
Z. .

Tambiénse determinó, in vitro, que linfocitos productores de
IFNXson capaces de activar macrófagos y matar parásitos intrace
lulares Leishmania_52_(Nacyy col. 1981), en particular para pa
cientes con leishmaniasis cutánea y mucosa (Carvalho y col. 1985;
Passwell y col 1987). La activación de los macrófagos es también
un mecanismode defensa importante contra las formas intracelula
res .

Ademásse ha reportado en Leishmania_la participación de citoqui
nas de macrófagos que actuarian sobre la inflamación y que inhi
birían su migración del foco inflamatorio ( Richard y col 1991).

De estos resultados se deduce que aquellos antígenos capaces de
estimular linfocitos T productores de IFNXpodrian contribuir, al
menosen parte al control y resolución de la infección con Leigh:
mania_en humanos y podrían estar involucrados en la protección
contra reinfecciones, aunque una exacerbada producción de IFNX
podria tener efectos patogénicos (ver más adelante, patogénesis).

En definitiva casi todas las formas de leishmaniasis tegumenta
rias tienden a curarse espontáneamente; y en el caso particular
de Libibzaailifinfiis_la pregunta es por qué si la respuesta inmu
nológica es tan marcada la cura es tan lenta con o sin la quimio
terapia.
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1.12) POSIBLES ORIGENES DE LA PATOGENIA EN AMBAS INFECCIONES:

PATOGENESIS EN CHAGAS:

Los hallazgos anatomopatológicos de la etapa aguda y crónica de
la enfermedad de Chagas sugieren que la respuesta inmune del
huésped estaría involucrada en la patología de 1a enfermedad. El
bajísimo númerode parásitos y el tipo de células encontradas en
los infiltrados de las lesiones crónicas han llevado a postular
que éstas serían en parte producidas por una respuesta inmunoló
gica autoagresiva mediada por células o anticuerpos (Rosenbaum
1964; Schumuñis, 1987).

Paulatinamente se fueron identificando antígenos capaces de ori
ginar anticuerpos autorreactivos (Sadigursky y col. 1982;
Schmuñis 1987; Petry y col. 1989) y linfocitos T helper capaces
de proliferar en presencia de tejidos del huésped, en el modelo
experimental ratón (Said y col. 1985; Hontebeyrie-Joskowicz y
col. 1987).

Se demostró que la inyección de LT procedentes de ratones cróni
camente infectados, en el nervio ciático, causaban en los ratones
receptores la mismasintomatología observada en los ratones do
nantes de las células (Petry y col. 1989).

Estas experiencias sugieren una base autoinmune dependiente de
células THpara la neuropatología observada en los ratones cróni
COS .

Conel fin de encontrar los antígenos capaces de estimular este
tipo de linfocitos, el mismogrupo estableció líneas celulares de
THlibres de parásitos. Los resultados indicaron que las mismas
poblaciones de LTHcapaces de transferir la neuropatología a ra
tones sanos, eran capaces de reaccionar con antígenos comunes en
tre el parásito y el tejido nervioso del hospedador (Hontebeyrie
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Joskowicz y col. 1987). Reforzando la hipótesis de un mecanismo
autoinmuneen la patogénesis, pero sin identificar el o los antí
genos responsables.

La existencia de anticuerpos autorreactivos también fue conside
rada comotema de estudio para entender el origen de la patología
chagásica. Los autoanticuerpos EVI, capaces de reaccionar con el
tejido endotelial de los intersticios vasculares (Schumuñis
1987b) fueron muydiscutidos. Este tipo de anticuerpos estaba
presente en el 90%de los pacientes con Chagas crónico (Szarfman
y col. 1982), sin embargo en pacientes con malaria y leishmania
sis también se encontraron anticuerpos capaces de reaccionar
contra estos antígenos (Towbin y col. 1987). La poca
especificidad de estos anticuerpos los convertía en pobres
candidatos a causar la patología chagásica.

Tambiénse encontraron anticuerpos capaces de reaccionar con cé
lulas de Shwann y l;gzu¿1_ (Khoury y col. 1979). Santos Buch y
col. 1985 asociaron la presencia de anticuerpos contra una pro
teína de 25 kda, presente en epimastigotes de 1;_gzuzi_con la ac
tividad anti-sarcolema de los anticuerpos. El mismotipo de anti
cuerpos y otros similares se encontraron en pacientes con enfer
medadesmusculares degenerativas, sugiriendo que la presencia de
estos anticuerpos podría causar la destrucción de los tejidos de
mamíferos infectados por l;gzuai_(ver Petry y col. 1989).

Se buscaron autoanticuerpos en modelos experimentales induciendo
la producción de anticuerpos con especies relacionadas a 2; ngzi
para las cuales los ratones eran resistentes. De este modose ob
tuvieron lO anticuerpos monoclonales, de los cuales 5 eran capa
ces de reaccionar en forma cruzada con 2; cruel y células cere
brales de ratones sanos, en cultivo (Petry y col. 1987).

En 1989, Van Vooris y col., identificaron un antígeno de superfi
cie de Ih_Qzuzi_que comparte determinantes antigénicos con tejido
del sistema nervioso de mamíferos.
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A pesar de no haberse identificado aún los blancos de la activi
dad autorreactiva de estos anticuerpos, llama la atención el alto
porcentaje de anticuerpos autorreactivos en Chagas. Quizás algu
nos de ellos sean responsables, en parte, de la patología autoin
mune observada en la enfermedad de Chagas.

En 1989 Levin y col. caracterizaron un antígeno parasitario
(JL5), la reactividad contra el epitope R13de JL5 fue correla
cionada con compromisocardíaco severo de la enfermedad. El anti
geno JLS comprende la región carboxiterminal de una proteína ri
bosomal P de 1;_gzuzi_(Levin y col. 1990). En base a la homologia
de secuencia observada con las proteínas ribosomales P humanas,
se estudió la posibilidad de que poseyeran epítopes compartidos.

Se demostró que anticuerpos anti-JL5 reconocían la proteína ribo
somal P1 y P2 humanas (Levitus y col. 1991). La identificación de
los isotipos de las inmunoglobulinas capaces de reconocer R-13
demostró que coincidían con la distribución de isotipos de la
respuesta anti-1L_¿uuuLL

Este trabajo constituye la primer evidencia molecular sobre el
origen de un autoanticuerpo en la enfermedad de Chagas aunque
queda por demostrar si intervienen en la patogénesis.

PATOGENESIS EN LETSHMANIA:

Pacientes con leishmaniasis mucocutáneas (LMC)tienen hipersen
sibilidad a los antígenos de Leishmania_(Castes y col. 1984) po
siblemente por una respuesta inmunológica exacerbada debido al
tiempo durante el cual el paciente ha estado expuesto al parásito
(Carvalho y col. 1985).

Sin embargo estos pacientes son incapaces de eliminar completa
mente al parásito y carecen de una adecuada regulación del siste
ma inmunológico (Castes y col. 1984; Castes y col. 1987). La gran
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reactividad de células T frente a antígenos de Lfiifibflfiflifi; po
drian desencadenar una expansión clonal de estos linfocitos que a
su vez inducen una gran producción de IFN 3. Se cree que el in
terferón no sólo participaría en la estimulación de los macrófa
gos, sino también en la patogénesis de la enfermedad (Castes y
col 1988).

Pacientes con leishmaniasis cutánea localizada (LCL), controlan
su infección sin sufrir un progresivo daño tisular y no presentan
hipersensibilidad a antígenos de Leisbmaniag in vitro (Castes y
col. 1983). La producción de IFN 3 es menor que en los pacientes
con LMC,la proporción de linfocitos CD4+/CD8+es igual que la de
pacientes normales. Estos datos sugieren una respuesta inmunoló
gica adecuada, con actividad estimulatoria y supresora bien ba
lanceada (Castes y col. 1988). Los pacientes tienen una respuesta
inmunológica efectiva. El mismogrupo correlacionó el equilibrio
del sistema inmunológico con la conspicua distribución de las
lesiones.

Estos resultados suguieren que los daños en las leishmaniasis cu
tánea Americana (LCA) se deben principalmente al desequilibrio
del sistema inmunológico causado por el parásito y no a un proce
so autoinmune (Convit y col. 1972). Coincidentemente se ha demos
trado, en humanosy modelos experimentales, que la irradiación
con dosis de luz ultravioleta (UVB), que disminuyen la activa
ción del sistema inmunológico del hospedador, mejoran las lesio
nes de la piel (Giannini 1992).

1.13) EL SISTEMA INHUNOLOGICO FRENTE A PROTEINAS CONSERVADAS:

En términos generales se acepta que un sistema inmunológico sano
es tolerante a las moléculas que residen dentro de sí. El meca
nismo por el cual se establece la tolerancia permanece aún en
franca discusión. La demostración de la deleción de ciertas célu

_ 30 _



Introducción

las T durante su maduración en el timo (Von Boehmer 1990) provee
un apoyo experimental para la hipótesis de que la tolerancia ha
cia los propios antígenos es por deleción de los clones auto
reactivos (Burnet 1959). Sin embargo se han encontrado individuos
sanos con linfocitos capaces de reconocer antígenos propios. En
estos casos la mayoría de los investigadores coinciden que los
antígenos tienen poca capacidad inmunogénica. Sin embargo es sor
prendente que en una gran variedad de infecciones bacterianas y
parasitarias, entre los antígenos más reconocidos se encuentren
aquéllos que pertenecen a familias de proteínas muyconservadas.

Entre éstos se encuentran las proteínas ribosomales P en Lupus
(Elkon y col. 1986) y Chagas (Levitus 1991); la aldolasa en
Malaria (Certa y col. 1988); la superóxido dismutasa dependiente
de magnesio en Lepra (Thangaraj 1989 NAR 17: 3878). Además en
casi todas las parasitosis conocidas se ha reportado la presencia
de anticuerpos anti-proteínas de choque térmico (para review ver
Cohen y col. 1991).

Estos antígenos parasitarios tienen entre un 40 y 70%de homolo
gía con moléculas correspondientes de los huéspedes (Jindal y
col. 1988). No sólo son poderosos inmunógenos sino que, en algu
nos casos, se ha demostrado su capacidad de originar anticuerpos
reactivos con antígenos propios.

Estos autoanticuerpos también fueron asociados a patologías auto
inmunes: anticuerpos anti-hsp 65 en artritis reumatoidea en rato
nes (van Eden y col. 1988) y humanos (Res y col. 1988); diabetes
en ratones no obesos (Elias y col. 1990); anticuerpos anti pro
teínas P se han correlacionado con psicosis en lupus (Bonfa y
col. 1987); y en Chagas con daños cardíacos (Levin y col. 1990).

Entre las proteínas conservadas y muyantigénicas se encuentran
los antígenos que pertenecen a la familia de proteínas inducibles
por calor, hsp (Cohen y col. 1991).
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Las proteínas de shock térmico fueron primero identificadas por
el aumento de su síntesis en respueta a temperaturas elevadas
(Lindquist 1986). En la actualidad se sabe que son inducibles por
casi cualquier forma de stress celular en todos los tipos celu
lares (Young1989). En esta familia de proteinas las bacterias y
eucariontes comparten más de un 50%de identidad de secuencia
(Jindal y col 1989). 0 sea cada hsp de parásito o bacteria pre
senta epítopes que podrian ser considerados comopropios por el
sistema inmunológico del huésped.

Asi como la respuesta humoral originada por los miembros de la
familia hsp está asociada a las infecciones mencionadas, también
se ha descripto la presencia de niveles elevados de anticuerpos
anti-hsp en patologías autoinmunes como ser AR (van Eden y col
1988) y LSE (Minota y col. 1988).

1.14)INFECCIONMIXTAPOR
En Bolivia, ambasparasitosis constituyen un serio problema sani
tario. Cambiossocioeconómicos han promovido el traslado de tra
bajadores y sus familias, desde zonas forestales, endémicas para
leishmaniasis mucocutánea a zonas rurales, endémicas para Chagas.
Estos movimientos poblacionales tienen comoconsecuencia para los
pobladores, el riesgo de una doble infección por I. gruaj y L.b.
l ?.l. .
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1.15) OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO:

1) Identificar antígenos parasitarios contra los que se produ
cen anticuerpos con capacidad lítica.

2) Caracterizar el perfil inmunológicode pacientes infectadospor y
3) Caracterización genética e inmunológica de el o los antíge

nos blancos de las respuestas humorales, en Chagas, Leishma
niasis mucocutánea y en la doble infección por 2; pcuñi y L
l E 7.Z. .
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Materiales y Métodos2.1)WWW
BPB: 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilene cyanol, 30%glicerol.

LB: 1%bacto-triptona (Difco, Detroit, MI, USA), 0,5% extracto de
levadura (Difco, Detroit, MI, USA), 1%NaCl, pH: 7,0
LB-amp: LB + 100 pg/ml ampicilina
LB-agar: LB + 1,5% bactoagar (Difco, Detroit, MI, USA)
LB-"top" agarosa: LB + 0,7% agarosa

M9-agar: (medio mínimo); 1,3% NazHPO4, 0,3% KH2P04, 0,05% NaCl,
0,1% NH4C1, 4%glucosa, suplementado con tiamina.

2-TY: 1,6% bacto-triptona, 1%extracto de levadura, 0,5% NaCl,
pH: 7,0.

PBS: 10 mMfosfato de sodio pH: 7,4, 150 mMNaCl
PBS-G: PBS + 1% gelatina
PES-TW: PBS + 0,05% Tween 20

PMSF (solución madre): 100 mMPMSF (Sigma, St. Louis, MO, USA) en
etanol absoluto

SM: 50 mMTris-HCl pH: 7,5, 100 mMNaCl, 8 mMMgSO4, 0,02% gela
tina

SSC 20X: 17,5% NaCl, 8,8% citrato de sodio.

TBS: 50 mMTris-HCl pH: 7,4, 150 mMNaCl
TBS-TW: TBS + 0,05% Tween 20

TBE 10X: 10,2% Tris (SIGMA), 5,5% ácido bórico, 20 ml EDTA (pH:
8,0) por litro.

TE: 10 mMTris.Cl (pH: 7,6), 1 mMEDTA (pH: 8.0).
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Mezcla antiproteolítica: 0,5 mg/ml quimostatina (Sigma, St.
Louis, M0, USA), 0,5 mg/ml antipaina (Sigma, St. Louis, MO, USA),
0,5 mg/ml aprotonina (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Proteina Bovina hsp-70 comrercial 2ug/pl Stress Gene TM.

BACTERIAS Y FAGOS.

2.2)W
2.2.1) Qenasbacjenianasr

Y1090: E,ngli, lacU169, proA+, lon, araD139, strA, supF, (trp
022::Tn 10), (pMCQ). pMC9=pBR322, lacIQ.

Y1089: E.QQ1i, lacU169, proA+, lon, araD139, strA, hflAlSO,
(chr::Tn10), (pMC9).

JH101: E;gg114 supE, thi, (lac-proAB), F'[traD36 proAB+ lach
lacZMlS].

WWMMWMMM
W'rP designado:

thll:

supF y supE: genes que codifican para un ARNde transferencia su
presor de mutaciones ámbar (suprime la mutación SamlOOde thll).

hflA: (high frecuency lisogenization) La ausencia del producto
del gen hflA aumenta la estabilidad de la proteina cII del fago.
Esta activa la transcripción del represor CI, responsable del es
tablecimiento de la lisogenia.
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lacIQ: mutación del gen lacI que provoca un aumento en la produc
ción del represor del operón lac.

lon: gen que codifica para una proteasa ATP-dependiente, respon
sable de la degradación de proteinas foráneas o anormales en E.
coli.

JMlOl:

thi: mutación en el metabolismo de tiamina, la bacteria requiere
tiamina para su crecimiento en medio mínimo.

(lao-proAB): deleción en el cromosomabacteriano que abarca par
cialmente los genes B-D-galactosidasa y genes para el metabolismo
de prolina. La bacteria requiere prolina para su crecimiento en
medio mínimo.

traD36: (Transfer factor mutation) previene la transferencia del
episoma F'.

proAB+: Permite el crecimiento bacteriano de cepas proAB en medi
mínimo sin el agregado de prolina. El crecimiento en medio mínimo
sin prolina indica que la bacteria es portadora del episoma.

lacZMlS: deleción parcial del gen de la B-D-galactosidasa. Com
plementa la mutación que lleva el cromosomabacteriano recuperan
do la actividad B-gal. Permite la selección de colonias blancas/
azules cuando se utiliza X-gal en el medio de cultivo.

pMCQ:asegura la presencia del gen lacIQ a través de la selección
en medios con ampicilina.

Manwe' 'Pt delascenas:

Las cepas Y1090 e Y1089, se mantuvieron en placas de LB-agar-amp
por cortos periodos (15 días) a 4°C.
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La cepa JMlOl se mantuvo a 4°C en M9-agar y se repicó a placas de
LB-agar para la obtención de colonias frescas a partir de las
cuales se prepararon las células competentes para las transforma
ciones (ver 2.28.3).

Las cepas se mantuvieron por varios meses en cultivos líquidos
con 50% de glicerol a —70°C.

2.2.2) Rama!

thll: lacó, shndIIIXZ-B,erX30, cIt5857, erX40, nin5, erXSO,
SamlOO.

SamlOO:mutación ámbar involucrada en la lisis de la membrana
bacteriana. Produce la acumulación de partículas fágicas dentro
de huéspedes no supresores (sin supF).

cIt5857: mutación termosensible que produce la inactivación del
represor cI a 42°C, originando la inducción del ciclo lítico.

Eaggsrecgmhinantes:

Los fagos recombinantes JL5, JL7, JLS y JL9 (JL52) utilizados du
rante este trabajo fueron aislados a partir de una biblioteca de
ADNcomplementario de T.cru31 (cepa Tulahuen 2, estadio epimasti
gote) en lgtll (Levin y 001., 1989).

La proteína recombinante expresada por el fago JL7, permite diag
nosticar serologicamente la infección crónica con 23p2g3i,
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2.2.3)Amnlifigaciénzmant_enimisnm1elgsfiaggs¿

Para obtener una suspensión de fagos de aproximadamente 101° uni
dades formadoras de placa (ufp/ml), se infectaron 200 pl de bac
terias E, coli Y1090preparadas comose detalla más adelante
(2.12) con 104 ufp. Luego de 15 min a 37°C se mezclaron con 3 m1
de top-agarosa (previamente fundida y mantenida a 50°C) y se sem
braron en una placa de Petri (96 mm)de LB-agar-amp. Esta se co
locó a 42°C. Al cabo de 4 h se observó el crecimiento a confluen
cia de los fagos. Se agregaron 5 ml de SMpor placa y se incubó
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se pasó la suspen
sión de fagos a un tubo resistente al cloroformo. Los fagos rema
nentes se colectaron en 1 ml más de SMy se mezclaron con 1a pre
paración anterior. Se agregó cloroformo (3%final) y se dejó agi
tando suavemente durante 15 min a temperatura ambiente. Las bac
terias no infectadas y los restos celulares se separaron por cen
trifugación a 3000g x 10 min a 4°C. Se colectó el sobrenadante,
se agregó cloroformo (0,3% final) y se mantuvo a 4°C.

De este modoel titulo viral permanece estable por periodos de 2
a 6 meses. Para conservar los titulos de fagos por períodos mayo
res (ej: conservación de bibliotecas) se agregó dimetil sulfóxido
(DMSO)a la suspención viral hasta una concentración final de 7%
V/V. Se homogeneizó y guardó a —70°C De este modo las biblio
tecas amplificadas conservaron altos títulos por varios años.
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SUEROS Y ANTICUERPO MONOCLONAL

ZMW
2.3.1) Enanosde pacientes chasisicgs:

Todos los sueros de pacientes chagásicos utilizados en el presen
te trabajo fueron diagnósticados comotales por los ensayos de
fijación de complemento, hemoaglutinación pasiva e inmunofluores
cencia indirecta. Un suero se consideró chagásico cuando fue po
sitivo por lo menos para dos de dichos ensayos.

Sueros de pacientes brasileros:

Los sueros fueron cedidos por la Dra. Krettli, A. Belho Horizon
te, Brasil.

Los pacientes chagásicos fueron tratados con drogas tripanomici
das, siguiendose la evolución de la parasitemia por los ensayos
serológicos que se detallan en la Tabla 1.

Sueros de pacientes argentinos:

Los sueros de pacientes argentinos fueron extraídos de jóvenes
del distrito militar Córdobaal inicio de su conscripción. Estos
fueron cedidos por el Dr. Lagens, La Plata.

Los pacientes con cardiopatía chagásica fueron evaluados clinica
mente en el Servicio de Cardiología del Hospital RamosMejía.(Ver
Tabla 2)
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La sangre se colectó en tubos plásticos (Falcon 50 ml). Luego de
varias horas a temperatura ambiente (formación del coágulo) se
centrifugó a 1.500g x 10 min. Los sueros se fraccionaron en tubos
eppendorf y se guardaron a -20°C.2.3.2)
Los sueros de pacientes con lelbzaailifiañiaá forma mucocutánea
(LMC)y leishmaniasis cutánea localizada (LCL), forma UTA, fueron
provistos por el Instituto de Medicina Tropical Alexander von
Humboldt, Lima, Perú.2.3.3)

l 9.1. .1:

Los sueros fueron obtenidos de pacientes crónicamente infectados
por Zl_gzuzi_y Lublbzaailienfiifig mostrando lesiones metastásicas
de la mucosa nasofaringea, ensayo dérmico positivo e inmunofluo
rescencia positiva para Leishmnia. La existencia de la infección
por Z. cruñj fue ensayada serológicamente por fijación de comple
mento, hemaglutinación pasiva, inmunofluorescencia y ELISA. La
evaluación clínica y electrocardiológica de los pacientes mostra
ron claros signos de una severa cardiopatía chagásica crónica.
Estos pacientes fueron clínicamente caracterizados por profesio
nales del Instituto Boliviano de Biología de Altura (IBBA) La
Paz, Bolivia.

Los nombres de estos sueros son: PM, FR, LCH, CB, y SR.
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Tabla 1: Detalle de los pacientes chagásicos brasileros en trata
miento tripanomicida. Resultados de los ensayos serológicos.

Paciente Extracción LMC SC
de sangre.

MPS 22/12/82 + +
06/08/86 - +

ISS 07/08/83 + +
04/12/84 - +
04/12/85 - —
17/09/86 - —

FSJ 05/11/79 + +
04/12/79 + +
28/12/82 — +
27/05/86 - _

FGS 11/10/84 + +

EHO 05/08/86 + +

La primer fecha de extracción corresponde al momentode inicia
ción de la quimioterapia. CML:ensayo de lisis de tripomastigotes
vivos lisados por complemento. SC: ensayo de serología clásica
por ELISAcon extractos totales de proteinas parasitarias.
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Tabla 2: Detalle de los pacientes argentinos y resultados de los
ensayos serológicos.

Paciente fecha de MG % ACLit(a)
extracción

GJ 10/03/88 + 40

AG 22/12/87 + 51

RM 10/08/87 + 39

TM 08/01/88 + 10

GL ? + 19

SJ ? - . 16

MG:ensayo de Machado Guerreiro. (a): Porcentaje de anticuerpos
líticos, determinado por el cociente entre el númerode parásitos
viables luego de la incubación con el suero del paciente (inacti
vado) con complemento exógeno, y número de parásitos viables lue
go de incubados con suero normal inactivado más complemento exó
geno. Para los rastreos inmunológicos se consideró comosuero con
actividad litica a aquél cuyo cociente fuera mayorque 30.
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2.3\4.) uma enema Humanos;

El estudio de la reactividad del recombinante RAIcon sueros de
pacientes con diversas afecciones se ensaüó durante el transcurso
del taller Iberoamericano (Septiembre 1990).

El estudio y caracteristicas clíncas de los pacientes se descri
ben en el trabajo publicado por Levin y col. 1991.

2.3.5) ¿magma¿le names;

Luegode alcanzar el nivel de parasitemia más alto, se recolectó
1a sangre de los ratones por punción del plexo-retroorbital

2.3.6)Mmmm:
El anticuerpo monoclonal utilizado en los ensayos fue cedido por
el Dr. Philippe Dubois, Institu Pasteur, París, France. El mono
clonal reconoce el determinante antigénico ANGILNVTAVEKSTGKde la
región carboxilo terminal de la hsp70 de ¿flafimgdium__falgigazgm
(Blisnick T. y col 1988) (Mattei D. y col 1989)

Este anticuerpo reconoce hsp70 de varias especies de protozoarios
así como la proteína de mamíferos.

2.3.7) ConserJLaQiQnde los sueros;

Los sueros se conservaron con 50%de glicerol a -20°C.
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OBTENCION DE PARASITOS:

2.4)WW:
2‘4.1)thención de trimmastigmfi sanguíneos:
Los parásitos de este estadio fueron obtenidos por los miembros
del Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina,
UBA,dirgido por la Dra. González Cappa.

La infección de los ratones y purificación de las formas sanguí
neas de 1;__gzu¿i_fueron realizadas en particular por Gerardo
Mirkin, quien optimizó la purificación de los parásitos que se
detalla a continuación.

Los ratones fueron infectados con 2.105 tripomastigotes sanguí
neos de la cepa RA. A la semana fueron sangrados por punción car
díaca utilizando heparina comoanticoagulante. La sangre con pa
rásitos se diluyó hasta 2.107 prásitos/ml en tampón Tris-cloruro
de amónio (0,83% cloruro de amonio en Tris-HCl pH: 7,2) y se de
positó sobre Dextrano (3%en PBS), formandose dos fases. El col
chón así formado se centrifugó a 60xg por 10 min a temperatura
ambiente. Se tomó el sobrenadante y se centrifugó para decantar
los parásitos a 3000xg durante 30 min a 4°C. El pellet se lavó
dos veces con medio M199-HIS. Posteriormente se resuspendieron en
el mismomedio a una concentración final de 5.107 parásitos/m1 y
depositaron en un gradiente discontinuo de Ficoll-meglumie dia
trizoato (FMD)PBS. El gradiente se centrifugó a 650xg durante 30
min a 4°C. Finalmente se tomó la interfase, precipitó por centri
fugación y lavó con M199-HIS.

Este pellet de parásitos se congeló y conservó en nitrógeno lí
quido hasta su posterior utilización para extracción de proteínas
totales o preparación de ARN.
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2‘4.2)Antigemm1esde2anásimñdecnlnlu

Los tripomastigotes de 1;_Qzuzi_cepa RAfueron los cultivados por
Gerardo Mirkin.

Los epimastigotes (cepa Tulahuen 2) fueron cultivados para el
presente estudio por la Dra. Berta F. de Cazzulo, Fundación Cam
pomar.

2.4.3) thengién de nmmasiigotes de aguila:

Las formas promastigótas de L+b+bzaailignfiis_fueron cultivadas en
el Instituto Boliviano de Biología de Altura IBBA,para el pre
sente estudio.

Los promastigotes de L¿h¿bzaailifinsifi_fueron cultivados en el me
dio bifásico NNN (Genes and Antigens of Parasites, A Laboratory
Manual, Fundación Osvado Cruz, Río de Janeiro, 1984 pág: 48). Los
promastigotes se cosecharon aspirando el medio de cultivo, se 1a
varon e incubaron durante 1 hr a 42°C para enriquecer la pobla
ción celular en ARNmensajeros inducibles por calor.

Los parásitos se precipitaron por centrifugación a 500g durante 5
min a 4°C , se descartó el sobrenadante. El pellet se sumergió en
nitrógeno líquido y guardó a —70°Chasta el momentode ser proce
sados.
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ANALISIS DE PROTEINAS:

2.5)EBEEAEAQIQLDLWWWE
Todos los parásitos provenientes de cultivo se cosecharon por
centrifugación a 500g x 5 min a 4°C, se lavaron 3 veces en PBS y
se resuspendieron en 5 volúmenes de tampón de lisis (PBS conte
niendo 1 mMEDTA, 5 mM mercaptoetanol, 0,1% SDS y 1/100 vol. de
mezcla antiproteolítica). Luegode 15 min en hielo, la lisis se
completó utilizando un homogeneizador Dounce. La concentración
proteica del extracto se determinó por el método de Lowry (Lowry
y col., 1951), se alicuotó y conservó a -70°C.2.6)
La separación de las proteínas en una dimensión se realizó si
guiendo el método descrito por Laemmli (1970) para geles discon
tinuos conteniendo SDS. Se utilizaron las cubas y accesorios de
los sistemas de Bio Rad (Richmond, CA, USA) "mini-Protean II" pa
ra geles pequeños de 7x8 cm. Todos los reactivos empleados fueron
de Bio Rad (Richmond, CA, USA).

Para el armadode un gel pequeño, se siguió la siguiente tabla:
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MMWLMMIULLQLM:
Solución madre Concentración final de acrilamida

7,5% 10%

30%acril./0,8% bis(1) 2,5 ml 3,3 ml
1,5 MTris-HCl pH: 8,8 2,5 ml 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml 0,1 ml

H20 4,9 ml 4,1 m1
10% PSA(Z) 50 pl 50 pl
TEMED 5 pl 5 ul

total 10 ml 10 ml

b)GelmnceMmdorMühiL2mmr

Soluciones madre Concentración final de acrilamida
4%

30%acril./0,8% bis(1) 0,67 m1
0,5 M Tris-HCl pH: 6,8 1,25 ml
10% SDS 50 pl

H20 3,05 ml
10% PSA(2) 25 ul

TEMED 5 pl

total 5 ml

(1) La solución madre se mantuvo en frascos oscuros a 4°C por un
mes como máximo.

(2) La solución de persulfato de amonio se preparó en el momento.

Para evitar la inhibición de la polimerización por contacto con
el aire y obtener una interfase recta, luego de verter entre los
vidrios la mezcla del gel separador, se colocó 1 m1de isobuta
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nol. Ocurrida la polimerización (20 min a temperatura ambiente),
se volcó y enjuagó el alcohol y se completó el armado con la mez
cla corespondiente al gel concentrador y el peine elegido.

Cuando se requirieron geles de mayor tamaño se aumentó el volumen
final de las soluciones aumentandoproporcionalmente el agregado
de cada uno de los componentes. En tales casos se utilizó la cuba
Bio Rad "Protean II".

Las muestras a analizar se colocaron en tubos Eppendorf, se com
pletaron con 1 vol. de tampón de siembra (0,02% azul de
bromofenol, 4% SDS, 10%B-mercaptoetanol, 20%glicerol, en TES) y_
se incubaron a 100°C durante 3 min.

Comotampón de corrida se utilizó una solución 0,1% SDS, 192 mM
glicina, 25 mM Tris, pH: 8,3. Las condiciones de migración
fueron: 20 mA(cc) por gel pequeño (aprox. 45 min a temperatura
ambiente), y mA(cc) por gel grande.

Iincióndelgsgelescgncmmasieilue:

Para observar el perfil proteico de las muestras luego de la
migración, se incubó el gel en la solución de tinción (0,05% Coo
masie Brillant blue R (Sigma, St. Louis, M0, USA), 45% metanol,
10% ácido acético) durante 1 h a temperatura ambiente, con
agitación suave y se destiñió incubando de la misma manera en una
solución 45%metanol, 10% ácido acético, hasta la visualización
de las bandas. Para conservarlo, el gel se colocó sobre un papel
de filtro Whatman3MM,se cubrió con una lámina de celofán y se
secó utilizando un secador de geles a 80°C durante 1 h.

Eatrgnefi {le mag mglquglar:

Se utilizaron marcadores de peso molecular preteñidos, abarcando
el siguiente rango de pesos moleculares:
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27; 36.5; 48.5; 58; 84; 116; 180 Kda. (Prestained kit protein
Molecular Weight, (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Se prepararon según la indicación de los fabricantes, y se em
plearon 5 pl/calle en los geles pequeños.

2.6.1) ELEQIBQIRAHSEEBEHQIADE EBQIEIEAS A EILIRQS DE NIIBQQELH;
LQBA(Western blots):

Las condiciones de transferencia fueron básicamente las descritas
por Towbin y col. (1979). Se utilizaron los sistemas de Bio Rad
(Richmond, CA, USA) “Mini-Trans Blot Electrophoretic Transfer
Cell” para geles pequeños.

Previamente al armadodel aparato de transferencia, se recortaron
dos papeles Whatman 3MMy un filtro de nitrocelulosa (Hybond-C,
Amersham, Buckinghamshire, England) del tamaño del gel y junto
con las esponjas se dejaron sumergidos en tampón T (192 mMglici
na, 25 mMTris, 20% metanol, pH: 8,3). Luego de la electrofore
sis, se separó una de las placas de vidrio, se retiró el gel con
centrador(l) y se levantó el gel separador apoyandolo sobre un
papel WhatmanBMMsumergido en el buffer T. El dispositivo de
transferencia se armó dentro de otro recipiente conteniendo tam
pón T. Sobre la placa plástica "negativa" se colocó una esponja y
el papel Whatman3MMcon el gel hacia arriba. Se lo cubrió con el
filtro de nitrocelulosa y se completó el armadocon otro papel
Whatman3MM,la otra esponja y la placa plástica "positiva". Se
ajustaron ambasplacas entre si y el dispositivo completo se co
locó dentro de la cuba conteniendo tampón T, previamente enfriado
a 40C.

La transferencia se llevó a cabo a 150 mAcc, durante 1 h y a
4°C.

Finalizada la transferencia y verificada a través de los marcado
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res preteñidos, se retiró la nitrocelulosa (tomandola precaución
de marcar los limites del gel y el orden de las calles) y se la
sumergió directamente en solución de bloqueo (ver 2.7). Cuandono
iban a ser utilizados inmediatamente, se los conservó entre dos
papeles WhatmanSMNa -20°C, incluso durante varios meses.

(1) Debido a su baja concentración de acrilamida, el gel concen
trador suele quedar adherido a la nitrocelulosa luego de la
transferencia. Antes de retirarlo, se marcaron los limites de las
calles haciendo pequeños cortes en el borde superior del gel se
parador.2.7)W!
Las proteinas transferidas a nitrocelulosa se detectaron, en to
dos los casos, siguiendo las indicaciones de los fabricantes del
kit Vecta Stain ABC(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

Para evitar la unión inespecifica de los anticuerpos a la nitro
celulosa, el filtro se colocó en solución de bloqueo (SB: 2%gli
cina, 4% leche descremada (Molico), en TBS), durante 20 min como
mínimo (1). Se retiró la solución anterior y se incubó por 2 h
con el suero, previamente diluido en SB-TW(SB conteniendo 0,05%
de Tween 20 ). Los anticuerpos no unidos se eliminaron con 3 la
vados de 5 min en TES-TW.Se agregó el segundo anticuerpo (anti
IgG humana total, biotinilado, preparado en cabra (kit ABC Vecta
Stain, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).)), diluido
1:200 en SB-TWy se incubó por 45 min. Luego de 3 lavados de 5
min en TBS-Tw,se colocó el complejo avidina-biotina-peroxidasa,
(preparado 30 min antes comosugieren los fabricantes: 2 gotas de
A (avidina DH) + 2 gotas de B (peroxidasa biotinilada) en 10 ml
de TBS) y se incubó por 45 min más. El exceso de complejo se eli
minó con 3 lavados de 3 min en TBS. Para el revelado, se agrega
ron 15 mg de 4-cloro-1-naftol (Merck, Darmstadt, Germany) disuel
tos en 5 ml de metanol frío y 8 ul de H202 30 % a 20 ml de 50 mM
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Tris-HCl pH: 6.8. Esta solución se volcó inmediatamente sobre el
filtro y se incubó en la oscuridad hasta la aparición de las ban
das (5 a 15 min). La reacción se paró lavando el filtro con agua.

Para la detección de proteinas utilizando anticuerpos inmunopuri
ficados (ver 2.22), se siguió el protocolo descrito sin diluir la
solución de anticuerpos.

2.7.1) Experiencias de competición:

a) Agregando a la dilución de suero (en SB-TW)una cantidad defi
nida del antígeno (proteinas de fusión extracto total de protei
nas parasitarias o lisado de E;_ggli) con el cual se quiere rea
lizar la competición. Esta mezcla se incubó 1h con agitación con
tinua a temperatura ambiente. Luegose agregó el filtro de nitro
celulosa sobre el cual estaban fijados los antígenos, ya sea por
electrotransferencia de un Western blot o adsorción de proteinas
de las placas de lisis de los fagos crecidos en una placa de pet
ri a filtros HybondC.

b) Preabsorsión del suero con antígeno inmovilizado a membranade
nylon. En este caso el suero se preincubó con el antígeno fijado
durante 2 hs al cabo de las cuales se retiro el filtro El suero
competidose utilizó luego para revelar los filtros en estudio.
Este protocolo se utilizó para disminuir la alta reactividad an
ti-Elfigli_de los sueros de ratones.

Todas las incubaciones y lavados se efectuaron a temperatura am
biente y con agitación, adaptando los volúmenes de cada reactivo
al número y tamaño de los filtros, de modode mantenerlos siempre
cubiertos y sin supengnerse entre si. En los casos en que fue
inevitable usar pequeños volúmenes de suero, las incubaciones se
realizaron en bolsas plásticas selladas.

Para los rastreos inmunológicos de las bibliotecas se agregó a la
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mezcla preparada con los sueros, 5 mg/ml de proteínas totales de
un homogenatode E;_QQli_lisógena para thll salvaje para inhibir
la unión con la B-galactosidasa de las proteínas recombinantes.

CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS DE EXPRESION:

2.8).QEZEEQIQN_EE;AÁMLJIHHL_;(Chirgwin Y col. 1979)

SOLUCIONES MADRES:

a) QZQTiocianato de Guanidinio 4M: (para 100 ml finales)

Tiocianato de guanidinio 47,5 g
Citrato de sodio (25 mM) 0,735 g
Sarkosyl 0.50 %
B - mercaptoetanol (0,1M) 0,710 ul

Se disolvió el tiocianato de Guanidinio (Merk) en el tampón Tris
Cl 50 mM,pH:7,6. La solución se filtró para remover los coloides
insolubles y se agregó Sarkosyl hasta la concentración final in
dicada mas arriba, luego se esterilizó tres veces consecutivas en
autoclave (45' a 1 atmósfera cada ciclo).

El mercaptoetanol se agregó inmediatamente antes de usar la solu
ción.

b) QBQ! 6,2 M:

CsCl 6,2
EDTA 0,1M

La solución se preparó HZOpreviamente tratada con 0,2% de die
tilpirocarbonato (DEPC)y autoclavada. En algunos casos se auto
clavó la solución de CsCl directamente en los tubos de polipropi
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leno de la ultracentrífuga en los cuales se correria el colchón.

Para garantizar la calidad de las preparaciones de ARN,se utili
zó material de vidrio esterilizado por horneado durante ocho ho
ras a 200 °C , H20 bidestilada tratada con DEPC0,2 %, material
de plástico nuevo y autoclavado 3 veces y guantes descartables.

Preparació de la muestra:

La obtención de parásitos se detalla en 2.4.1 para tripomastigo
tes sanguíneos de ZLQLuzi_y2.4.3 para el cultivo de promastigo
tes de__lelbLazilifinflifi, Los mismos fueron conservados a -70°C
hasta su utilización.

Al pellet de parásitos congelados se le agregó fizlïsegún el si
guiente criterio:

mg parásitos GTC CsCl rotor velocidad tiempo de
(peso húmedo). (ml) (ml) Sorvall (rpm) corrida(hs).

25-200 3,5 1,5 sw48 42000 12
500-1000 28,5 9,5 sw28 27000 26

Los parásitos resuspendidos en EIC se pasaron 30-60 veces por ge
ringa G-23 para romper el ADN.
Se agitó con vortex intensamente durante 5 min.

Armadodel colchón:

Se colocó cuidadosamente el homogenato sobre la solución de Clo
ruro de Cesio constituyéndose 2 fases: el CsCl es la inferior y
el homogenato la superior.

Se centrifugó en las condiciones indicadas para cada caso a tem
peratura no inferior a los 18 °C (este es un punto muycritico ya
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que el cesio precipita a temperaturas menores de 14°C ). Al final
de la corrida se visualizaron los pigmentos parasitarios y la lo
calización de ADNa lo largo del tubo sin llegar a precipitar y
el pellet de ARN.

Se extrajo la fase superior con pipeta Pasteur y luego se extra
jeron 500 ul de CsCl; dejando el pellet cubierto con CsCl.

Se lavaron las paredes del tubo con 500 ul de GTC. Se volvió a
extraer la fase superior. Este procedimiento se repitió 2 veces
más con el objeto de arrastrar todas las impurezas remanentes en
las paredes del tubo.

Finalmente, se sacó el CsCl que cubría al pellet de ARN.

El mismo se resuspendió en 200 ul de GTCcon Pipetman 1000, punta
azul. El ARNfue trasvasado a 1 tubo Eppendorf, y se agregaron 3
vol de Etanol. Se precipitó a —70°Cdurante 1 hora.

Se centrifugó a 4°C durante 30 min a 12000xg.

El pellet se lavó dos veces con lml de Etanol 7 % evitando su re
suspención. Se secó durante 5 min con bomba de vacío y se resus
pendió en 100 ul de TE, o más, cuando se partió de grandes canti
dades de parásitos, de manera de llegar a una concentración final
de ZOHg/pl.

El ARNtotal fue adecuado para experiencias de Nbrthern blot.
Para la construcción de bibliotecas de ADNcopia se utilizó ARN
poli A+, preparado según se indica más abajo.

2.9) Obtención de ARNpoli A+:

E1 RNApoly A+ (compuesto mayoritariamente por mRNA)se purificó
por cromatografía en oligo dT-celulosa (Aviv y Leder, 1972)
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Se utilizaron columnas de diversos volúmes según la cantidad de
RNAa procesar; básicamente se confeccionaron en puntas azules
con un volumen asentado de 0,5 ml y capacidad de procesar hasta
5 mgde RNAtotal. Todas las operaciones se realizaron a tempera
tura ambiente con material libre de RNasaspor tratamiento con
DEPCy esterilización.

La oligo dT-celulosa se equilibró inicialmente con 5 vol (de co
lumna) de buffer de carga (BC. Tris-HCl 20 mM pH: 7,6, LiCl
0,5 M, EDTA 1 mM y SDS 0,1%).

El RNAtotal en una concentración no mayor a 2,5 mg/ml se incubó
por 5 min a 65°C, desestabilizando de este modola estructura se
cundaria del mismo, se enfrió a 0°C y se agregó 1 vol de BC. de
doble concentración , y se sembró en la columna. El percolado se
volvió a calentar 5 min a 65°C , se enfrió y se volvió a sembrar
en la misma columna. Esta operación se repitió una vez mas.

El percolado así obtenido, que es la fracción llamada polyA me
nos, (constituida en su mayor parte por RNAribosomal) se preci
pitó con 2,5 vol de etanol absoluto. Se dejó 10 min a —70°Cy se
centrifugó 10 min a 10.000 rpm. El pellet se resuspendió en el
menor volúmen posible de HZObidestilada.

A continuación, se lavó la columna con 10 vol de buffer de lavado
(Tris-HCl 20 mMpH:7,6 ,LiCl 0,1 M; EDTA 1 mMy SDS 0,1%), luego
se eluyó el RNApoly A+ con 2 ml de HZObidestilada. Se precipitó
el RNApoly A+ con NaAcO3 MpH:5,2 y 2,5 vol de etanol absoluto.
Luego de haberse incubado toda la noche a —20’Cse centrifugó a
10.000 rpm a 4°C durante 10 min. El pellet se disolvió en el me
nor volúmen de agua posible y se guardó a —70°Chasta su poste
rior utilización.

Las columnas fueron regeneradas luego de cada utilización con 3
vol de HZOdestilada, 3 vol de NaOH0,1 M; finalmente se llevaron
hasta pH neutro con HZOdestilada. En caso de no utilizarse inme
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diatamente se dejaron secar y guardaron a 4°C.

El RNApolyA+ así obtenido corresponde a un 2% del RNAtotal y
contiene aproximadamente un 30%de RNAribosomal contaminante.

2.10)W(Shneider W.C.Y001-1957)

La cuantificación del RNAse realizó por el método de degradación
ácida y posterior cuantificación de residuos de ribosa por la
reacción de los mismos con orcinol en presencia de FeCla.

A 0,33 m1 de cada muestra (lpg/pl aproximadamente), se agregaron
0,67 ml de reactivo de orcinol, preparado en el momentode su
utilización:

orcinol 1%
FeCla.6H20 0,5%
(disueltos en HCl concentrado)

Se incubó 20 min en baño de agua hirviendo y se midió absorvancia
a 660 nm. Se usó como standard poli A sintético. Una unidad de
absorvancia representa 25 pg/ml de ARNy la reacción no es inter
ferida por ADNni proteínas.

2.11) QQNEZEflQQLQN_2E;LAE_GENQZEQAE_2E;A2N_QQEIA_EN_AKill;

a) Síntesis de cADN:

Para la construcción de las genoteoas se utilizaron los kits de
Amersham. cDNASynthesis System Plus (RPN 1256) para síntesis del
ADNcopia doble cadena a partir del ARNpoli A+ ,y cDNA cloning
system - thll (RPN1280) para la unión del ADNcopia a linkers y
brazos de thll respectivamente(1).
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Todos los pasos se realizaron según las indicaciones sugeridas
por los catálogos comerciales.

La síntesis del ADNcse realizó incluyendo [a 32P] dATP, de este
modose pudo estimar la eficiencia de incorporación de nucleóti
dos en cada uno de los pasos de sintesis.

(1) si bien los kits comerciales fueron los indicados estos cam
biaron y en el caso de la biblioteca de Libibzafiiliensis_ los
adaptadores enviados junto con el kit eran diferentes a los uti
lizados anteriormente en la construcción de la biblioteca de 1L_
anual, La secuencia de ambos se detalla a continuación:

H0-AATTCGAGGATCCGCGTACCATGG

GCTCCTAGGCCCATGGTACC-OH

Estos adaptadores se unieron a los fragmentos de ADNc sintetiza
dos por ligación de los extremos blunt end generándose fragmentos
de DNAc-adptadorescon extremos cohesivos listos para ligar con
los brazos del vector previamente digerido con EcoRI.

Para la biblioteca de T. Qrgai se ligaron a los ADNcun linker
Eco RI clásico. Antes de la ligación se metilaron los ADNc para
proteger los sitios EcoRI de los insertos.

b) Separación de lOs ADNc-adaptadores, de los adaptadores libres:

La separación de los adaptadores libres de los ADNc-adaptadores
se hizo del mismo modo en ambos casos por pasaje a través de una
columna de Sepharose-4B (kit RPN 1280). La marcación del ADNc
permitió identificar las fracciones en las que eluían los frag
mentos sintetizados y separarlos de los adaptadores libres (curva
de elución figura 2).

Durante la construcción de la biblioteca de LLDLDLfiEÁlifiüfiifi_se
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Figura 2:
Perfil de elución de los ADNcde las columnas de sefarosa 4B: LosADNcde (serie1)yLM (serie2)se sem
braron en sendas columnas de sefarosa 4B. Se colectaron fraccio
nes de 50 ul y se determinaron los cpm en contador de centelleo.
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tomaron tres alícuotas de las fracciones con mayorcantidad de
cpm (determinadas por contador de centelleo). Se corrieron en un
gel de agarosa para visualizar por autorradiografia la distribu
ción de tamaño de los fragmentos sintetizados (Fig.3).

Las primeras fracciones eluidas de la columna de Sepharose-4B
conteniendo fragmentos de ADNcde gran tamaño y con mayor canti
dad de radioactividad (Fig.2) se ligaron a los brazos de thll, y
se empaquetaron con extractos comerciales comose indica a conti
nuación.

c) Empaquetamientoy conservación de las bibliotecas:

Los fagos recombinantes se empaquetaron in vitro con extactos co
merciales de Amersham:in Vitro packaging kit (N. 334.2.9)

De cada fracción empaquetada se determinó el titulo de fagos
(u.f.p./ml) para estimar el rendimiento y establecer las condi
ciones óptimas ADNc-thll/vol de extracto de empaquetamiento.

La biblioteca de T. enga; se amplificó comose detalla en la sec
ción 2.2.3; se tituló y se fraccionó para conservar la biblioteca
a 4°C con 0,3% de cloroformo, y a -70°C con 7% V/V de DMSO para
conservarla durante varios años.

El ADNcde Li_bl_bzfi&ilifiüñis_se ligó a los brazos de thll y so
lo se empaquetó un tercio de la fracción número 10. Los fagos re
sultantes se utilizaron sin amplificar. El ADNcsintetizado y li
gado a los brazos de thll se guardó a —20°Cpara empaquetar en
el momentode su utilización.



-4.2 Kb

Figura 3:
Fraccionamiento por tamaño del ADNode H b - Autorra
diografía del gel de agarosa 1%en el cual se resol ieron 3 ul de
las fraciones 8 a 12 eluidas de la columna de sefarosa 4B 1:
fracción nro. 8, 2zfracoión 10, 3: fracción 11, (ver Fig.3).
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RASTREO DE LAS BIBLIOTECAS:

2.12)WWW:
Se inoculó una colonia aislada crecida en medio con ampicilina, a
un Erlenmeyer con 50 ml de LB y 100 ug/ml de ampicilina. Se incu
bó toda la noche a 37°C con agitación continua. Al día siguiente
se cosecharon las bacterias por centrifugación a 4000rpm durante
6 min a 4°C, y resuspendieron en 0,4 volúmenes de Mg804 10 mMes
téril y frio. Las bacterias competentes asi obtenida se conservan
a 4°C durante 1 semana sin disminuir apreciablemente su capacidad
de ser infectadas por thll.

2.13)WXMMLW
Se incubó durante 15 min a 37°C 100 ul de bacterias competentes
con con 3.104 ufp. Se mezclaron con 5ml (1) de LB-"top" agarosa
fundido y mantenido a 48°C en baño termostatizado, se homogeneizó
y volcó sobre placas de petri de 15 cm de diametro preincubadas a
42°C durante por lo menos 30 min.

Al cabo de tres horas de incubar la placa sembrada, a 42°C se co
menzarona visualizar pequeñas placas de lisis. A partir de este
momentose puede inducir la expresión de las proteinas de fusión
con IPTG y transferirlas a filtros de nitrocelulosa (Hybond-C,
Amersham,Buckinghamshire, England) para visualizar reactividad
de las proteínas de fusión con los sueros.
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Materiales y Métodos2.14)WWWWWW: (para
rastreos inmunológicos).

Se cubrieron las placas de lisis obtenidas en el paso anterior
con un filtro de nitrocelulosa (BA85, Shleicher and Schuel,
Dassel, HybondC), para el caso del primer rastreo inmunológico.

El filtro fue embebido previamente con una solució 10 mMde IPTG
(BRL).

Se marcó la posición del filtro en la placa por punción con alfi
ler embebidoen tinta china.

Las cajas de Petri con los filtros se incubaron invertidas duran
te 2 hs a 37°C. Se retiraron los filtros de nitrocelulosa y se
los lavó durante 10 min con TBS. Para obtener una réplica se co
locó un nuevo filtro, tratado en las mismascondiciones anterio
res y se icubó la placa por otras 2hs a 37°C.

u .

AQ1¿ME(para rastreo por homologia de ácidos nucleicos)

Del mismomododescripto para el primer rastreo inmunológico; se
plaquearon 3,5.104 ufp/placa de 15 cm de diámetro.

Se dejaron crecer toda la noche o 6 hs a 37°C, luego se colocaron
a 4°C durante 1 hora, antes de comenzar la transferencia.

Para la transferencia se utilizaron filtros HybondN o N+previa
mente rotulados y por duplicado. Se apoyó suavemente el filtro
sobre la placa durante 1 min, mientras se marcó con tinta china y
un alfiler atravesando el filtro y el agar. El filtro duplicado
se transfirió 2 min y se lo marcó del mismo modo y en la misma
posición que el original.
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Luegode la transferencia se embevieron los filtros, la cara del
filtro que estuvo en contacto con los fagos se colocó hacia arri
ba. Los filtors se embebieron en la solución desnaturalizante:
0,5 N NaOH- 1,5 N NaCl a temperatura ambiente, durante 1 min.
Los filtros se trataron con solución renaturalizante: 0,5 NTris
HCl, ph:8, NaCl 1,5N en las mismas condiciones dos veces durante
3 min, y luego se enjuagaron con agitación muy suave en ZXSSC.

Los filtros se secaron a temperatura ambiente sobre papel Watmann
y luego se fijó el ADNpor exposición durante 5 min a luz ultra
violeta.

Los filtros así tratados se hibridizaron con sondas radiactivas
comose indica en la sección 2.39.

2.16)

Los filtros obtenidos con la proteína de los fagos recombinantes
(ver 2.14) se lavaron, bloquearon, incubaron con el suero y reve
lado por el sistema avidina-peroxidasa, descripto en 2.7. de ma
teriales y métodos.

2.17) 2EZEQQIQfl_2E_EAGQE_REQQüEIdAdZEE_QQN_EQNQAE_EAQIQAQZIIHÁE

La transferencia de los ácidos nucleicos y su fijación a membra
nas HybondN+se describe en la sección 2.15. Los filtros se in
cubaron con sondas radioactivas obtenidas por Randompriming como
se describe en la sección 2.38. Las condiciones de hibridización
y lavado de los fitros se describe en 2.39.



Materiales y Métodos

ANALISIS DE LOS FAGOS RECOMBINANTES:

a) Análisis inmunológicos:2.18)
En el presente trabajo se prepararon bacterias lisógenas para el
fago Xg;11_salvaje y los fagos recombinantes LytS, M98, RAI, RAZ,
HSL12, HSL13, y Lbbl, siguiendo básicamente el protocolo descrito
por Huynh y col. (1985).

Se inoculó una colonia aislada de E. coli Y1089 (crecida en LB
agar-amp) en 3 ml de'LB-amp conteniendo 0,2% de maltosa y se dejó
crecer durante toda la noche a 37°C con agitación. Este cultivo
saturado se diluyó 100 veces en 50 ml de LB-amp-lO mMMgSO4y se
incubó con agitación a 37°C hasta una DOsoo= 0,2 . Se infectaron
100 pl de bacterias (aprox. 2 x 107 células) con un volúmen igual
de fagos (108 ufp en SM), durante 30 min a 30°C(1), se diluyó su
cesivamente hasta 1:105 y 100 pl de esta dilución final se inocu
ló a 3ml de top agar previamente fundido y mantenido a 45°C en
baño de agua calefaccionado para volcarlo en una placa de LB
agar-amp. Luego de incubar la placa toda la noche a 30°C, se ob
tuvieron colonias aisladas cuya lisogenia se ensayó repicando con
ansa de platino 50 colonias aisladas, sobre dos placas de LB
agar-amp. Las colonias se repicaron respetando un orden estable
cido mediante el dibujo de una grilla en el fondo de ambas placas
de petri. Una de ellas se incubó a 30°C y la otra a 42°C durante
toda la noche. Se consideraron lisógenas aquellas bacterias que
crecieron a 30°C y no a 42°C (a esta temperatura se induce el ci
clo litico del fago debido a la inactivación del represor cI. La
falta de supresión de la mutación SamlOOprovoca una acumulación
de particulas virales dentro de la bacteria, inhibiendo su creci
miento). La frecuencia de lisógenas obtenidas en las diferentes
experiencias varió entre 10 y 50%.Para conservarlas, se estria
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ron separadamente sobre LB-agar-amp, se incubaron toda la noche a
30°C y se las guardó a 4°C. A partir de algunas colonias aisladas
se prepararon cultivos saturados (a 30°C) en LB-amp, se mezclaron
con glicerol en volúmenes iguales y se mantuvieron a —70°C.

(1) La relación fagos/bacterias debe ser aprox. 5/1.2.19)WW:
Para obtener altos niveles de expresión de las proteinas de fu
sión a partir de bacterias lisógenas, se emplearon las condicio
nes de incubación propuestas por Hall y col. (1984), en las cua
les la replicación del fago se produce por inactivación del re
presor cI a 42°Cy la síntesis de la proteína de fusión se induce
por el agregado de IPTGal sistema. Los cambios de tempertura in
dicados se realizaron utilizando tres agitadores diferentes, ca
librados a 30, 37 y 42°C.

Se inocularon 3 ml de LB-ampcon 30 pl de bacterias lisógenas
(cultivo líquido mantenido en glicerol a —70°C)y se incubó du
rante toda la noche a 30°C. Este cultivo saturado se diluyó 12100
en LB amp y se dejó crecer a 30°C hasta una D0600 = 0,4. (En es
tas condiciones, el represor cI del fago permaneceactivo, mante
niendo el estado de lisogenia).

La inducción de la replicación del fago se produjo incubando a
42°C durante 30 min. (A esta temperatura el represor cI se inac
tiva, permitiendo la replicación del fago. Este se acumula en el
interior de la célula debido a la incapacidad de la cepa E;__QQL¿
Y1089de suprimir la mutación SamiOO,involucrada en la lisis de
la membranabacteriana).

Luego se agregó IPTG (Sigma, St. Louis, M0, USA) (5 mMIPTG fi
nal, a partir de una solución madre 100 mM)y se incubó a 37oC
por 2 h más. (El IPTGdesplaza al represor del operón lac, permi
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tiendo la transcripción a partir del promotor del gen de la B-ga
lactosidasa y dando comoresultado una gran producción de protei
na de fusión).2.20)WW:
Para verificar la expresión de las proteínas de fusión se emplea
ron extractos totales de bacterias lisógenas. Estos se prepararon
a partir de 50 ml de cultivos inducidos según 2.19. Las bacterias
se cosecharon por centrifugación a 1.500g x 10 min a temperatura
ambiente y se resuspendieron directamente en 500 pl de tampón de
siembra (ver 2.6).

El contenido proteico de las muestras se analizó (5 ul/calle) en
geles pequeños de 7,5% de poliacrilamida teñidos con Coomasie
blue (ver 2.6 ).

El lisado de bacterias E;_2211_Y1089lisógenas para lgtll salvaje
utilizado para competir la reactividad inespecífica de los sue
ros, se preparó a partir de l l de cultivo inducido según 2.19
pero sin el agregado de IPTG. Las bacterias se centrifugaron a
1.500g x 10 min a temperatura ambiente, se resuspendieron en
50 ml de TBSy se lisaron por 3 ciclos de congelamiento-desconge
lamiento (nitrógeno líquido, o en su defecto 30 min a —70°Cylue
go agua corriente). El homogenato final se guardó a -20°C. La
concentracion final de proteinas fue generalmente de 5mg/ml.2.21)
La purificación de las proteínas de fusión se realizó a partir de
250 m1 de cultivo inducido según 2.19, siguiendo el protocolo
descrito por Hall y col.(1984). Este se basa en la ruptura celu
lar a través de diferentes agentes, la centrifugación diferencial
de los cuerpos de inclusión(1), y la solubilización de las pro
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teínas de fusión en 8 Murea.

Las bacterias se concentraron por centrifugación a 1.500g x 10
min a temperatura ambiente, se resuspendieron en 4 m1 de TNE
(100 mMNaCl, 1 mMEDTA, 10 mMTris-HCl, pH: 8,0) y se pasaron a
un tubo resistente a nitrógeno líquido. Manteniendoel tubo siem
pre en hielo, se agregaron 4 ml de TNEconteniendo 50%de sacaro
sa y luego de 10 min, 8 ml de lisozima (Sigma, St. Louis, M0,
USA) 4 mg/ml, preparada en el momento, que se dejó actuar por 15
min más. La lisis se completó con el agregado de 2 ml de EDTA
0.5 M y 2 ml de NP4O 10%, seguido de 1 ciclo de congelamiento
descongelamiento (nitrógeno líquido-agua corriente). Para dismi
nuir la viscosidad debida a los ácidos nucleicos, el homogenato
se pasó 10 veces por una aguja 21G'. Luego se colocó en un tubo
Córex de 30 ml, se centrifugó a 13.000g x 30 min a 4DG, y el
pellet, conteniendo la proteína de fusión, se resuspendió en
10 ml de 3 Murea(3). Para eliminar las particulas insolubles,
esta suspensión de volvió a centrifugar en las mismascondiciones
y el sobrenadante se guardó, fraccionado, a -20°C.

Cada muestra se analizó (5 ul/calle) en geles pequeños de 7,5% de
poliacrilamida, obteniéndose mayoritariamente la banda del peso
molecular esperado. Con este protocolo se obtuvieron entre 2 y
5 mgde proteína recombinante por litro de cultivo inducido. En
la Fig.4, se muestran los productos de cada paso de purificación.

(1) Generalmente, en E. coli, una gran producción de proteinas de
alto peso molecular provoca la agregación de las mismas en gránu
los citoplasmáticos denominados "cuerpos de inclusión" (Marston,
1987).

(2) Cada purificación tenia un rendimiento aproximado de 10 ug de
proteínas/ul de solución final.



Figura 4:
Purificación de proteínas de fusión a partir de cultivos de bac
terias lisógenas inducidas con IPTG (ver MM2.19):Cultivos de
bacterias lisogénicas para Lbbl fueron termoinducidos a 44°C, se
siguieron los pasos de purificación descritos en 2.21., de cada
uno de ellos se tomó una fracción y se corrieron en un gel PAGE
SDS7,5%, una calle se transfirió a nitrocelulosa para realizar
el western blot. Calle 1: extracto total de los cultivos, 2: so
brenadante de sacarosa, 3: proteínas precipitadas con urea, 4:
western blot de las proteinas precipitadas con urea revelado con
el suero FR 1:500. M: marcadores de peso molecular preteñidos
(SIGMA), 180 kda, 118 kda (B-galctosidasa de E.nplf), 84 kda, 58
kda, 48 kda, 36,5 kda.
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Los anticuerpos contra las proteinas de fusión fueron inmunose
leccionados a partir de sueros de pacientes con Chagas, Leishma
nia o doble infectados, siguiendo el método descrito por Hall y
col. (1984). Este se basa en la elución ácida de los anticuerpos
unidos a las proteínas de fusión previamente inmovilizadas sobre
filtros de nitrocelulosa.

La proteína de fusión se inmovilizó sobre nitrocelulosa incubando
un filtro de Hybond-C (Amersham, Buckinghamshire, England) de
5 cm2 con 3 ml de proteina recombinante purificada (ver 2.21),
durante 2 h(1). Se lavó 10 min con TBSpara eliminar el exceso de
proteína, se bloqueó durante 20 min (ver 2.7) y se incubó durante
toda la noche a 4°C con 5 ml de suero, diluido 1:10 en solución
de bloqueo conteniendo 30%de lisado de E;_¿EJJ_Y1089 lisógena
para thll salvaje(2). Los anticuerpos no unidos se removieron
con 3 lavados de 10 min en TBS-Tw y 2 lavados de 5 min. en 0,15 M
NaCl-TW (0,15 M NaCl conteniendo 0,05% de Tween 20). La elución
ácida se llevó a cabo incubando el filtro durante 30 min con 5 m1
de tampón E (0,2 M glicina, 0,15 M NaCl, 10 pg/ml BSA, 1 mMPMSF
(Sigma, St. Louis, M0, USA), 0,05% Tween 20, pH:2,8). El material
eluído se pasó a un tubo plástico y, manteniéndolo en hielo, se
neutralizó rápidamente con 5 ml de 1 MTris-HCl pH: 8,0 y 2 ml de
solución de bloqueo. Esta preparación de anticuerpos se alicuotó
en tubos eppendorf y se guardó a —20°C.

(1) Salvo en los casos en que se indica lo contrario, todas las
incubaciones se realizaron a temperatura ambiente y con agita
ción.

(2) Para eliminar la reactividad inespecífica de los sueros se
empleó, alternativamente y con igual rendimiento, una preincuba
ción durante 1 h de los 5 ml de suero con un filtro de nitrocelu
losa conteniendo lisado de E. coli Y1089lisógena para lgtll sal
vaje, diluido 1:3 en TES e inmovilizado comose indicó para las
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proteínas de fusión. Este mismoprocedimiento se utilizó para
disminuir la reactividad anti-proteínas de E. gel: en los sueros
de ratones utilizados para el rastreo de la biblioteca de tripo
mastigotes de leuluzL

2.23) QREQLMIENZQ_E.IMQHQQLQN.HELLQE.EAGQE.REQQMBIÜANZEE.EHRIEL;

QAQQE.E_INHQKILIZAQIQN.BELLAS.EEQIEINAE.A.EILIRQE.EE.NIZRQ;
QELQLQSA;(Ensayos de placas de lisis)

Para la formación del césped bacteriano, se mezclaron 500 pl de
bacterias con 3 ml de "top”—agarosa (previamente fundida y mante
nida a 50°C), se sembraron sobre una placa (96 mm)de LB-agar-amp
y se dejaron crecer a 37°C. Luego de 30 min se retiró la caja y
se dejó secar abierta, cerca del mechero, durante 10 min. Se de
positaron en un orden preestablecido, 2 pl de cada preparación de
fagos amplificados (aprox. 1010 ufp/ml) y luego de dejar secar 10
min, la placa se incubó a 42°C por 40 min (al final de esta etapa
puede ya observarse el comienzode la lisis bacteriana). Por otro
lado, se recortó un filtro de nitrocelulosa (Hybond-C, Amersham,
Buckinghamshire, England), se lo marcó en un extremo, se lo su
mergió en 10 mMIPTG(1), y se lo dejó secar sobre papel Whatman
SMM.El filtro así preparado se apoyó sobre los fagos sembrados
(haciendo coincidir, por ej., la marca del filtro con la ubica
ción del fago salvaje) y se incubó la placa a 37°C (durante esta
etapa se produce la inducción de la expresión de la proteina de
fusión, que junto con las proteínas bacterianas y del fago quedan
inmovilizadas sobre el filtro). Luegode 2 h se retiró el filtro
(puede observarse lisis confluente en los sitios de siembra de
los fagos), se colocó directamente en solución de bloqueo y se
siguió exactamente el protocolo descrito en 2.7.

(1) En nuestro laboratorio obtuvimos idénticos resultados sin ne
cesidad de embeber el filtro en IPTG. Probablemente el nivel ba
sal de producción de la proteina de fusión resulte suficiente pa
ra su detección por este método.
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2.24) DETECCIÓN INMUNÜLÜGICH DE LOS EAGOS RECOMBINANTES

Para visualizar la reactividad de las proteínas de fusión trans
feridas a los filtros, se siguió el protocolo descrito en 2.7;
previa incubación de los filtros con cada uno de los sueros, an
ticuerpos inmunopurificados o anticuerpo monoclonal a analizar.

b) Análisis genéticos:

2 25.) ENZZüAE_2E;EEEZRIQQIQM_KJmZLUEUQUthuL;

Todas las enzimas utilizadas fueron de origen comercial (Applige
ne, Promega, Amersham, BRLo Pharmacia) empleadas en las condi
ciones recomendadaspor los fabricantes.

Para las digestiones se siguieron los siguientes criterios:

Se utilizó 3-5 U de Enzima por ug de ADNa digerir, incubando du
rante 2-3 hs a 37 °C. En digestiones de ADNgenómico se utilizó 5
U de Enzima por pg de ADNy se incubó la digestión durante toda
la noche a 37 °C.

En ningún caso el volumen de Enzima agregado superó el 10% del
volumen final de mezcla de reacción.
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Composicióndel buffér de incubación pra las enzimas de restric
ción utilizadas.

MED HIGH (a)

Tris-HCl 10 10
MgClZ 10 10
NaCl 50 100
Ditioeritol 1 1
pH a 37°C 7.5 7,5

(a): El término alto se define en función de la concentación de
NaCl. Se expresa la concentración final del buffer diluido 1:10 y
en mmol/l.

EcoRI:buffsr High Utilizada para liberar los insertos clonados en
thll para la visualización de su tamaño, confección de sondas
radioactivas, subclonado en el vector de secuenciación y para di
gerir el DNAtotal de parásitos para southern blots.

PstI:buffér High Utilizada para digerir el DNAtotal de parásitos
para los southern blots.

E . i ¡.Ei .- r

Polinucleótido kinasa del fago T4 (Amersham,Pharmacia):utilizada
para fosforilar los extremos 5' de fragmentos de ADN.

ADNLigasa del fago T4:(Pharmacia, Promega) utilizada para el li
gado de insertos de ADNc y genómicos en vectores de clonado y
subclonado.
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Enzimas de sintesis jn gjjzg de film:

Fragmento Klenou de la ADNpolímerasa I:(Amersham): utilizado pa
ra el rellenado de extremos recesivos (fill in) de fragmentos de
ADN.El ensayo se realiza en buffer M.

Polimerasa Taq I (Promega, Perkin Elmer Cetus): utilizada para
amplificación de ADN (PCR). Se utilizó el buffer comercial pro
visto en el kit comercial Promega, Perkin Elmer Cetus.

Emnucleasafi

ADNasaI: utilizada para eliminar el ADNbacteriano en la ampli
ficación del ADNde los fagos recmbinantes thll.

ARNasa ,libre de ADNasa:Utilizada para eliminar el ARNde las
miniprparaciones de ADN.

2.26)WXW (basadoen
el método de Yamamoto)

Se inoculó un taquito de agar conteniendo una placa de lisis o
1.109 ufp, del fago correspondiente a 10 ml de medio LB - MgZ+
maltosa en tubos Falcon de 50 ml, con 200 ul de células Y1089
crecidas durante toda la noche en LB MgZ+maltosa.

Los inóculos se incubaron a 42 °C con agitación constante a 200
rpm durante 5-6 hs.

Comocontrol de lisis se incluyó un tubo conteniendo células sin
infectar.

Concluido el tiempo necesario para la lisis bacteriana, eviden
ciada por la diferencia de D.O. entre los tubos infectados y el
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control, se agregó 200 ul de CHC13y se incubó durante 5 - 10 min
a 37 °C con el objeto de lisar las bacterias remanentes. Se cen
trifugó durante 5 min a 4000 rpm, para eliminar los restos celu
lares y una alícuota del sobrenadante fue conservada a 4°C como
stock de fagos ( título aproximado 101o pfu/ml ).

Se tomaron 8 ml de sobrenadante y se mezclaron con 8 ml de buffer
TM(Tris.HCl 50 mMpH 7,4, 804M; 10 mn ) pasando todo el conteni
do a un tubo corex de 30 ml. Se agregó 320 ul de ADNasa I/ ARNasa
A (1 mg/ml de cada una en TM) y se incubó 15-30 min a temperatura
ambiente.

Los fagos se concentraron por precipitación con PEG-ClNa, agre
gando 2 ml de ClNa 5N y, 2,2 g de PEG 6000. Se disolvió completa
mente el PEG mezclando por inversión. Se dejó 15 min en hielo,
luego se centrifugó 10 min a 120003 a 4°C.

Descartado el sobrenadante, se resuspendió el pellet de fagos en
300 ul de buffer TM. Se transfirió a un tubo Eppendorf. Se agregó
300 ul de CHCls, se mezcló bien y se centrifugó 5 min para sepa
rar 1as fases. Se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se
realizaron 2 nuevas extracciones.

Se agregó a la fase acuosa 15 ul de EDTA0,5 M pH: 8,0 y 30 pl de
NaCl 5 M, 350 pl de fenol equilibrado con Tris pH: 7,6 , se mez
cló con vortex y centrifugó durante 5 min para separar las fases.
Se repitió la extracción.

Finalmente a la fase acuosa se le agregó 875 ul de etanol. Se in
cubó durante 20 min a -70 °C y se precipitó el ADNpor centrífug
ación durante 15 min. Se lavó el pellet con etanol 80%. Se cen
trifugó por 2 min a 4°C, descartó el etanol y secó bajo linea de
vacío.

El ADNfue resuspendido en 50 pl de buffer TE.
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El rendimiento fue de aproximadamente 2-5 ug de ADN/mlde culti
vo‘ Las preparaciones resultaron adecuadas para corte de restric
ción y subclonado.¿ZUWW
Para determinar la longitud de los insertos clonados en lgtll se
usaron dos estrategias metodológicas:

2.27.1)EunificaQiándelgsinsemsaQamirdeiamsamlifica;
desenmadiglignidg:

Amplificación de los fagos y purificación de su ADNcomo se deta
lla en 2.26.

El ADNasí purificado se digirió con Eco R1 para liberar los in
sertos. La comprobación del corte se hizo por visualización de
los brazos del fago X. en un minigel de agarosa 0.4%.

Se rellenaron los extremos romospor Fill-in (reacción de relle
nado) con [a32P] dATP.

- Reacción de Ífill-jn

Generalmente se procesaron varios clones simultáneamente por lo
cual se preparó una mezcla de reactivos.

Para 10 muestras HZO 88 pl
buffer Med 10x 20 ul
dATP[aP32]3000 Ci/mmol 2 ul
fragmento Klenow(10 U) 10 pl

Luego se agregaron 12 pl de l mezcla a Sul de ADNdel recombinan
te tratado con EcoRI ( aproximadamente 800 ng). Se incubó 30 min
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a temperatura ambiente y se detuvo la reacción con 3 pl de buffer
de siembra BPB.

La longitud de los insertos se visualizó por autorradiografía del
producto de cada digestión resuelto en geles nativos de poliacri
lamida (4-6%). Se usó como marcador de peso molecular el ADN del
fago lgtll digerido con Hind III-EcoRI (Pharmacia) marcado del
mismo modo que los insertos.

En algunos casos se contaba con abundante cantidad de ADNno se
marcó el inserto y se visualizó directamente en geles de agarosa
teñidos con BrEt, utilizando los mismos marcadores de peso mole
cular.

2.27.2) Beamis’zn de EEB:

Este procedimiento fue utilizado para determinar la longitud de
los insertos clonados en thll. Tambiénse amplificó para luego
purificar los fragmentosy caracterizarlos.

Se utilizó el kit GENEAMPde PERKIN-ELMERCETUS. Cada reacción de
PCRse llevó a cabo en un volumen final de 100 ul.

Una alícuota de fagos amplificados (z 1010 pfp/ml medio SM) fue
centrifugada por 5 min en microcentrifuga para bajar las impure
zas celulars.

Se tomaron 2 - lOpl de la parte superior del sobrenadante, se pa
só a un tubo Eppendorff y llevó a volumen final de 50pl con
HZOdd.

Se calentó durante 5 min a 100°C.

Luego se agregó, en el siguiente orden:
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—buffer de reacción (PERKIN ELMERCETUS) 10 pl
1- MgClz 25 mM 0 pl

- dATP 10 mM 2 ul
- dCTP 10 mM 2 ul
- dGTP 10 mM 2 ul
- dTTP 10 mM 2 ul
- primer 1218 lgtll (IQLHaLd) 25 HM 10 pl
- primer 1222 thll (Lfilfilfifi) 25 HM 10 pl
-AmpliTaq ADNPolimerasa, frag Stoffel 1U 1 ul
—Aceite mineral SIGMA 50 pl

Los primers utilizados para 1a amplificación son complementarios
a la porción de la B-galatosidasa del vector thll flanqueante a1
sitio de corte EcoRI. La secuencia de los primers es:

1218 5'd(GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG)3'12pb upstream sitio EcoRl.

1222 5'd(TTGACACCAGACCACCTGGTAATG)3'20pb downstream sitio
EcoRl.

La reacción se llevó a cabo en un aparato programable de la marca
HYBAIDmodelo IHB101 (1989).

Se utilizó el siguiente programade amplificación:

CICLO PASO TEMP.(°C) TIEMPO LOOPS (1)

1 1.01 92°C 7' 1
1.02 50°C 2'

2 2.01 72°C 1 40
2.02 92°C 1
2.03 50°C 0.40'

3 3.01 72°C 7 1

(1) LOOP:es el número de veces que se repite cada ciclo.



Materiales y Métodos

Los ciclos para la amplificación del clon Lbbl fueron levemente
distintos:

Se reunió toda la mezcla de reacción (sin enzima), se incubó 10
min a 94°C - 2 min 55°C , luego se egregó la enzima; a partir de
allí se repitieron 30 ciclos de:

—3 min elongación a 72°C.
- 1 min denaturalización a 74°C.
- 1 min de ¿angaling_a 55°C.

Este cambio de condiciones permitió obtener grandes cantidades de
una sola banda de 2,25 aproximadamente, la extensión en esta con
diciones no daba productos de reacción incompletos.

Concluido el programa de amplificación (z 5 hs) se agregó a cada
tubo de reacción 100 pl de cloroformo para extraer el aceite mi
neral. Se recuperó la fase acuosa conteniendo el producto de am
plificación.

Para determinar el PMdel producto de PCR, se corrió una alícuota
de 10 pl en un minigel de 1,2 a 2%de agarosa con BrEt, incluyen
do marcadores de PM, PHIX174/HaeIII (Pharmacia).

Los productos de amplificación obtenidos en según 2.27.1 y .2
fueron purificados en geles de agarosa de bajo punto de fusión
(ver 7.35) para preparar sondas por randompriming (2.38) o para
subclonar en el fago M13(2.28).2.28)W
Para subclonar el ADNcde los recombinantes de thll se utilizó
la forma replicativa (RF) del fago M13. Se utilizaron los vecto
res comerciales: MIBRF mp18, M13 mp18/EcoR1 fosfataseado
(PHARMACIA).

-76



Materiales y Métodos

2.28.1) ananacián del inserto:

Comofuente de inserto se utilizaron:

Para el subclonado de insertos menores de 400 pares de bases (pb)
se utilizó el producto de la digestión del ADNtotal de thll,
sin purificar el inserto liberado por el corte de restricción. Ya
que debido a la diferencia de tamaño entre el fago thll y los
insertos a subclonar hubiera sido necesario cortar 10 pg de ADN
del fago X para poder eluir de un gel solo 100 ng de inserto.

Pero en los casos comoLbbl, con insertos significativamente ma
yores comienza a ser importante la competencia entre el inserto y
los brazos de thll por el vector M13;por eso para estos casos
se purificó el inserto, por geles de agaros de bajo punto de fu
sión (ver 2.35).

También se utilizó el ADNcamplificado por PCR. Para subclonarlos
se digirieron los productos de cada amplificación con EcoRI.

2.28.2)WMMMWLÜL
Las experiencias de ligado a ADNde M13se llevaron a cabo en las
siguientes condiciones:

Extremos relacion molar Vector Ligasa Temp Tiempovectorzinserto

Cohesivos 1:1/1:5/1:10 10 ng 1 U l4-16°C 12-18 hs

La reacción se llevó a un volúmen final de 10 ul.

Comocontrol de cada ligación se incluyeó una reacción de ligado
con vector sin inserto.



Materiales y Métodos

Los productos de ligación fueron utilizados para ensayos de
transformación de una cepa de E;Q911_F+(que le confiere un feno
tipo portador de pili), JMlOl, llevadas a estado de competencia
según el procedimiento que se describe a continuación.

2.28 3) thengián de bacterias E;_2211_lnlfll campstentes

Se inoculó una colonia aislada de E. coli JM101seleccionada en
medio minimo (selección F') en 2 ml de medio 2TY,y se incubó O.N.
a 37°C con agitación.

Del cultivo cultivo saturado; una parte se diluyó 1:5 en ZTY
(5 m1) e incubó a 37°C para utilizar comocultivo estacionario y
la otra parte, fue diluida 12100 en 50 m1 de ZTY, e incubada a
37°C hasta D.0.850: 0,2-0,4.

El cultivo en fase exponencial fue cosechado por centrifugación
durante 10 min a 3000 rpm. El pellet de bacterias se resuspendió
suavemente en 0,5 vol (25 ml) de CaClz 50 mMestéril frio. Se De
jó l h en hielo.

Se centrifugó por 10 min, a 3000 rpm a 4°C. Se resuspendió el pe
llet en 1/10 del volumenoriginal (5 ml). Las células así prepa
radas alcanzan el máximode eficiencia de transformación recién a
las 6hs, pudiendo ser guardadas en hielo hasta 24 hs, tiempo a
partir del cual la eficiencia vuelve a bajar. ( Maniatis et al,
1982).

2.28.4) Iransïgrmagián de células competentes (JM101).

La eficiencia de transformación se determinó con ADNRF de M13de
masa conocida. Se empleó 0,3-0,5 vol de la reacción de ligación
por cada ensayo de transformación.
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200 pl de bacterias competentes en frío.
0,5 vol de reacciónes de ligación.
1 hora en hielo.
2 min a 42°C (shock térmico).
200 pl del cultivo estacionario JMlOl.
35 pl de X Gal 2%.
20 ul de IPTG 100 mM.

Se mezcló con 3 ml de LB - top agarosa fundido mantenido a 48°C,y
se volcó suavemente sobre placas de 9 cm de diámetro con LB y se
incubó toda la noche a 37°C.

Se analizaron las placas de retardo de crecimiento de M13obteni
das: Las placas azules corresponden a los fagos no recombinantes
(M13salvaje lao Z+) y las blancas corresponden a posibles M13
recombinantes (lac Z-).

En cada experiencia de transformación se incluyeron varios con
troles: a) bacterias solas sin ADN.

b) vector solo, autoligado.
o) 1 ng de ADNRF del fago M13 salvaje.

El criterio de validación de la experiancia fue el siguiente:
— No debía crecer una sola placa de retardo blanca en la trans

formación a.
La placa b no debia presentar, o presentar un un orden menos
de placas blancas que las transformaciones no control.
La experiencia c dá la eficiencia de transformación y esta de
bia estar en concordancia con el númerode placas del control
b.

Cumplidosestos tres requisitos se continuaba el análisis de las
transformaciones de los subclones recombinantes. Los subclones
positivos se identificaron por hibridación comose describe en
2.29 y 2.39. En el caso de insertos mayores que 800 pares de ba
ses se picaron varias placas blancas, se preparó el ADNssy se
identificaban los recombinantes por la diferencia en la migración
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en gel de agarosa con respecto al fago M13mp1835salvaje.

Una vez identificados los recombinantes, se preparó ADNsc (2.30)
y se secuenciaron solo un par de subclones complementarios deter
minados por C-test comose detalla en 2.29.b.2.29)
a) Por rastreo con sondas radiactivas:
La transferencia del ADNde las placas de retardo del crecimiento
bacteriano se describe en la sección 2.23. La hibridización y la
vado de los filtros se realizó comose describe en 2.39.

b) Seleción de los fagos complementarios, para su secuenciación:
(Determinación de complementaridad por retardamiento en geles).

El métodoconsiste en verificar el retardo de la migración en ge
les de agarosa del ADNscde un fago recombinante M13 cuando el
ADNscde su inserto puede formar un híbrido parcial con otro fago
M13que lleva su cadena complementaria. Así se identifican pares
de fagos M13que contienen las dos orientaciones del inserto.

Se parte de la minipreparación de ADNsimple cadena y se juntan
de a pares las preparaciones.

- 5 ul ADNsc A (100-200 ng)
— 5 ul ADNsc B (100-200 ng)
- 1 ul NaCl 2.5 M

Se desnaturalizó 30 min a 60°C, en baño seco y se hibridizó en
friando lentamente hasta temperatura ambiente.

Luego se agregaron 2 ul de buffer de siembra (BPB). Las muestras
asi tratadas se corrieron en un gel de agarosa 0,7% y se selec
cionaron los pares que se hayan retrasado en la corrida electro
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forética.

2.30) PWETMRHCION DE ADN DE SIMPLE CADENA DEL FAGO M13

Se partió de una placade inhibición de crecimiento bacteriano de
fagos M13recombinantes, aislada. Se la tomó incluída en un blo
que de agar, o bien se tomó una porción con escarbadiente o con
una punta para micropipeta P200.

Con este material se inoculó un tubo de 2 ml de ZTY conteniendo
10 ul de un cultivo saturado de células JM101. Se incubó durante
5 hs a 37 °C. Se centrifugó por 10 min a 5000 rpm y se transfirió
el sobrenadante a un tubo Eppendorf al que se le hizo una segunda
centrifugación por 5 min.

Se transfirieron 1,2 m1del sobrenadante a un nuevo tubo al que
se le agregó 200 ul de una solución 20 % PEG 6000, 2,5 N ClNa. Se
mezcló por inversión , se dejó 15 min a temperatura ambiente.

Se centrifugó durante 10 min y se descartó el sobrenadante, se
centrifugó y se extrajo el PEGremanente en las paredes del tubo,
con pipeta Pasteur afilada. Este paso es critico porque el PEG
interferiría con 1a reacción de secuencia.

El pellet de fagos se resuspendió en 200 ul de TE.

Se extrajo con 100 ul de fenol y se separaron las fases por cen
trifugación.

El fenol remanente en la fase acuosa se extrajo dos veces con 3
volúmenes de éter previamente saturado en HZOü.

La fase acuosa se precipitó con AcONa0,3 My 2,5 vol de etanol
absoluto durante 20 min a -70°C , se centrifugó durante 15 min,
descartando el sobrenadante.
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El pellet fue lavado con etanol 70%, secado bajo línea de vacio y
redisuelto en 22 ul de buffer TE.

Se utilizaron 5ul-7ul de cada preparación por cada reacción de
secuenciación.2.31)
SECUENCIACION DEL ADNb:

La secuenciación de ácidos nucleicos se llevó a cabo por el méto
do de terminación de cadena con dideoxinucleótidos (Sanger,
1977). Para ello se utilizó el kit de secuenciación SequenaseTH,
(USBCorp.) y el primer universal de M13provisto por el mismo
kit.

Se siguieron las instrucciones indicadas por los fabricantes con
Sul de ADNscobtenido como se detalla en 2.30 (esto equivalía
aproximadamente a lpg).

Por cada reacción de secuencia (esto incluye las cuatro letras)
se utilizaron 5uCi de [ -3SS]dATP(1250Ci/mmol). Se corrieron ge
les de poliacrilamida 6 u 8%según la zona a resolver y 7M urea
(ver 2.32).

Para la secuenciación del recombinante Lbbl se sintetizó un oli
gonucleótido a partir de la secuencia obtenida con el primer de
M13.A partir de la secuencia obtenida con este primer interno se
sintetizó un nuevo oligonucleótido para seguir leyendo hacia el
extremo carboxi-terminal; que presentaba problemas de resolución
por estructura secundaria. La secuencia de ambosoligonucleótidos
se muestra en la Fig.25 de resultados.
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2.31.2)Besglugiímdeseguenaiasagnfusmeestmmrasegunda;
ria:

a) Con dITP:
Para resolver las compresiones observadas en los geles de secuen
cia de ADNcde Lbbl, se utilizó el análogo de dGTP (dITP) en la
reacción de secuencia. Las condiciones de reacción son las mismas
que se describen en 2.31. Se utilizaron los reactivos provistos
por el kit SequenaseTM, (USBCorp.) para secueciación con dITP.
Comoel dITP acentúa las pausas de la extención y terminación de
las cadenas sintetizadas durante la reacción; se corrió en para
lelo con reacciones del mismo ADNcutilizando dGTP.

b) Con DMSO:

Se utilizaron los mismos reactivos del kit SequenaseTM, (USB
Corp.), pero se cambiaron las condiciones de reacción y los
primers utilizados. Se utilizó el inserto de Lbbl y de RA2 puri
ficados por gel de agarosa (2.35). El recombinante RA2se utilizó
comocontrol de la reacción ya que su secuenciación no presentó
problemas por estructuras secundarias. Se utilizaron los primers
1218 y 1222 utilizados para la reacción de PCRy en el caso de
Lbbl el primer interno 2 (ver secuencias de los primers en resul
tados Fig.24).

Annealing:
ADN(purificado, lOOnB/ul) 5u1
5x reaction buffer 2pl
DMSO (100%) lul
primer (20 pmoles) Zul

La mezcla se desnaturalizó durante 10 min a 100°C , y se agregó
aceite mineral para prevenir la evaporación. Luegose colocó in
mediatamente en hielo seco durante 5 min. Se llevó a temperatura
ambiente y se agregaron 5,5pl de la siguiente solución:

_ 83 _



Materiales y Métodos

DTT 0,1M lpl
Reaction Mix (dGTP) 0,2p1
358 dATP (GOOCi/mmol) 0,5pl
DMSO 100% 0,6pl

H20 3,0p1
Enzima (Sequenase) 0,2p1

Se dejó 2 min a temperatura ambiante y se alicuotó 3,2pl de esta
racción a 4 tubos que contenían 2,5ul de cada una de las mezclas
de dodeoxinucleótidos y 0,25ul de DMSO. Se incubaron todos los
tubos a 37°C durante 20 min. Se paró la reacción agregando 5pl de
Stop solution (kit USB).

En el momento de sembrar el gel se incubaron los tubos 3 min a
100°C Las condiciones de electroforesis y exposición del gel se
describen en 2.32.

2-32)GMWMIALELAM!
Se utilizaron geles verticales de 20 x 35 cm o 30 x 400m, con es
paciadores de 0,3 —0,4 mm.

A partir de una solución stock de acrilamida: bisacrilamida
(40:2) 40% se preparó una solución de 6 ó 8% en TBE 1X

Para la preparación de geles desnaturalizantes, se disolvieron 42
gr de urea (Sigma) cada 100 ml de solución de armado del gel. La
polimerización se realizó llevando a 0,8 mg/mlde persulfato de
amonio y 0,08 % V/V de TEMED.

Las electroforesis se llevaron a cabo aplicando una potencia
constante de 35 W para geles de 20 x 35 cm y de 60 Wpara geles
grandes de 30 x 40 cm.

Concluida la migración se fijó el gel en metanol 10 %, acético
10%y agua, durante 20 min. Los geles con urea luego de fijarlos
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se enjuagaron con agua de la canilla para sacar la urea remanen
te.

Los geles se secaron en vacío a 80°C durante aproximadamente dos
horas. Los filtros se expusieron sobre películas AGFA-GEVAERT
Curix RPl durante toda la noche a temperatura ambiente.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS:

2.33)

Se resuspendió 1 g (peso húmedo) de parásitos en 20 vol de buffer
1. Se agregó proteinasa K hasta la concentración final de 100 ug/
ml y se incubó durante la noche a 37°C.

Se extrajeron las proteínas con fenol que luego se extrajo 3 ve
ces con cloroformo-isoamílico.

Se recuperó la fase acuosa y precipitó el ADNen 2,5 vol de eta
nol absoluto y 0,1 vol de NaAcO3M, pH: 6,0. El pellet se resus
pendió en 10 ml de TE y se llevó a una concentración de 0,83 g/ml
de CsCl más 0,01% de BrEt. Se realizó una ultracentrifugación en
Sorvall OTD65B con rotor de ángulo fijo 50ti a 40000 rpm durante
36 Hs a 18°C Se recuperó la banda de ADNlineal.

Se extrajo el BrEt 7 veces con isobutanol. El ADNse precipitó en
presencia de NaAcO0,3 My 2,5 vol de Etanol absoluto durante 15
min a —70°C, y luego se centrifugó durante 20 min a 10000 rpm a
Temp amb. Se lavó 2 veces con Etanol 70% frío y se secó a1 vacio.
Finalmente se guardó disuelto en TE a una concentración aproxima
da de 500 ng/ul.
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2.33.1)CHANIIEIQAQILMDEADDL

a)P_Qralistnciaa2_6_Qnm

Para cuantificar el ADNse midió la absorvancia a 260nm, teniendo
en cuenta que 1 u de D02so equivale a 50ug/ml de DNA.

b)RQrInLensidaddeflmmncia¿

Este método utilizado en la mayoria de los casos, consistió en
correr en un minigel de agarosa tres diluciones seriadas de la
muestra a cuantificar junto con otra muestra de DNAde masa cono
cida, y comparar las intensidades de la fluorescencia producida
por la incidencia de luz ultravioleta sobre los ADNs previamente
teñidos con BrEt.

La masa mínima detectable por banda es de alrededor de 10 ng.2.34)
Las concentraciones de agarosa utilizadas, en función del tamaño
de las moléculas de ADNa resolver, se basaron en las descriptas
por Mhniatis et al, 1932.

Se fundió la agarosa en horno a microondas, y se agregó BrEt para
llegar a una concentración final de 0,5 ug/ml.

Las corridas electroforéticas se realizaron generalmente en un
campode 5-10 V/cma temp. amb. Se utilizó buffer de electrofore
sis TBE1x y buffer de siembra 1x BPB. Los geles fueron visuali
zados mediante transiluminador de luz ultravioleta de 300 nm y
fotografiados con una cámara Polaroid MP-4con filtro rojo (RPC4)
con pelicula Polaroid 665 o 667.
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2.35)WLMMMMAELLBAMEELELQE
9 I J J

Para purificar el inserto liberado del vector por digestion con
enzimas de restricción, se utilizó agarosa LMPde BRLo Nu Sieve
GTC.

El procedimiento para armar el gel y el porcentaje de agarosa a
utilizar son los descriptos para agarosa común(2.34). Los geles
LMPde bajas concentraciones se corrieron a 4°C.

Se corrió el gel a 5 V/cmhasta obtener una buena resolución de
las bandas. Se colocó el gel sobre un trasiluminador y se cortó
el menor bloque de agarosa que contenía la banda que se quería
purificar.

El bloque de agarosa fue colocado dentro de un tubo Eppendorf al
que se agregó 200ul de buffer TE y 100 ul de AcONa 3 M pH 6. Lue
go se incubó a 65°C por 15 min para fundir la agarosa.

Se agregó un volúmen de fenol caliente y se agitó violentamente
con vortex. Se centrifugó por 3 min en microcentrífuga. Se repi
tió la extracción con fenol y se realizaron 2 extracciones con
cloroformo isoamílico.

La fase acuosa fue precipitada con 2 vol de Etanol absoluto. En
los casos en que la masa de ADNera menor a 200 ng, se agregó
carrier T40.

Se dejó 30 min precipitando en hielo Se centrifugó por 15 min y
se lavó el pellet con Etanol 70%, se secó y resuspendió en Buffer
TE.
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2.36) EQHZHE&N_BLQL&

Para visualizar la hibridización de los ADNscorridos en geles de
agarosa con sondas radiactivas, se transfirió el gel a membranas
de nylon, del siguiente modo:

Una vez corrido el gel se lo pretrató durante 10 min con una so
lución de HCl 0,25N (favorece la transferencia de fragmento gran
des). El gel se lavó con Hzo bidestilada durante 15 min con agi
tación lenta y se renaturalizó con una solución de NaOH0,2N y
NaCl 0,6N por 30 min ; posteriormente se hicieron 3 lavados de 20
min cada uno con buffer fosfato de sodio 0,025M, pH 6,5.

A continuación se transfirió el DNA a un filtro de HYbondN o
Hybond N+ por capilaridad, según el método de EQHLbfiLü.(1975) en
buffer 20 x SSC 12 hs. Antes de sacar el filtro se marcaron los
lugares de siembra, se enjuagó la membrana suavemente con 2 X SSC
y finalmente el ADNse fijó al filtro exponiéndolo durante 10 min
a la luz ultravioleta.

Los filtros se guardaron secos entre 2 papeles wattman a tempera
tura ambiente hasta el momentode su utilización.

Para poder reutilizarlos se sumergieron en una solución 0,1% con
SDS, que se llevó a evullición durante 30-60 min dejandose en
friar a temperatura ambiente.

2.37) ELEQZRQEQREEIE_DE;AEfl_EN_GELEE_Qïgm&üfiïütifllüüuuyüfllïl

Estos geles fueron utilizados para visualizar la calidad de las
preparaciones de ARNpara construir las bibliotecas de expresión
y experiencias de Northern blot.

a) Preparación de la muestra para la siembra en el gel;
Por cada carril del gel se preparó:
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- 1-5 pg de ARNtotal (control calidad de preparaciones de ARN).
- 25 pg de ARNtotal o 5 pg de ARNpoli A+ (Nbrthern blot).

En ambos casos se agregó:
- 50%Formamida.
- 6% de Formaldehido.
- 1x de MAE(ver armado del gel).

El volúmen de la mezcla a sembrar se completó con H20.
Se incubó el ARNdurante 15 min a 65°C , se lo pasó a hielo y se
le agregó 1 pl de BrEt 0,2 mg/ml y buffer de siembra BPB 1x.

b) Preparación del gel desnaturalízante con formaldehído:

Se preparó agarosa 1,5% con el agregado de formaldehído 6%y tam
pón MAE1X (Lehrach et al, 1977). El tampón MAE10X contiene:

MOPS 0,2 M.
NaAcO 50 mM.
EDTA 10 mM.llevado finalmente a pH:7,0 con NaOH.

El formaldehído utilizado fue previamente desionizado y se con
troló que su pH no fuera menor que 5.

Comocriterio de integridad y marcadores de peso molecular se
utilizaron las bandas características de ARNribosomal de ZhgzgaioW segúnelcaso.
La corrida se realizó a temperatura ambiente a 8 V/cm y se agregó
tampón de corrida hasta cubrir apenas el gel evitando la remoción
del formaldehído. El ARNse visualizó directamente con lámpara de
luz ultravioleta. En los casos necesarios se fotografió como se
detalla en 2.34.

Las electroforesis para ngzzbgza_blgj_se corrieron dentro de la
heladera, en Buffer MOPS1x a 50 V durante toda la noche, hasta
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que el BPBhubo migrado 18 cm aproximadamente, desde el lugar de
siembra.

Para verificar la calidad de preparaciones de ARNse usaron mini
geles, adecuando las cantidades de los reactivos y condiciones de
electroforesis a las dimensiones del gel.

c) Transferencia y fijación del ARN:

Finalizada la corrida electroforética, se transfirió el ARNa
membranas de Nylon Hybond N+. La trasnsferencia se realizó por
capilaridad en el buffer 20 x SSC, durante 12 hs. Se marcó sobre
el filtro los lugares de siembra de la muestra, para poder esti
mar los pesos moleculares en función de la distancia recorrida
del mensajero que hibridizará con la sonda radiactiva, y la dis
tancia recorrida por los ARNribosomales (de peso molecular cono
cido). Finalmente se lavaron los filtros con 2 x SSC, para remo
ver la agarosa, y se fijó el ARNpor exposición de los filtros a
luz ultravioleta durante 10 min.2.38)
Feinberg y Vogelstein introdujeron el uso de secuencias al azar
para iniciar la síntesis del ADNsobre un templado desnaturaliza
do en varios sitios a lo largo de su longitud. Por este método se
puede marcar ADNsin necesidad de vectores específicos.

La cantidad de ADNsintetizado de NOVOgeneralmente excede la
cantidad de ADNusado para iniciar la reacción, por lo tanto ocu
rre desplazamiento de hebra; asi la misma región de ADNpuede ser
copiada más de una vez por diferentes hexanucleótidos al azar.

Se parte de bajas cantidades de ADN,permitiendo obtener sondas
de muyalta actividad especifica.
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Reacción de marcado:

Se utilizó el kit de Múltiprime DNAJabelling system (Amersham)
RPN.1601Z.

La reacción de marcado se realizó en las condiciones indicadas
por el catálogo adjunto con el kit. Para la marcación generalmen
te se utilizó [a32PJdCTP 3000 ci/mmol, o [a32PJdATP 3000 ci/mmol.

El ADNa partir del cual se sintetizaria la sonda se llevó a una
concentración de 25 ng/pl en no más de 10 ul de TE. Luego se des
naturalizó la muestra por calentamiento a 95°C o 100°C por 5 mi
nutos en un baño de agua hirviendo y se enfrió rápidamente en
hielo.

La reacción se dejó no menos de 5 hs a temperatura ambiente.

Precipitación selectiva del ADN

Este procedimiento permite la precipitación de ADNde más de 20
nucleótidos de modoque los nucleótidos no incorporados quedan en
el sobrenadante.

Concluida 1a reacción de marcado se agregó 50 pl de 4MAcoNH4pH:
4.5 y 200 pl de Etanol absoluto. Se incubó 15 minutos a —70°C.

Se calentó el tubo a 37°C 2 min, para resuspender los nucleótidos
libres que puedan haber pellet.

Se centrifugó la muestra a 12000 rpm en microcentrifuga durante
15 min, se trasvasó el sobrenadante a otro tubo y se midió la ra
dioactividad del pellet y el sobrenadante. La diferencia entre
ambaspermite estimar la eficiencia de incorporación.

Se lavó el pellet una vez en 500 pl de 0.67 MAcoNH4pH:4.5, 67%
de Etanol y centrifugó por 1 minuto. Luego se descartó el sobre
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nadante y se lavó una vez en 90% de Etanol de la misma manera.

Finalmente se disolvió el pellet en TE pH: 8,0. Las sondas obte
nidas fueron en generalmente tuvieron una actividad del orden de
10s dpm/ug.

2.39) QQN21QIQNE5.2ELHIERL2AQIQfl_EAEA_fiQNQAE_QELALIH_HQHQLQGIAJ

Las condiciones de hibridización utilizadas fueron para sondas
con homología mayor del 90%.

Las hibridizaciones se llevaron acabo con 1.105 cpm/ml de solu
ción de hibridización. Por cada cmz de HybondN+o nitrocelulosa
se utilizó 0,05 ml de solución de hibridación.

Todas las hibridaciones se llevaron a cabo con el buffer de hi
bridización comercial: Rapid hybridisation system de AmershamUK.
Los tiempos de prehibridación e hibridación se llevaron a cabo
según las especificaciones de los proveedores.

La prehibridización se llevó a cabo a 65°C durante 15 min, luego
se inyectó la sonda radiactiva, desnaturalizada a 100°Cpor 5
min. La hibridización se realizó a la mismatemperatura durante 2
hs.

Los filtros fueron lavados en condiciones de alta homologia: Dos
lavados de 20 min a temperatura ambiente durante 15 min en solu
ción 2 x SSC con 2%SDS.

Dos veces a 65°C durante 20 min en 0,2 x SSC con 0,1% SDS.

En paralelo con los lavados se monitoreaban los filtros con un
contados Geiger hasta obtener una buena relación entre la sonda
hibridizada especificamente y diferenciable del ruido de fondo.
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Los filtros se expusieron sobre películas AGFA-GEVAERTCurix RPI
durante toda la noche a -70°C con pantalla intensificadora.



RESULTADOS



Resultados31)sz
3.1.1) Antecedentes:

Comose detalla en la introducción los anticuerpos liticos están
dirigidos contra una o mas proteinas de superficie del parásito
del estadío tripomastigote de 2; gcuzi.

Para trabajar con parásitos que reunieran todas las característi
cas de un tripomastigote infectivo, se decidió construir una bi
blioteca de expresión a partir de tripomastigotes sanguíneos de
ratones infectados.

3.1.2) germinación de la 121111191233en 1511.1

Para construir la biblioteca se eligió la cepa RAque desarrolla
altas parasitemias en ratones, pudiendose obtener un número sig
nificativo de parásitos a partir de 50 ratones infectados.

Se extrajeron las formas sanguínes de los parásitos de ratones
infectados como se detalla en MM2.4.1. Se obtuvo el ADNca par
tir del RNApoli A+ de las formas sanguíneas de 1;_gzuai, Desde
la sintesis del ADNcD.S. hasta el empaquetamiento in Vitro de
los genomasvirales recombinantes se siguieron los pasos descrip
tos en MM2.11.

Se obtubo una biblioteca con 1.5 10B fagos independientes de los
cuales solo un 9%eran fagos thll no recombinantes. La bibliote
ca amplificada en E;_ggli,ï1090 tuvo un titulo de 5 109 u.f.p./
ml.
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3.1.3) Estrategias de Inmungselegción;

De acuerdo con lo descripto en la introducción (1.10) los antíge
nos inductores de anticuerpos liticos (AgLit) deberian ser reco
nocidos por el suero de un paciente antes de iniciado el trata
miento tripanomicida pero no por suero del mismopaciente luego
de la quimioterapia.

Para la realización de esta búsqueda se disponía de una serie de
sueros caracterizados en función de su actividad lítica, cedidos
por la Dra. Krettli (Belho Horizonte, Brasil ver MM2.3.1; Tabla
1). La caracteristica saliente de estas muestras era que pertene
cían a un mismopaciente con seguimiento longitudinal de su capa
cidad lítica. Sin embargo estos sueros presentaban un muy bajo
título de anticuerpos anti-1L_czuzi, Por lo tanto un rastreo in
munológicode una biblioteca de expresión debia realizarse con
diluciones de suero muybajas. Esto implicaba a) riesgo de agotar
los sueros antes de la purificación total de los recombinantes y
b) encarar un rastreo con alto ruido de fondo y la consiguiente
dificultad en la identificación de los positivos.

Para reducir el númerode recombinantes a analizar con estos sue
ros se buscaron estrategias alternativas de rastreo inmunológico.

l l ¡.ll. l l ¡Et2Híïr

El modelo de infección en ratón también ha sido utilizado para
estudiar la inducción de anticuerpos liticos (Krettli y Brener
1982).

Para el rastreo de la biblioteca se utilizó una bateria de sueros
de ratones preparada por el Dr. Laguens (La Plata, Fac Medicina
Cátedra de Anatomía).
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El rastreo realizado pruducia un elevado ruido de fondo debido al
alto titulo de anticuerpos anti-E;_QQ11, Esto trajo aparejado una
gran incertidumbre en la detección de los positivos.

Para reducir al minimoeste problema se preabsorvieron los sueros
con lisado de E;_gg11_(ver MMsección 2.22.

El ruido de fondo no se pudo reducir más. Por lo tanto se buscó
otro camino.

w —.. l. . . .

Existía la posibilidad de utilizar otros sueros humanosen los
rastreos. Estos tenian pro y contras en relación con los sueros
ya citados.

La diferencia fundamental era que no se poseían sueros con y sin
actividad lítica (Lyt+ y Lyt- respectivamente) provenientes de un
mismopaciente. Eran sueros de diversos pacientes sin actividad
lítica debido a quimioterapia, y con actividad lítica. Así el ra
satreo diferencial de la biblioteca con sueros Lyt+ y Lyt- podria
servir para acotar el númerofinal de recombinantes a analizar
finalmente con los sueros brasileros.

Coneste objetivo se realizó el rastreo con las siguientes carac
terísticas:

Se prepararon dos filtros de nitrocelulosa por cada placa de pe
tri con 3 104 fagos. Cada filtro se incubó y reveló primero con
un suero Lyt- y luego con otro Lyt+.

De este modolos 30.000 fagos fueron rastreados simultáneamente
con cuatro sueros distintos.
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El o los fagos reoombinantes elegidos debía ser positivos solo
para los sueros Lyt+.

Tabla 3: Características que debería presentar el clon elegido:

FILTRO I FILTRO réplica
suero 1 suero 2 suero 3 suero 4
Lyt- Lyt+ Lyt- Lyt+

reacti
vidad negativo positivo negativo positivo
del clon
LITICO.

La tabla muestra la reactividad que debería presentar el clon
"lítico".

3.1.4) Resultados del rastreo inmunológico:

A partir del rastreo de 6. 104 fagos se detectaron 9 clones posi
tivos, de acuerdo al esquemaanterior.

Las características de los clones positivos obtenidos en rastreo
diferencial se detallan en la tabla 4.

La purificación de los recombinantes se hizo con el suero, hacia
el cual presentaban mayor reactividad. Sólo el clon recombinante
Lth reunió todas las caracteristicas enunciadas en la tabla 3 y
fue considerado comolitico. Habia otros fagos que reaccionaban
con uno solo de los sueros Lyt+ se siguieron purificando para no
omitir aquellos que pudieran ser subvaluados por su baja reac
tividad con el segundo suero Lyt+.
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Tabla 4:
Reactilidad de los clanes seleccionados:

suero l suero 2 suero 3 suero 4
CLON

Lytl - ++ - —
Lyt2 - + - 
Lyt3 - ++ - 
JLyt4 - + — —
Lyt5 — +++ — —+
Lyt6 - - - ++
Lyt7 — - — -+
Lyt8 — +++ — +++
Lyt9 — -+ — -+

Los sueros utilizados en el rastreo fueron: 1: GJ 2: AG, 3: GL,
4:TM (ver MM2.3.1 y Tabla 2)
El número de cruces indica la intensidad de reacción. (-+) dudo
sa, (+) débil, (++) moderada (+++) intensa.

Algunos recombinantes se perdieron después del primer rastreo.
Por este motivo solo llegaron a ser purificados completamente los
recombinantes: Lyt5, Lyt6, Lyt8 y Lyt2.

3.2) CRITERIOS DE IDENTIDAD ENTRE LOS EAGOS:

Los fagos purificados fueron clasificados para descartar aquellos
que contuvieran la mismainformación genética. Para ello nos ba
samosen los siguientes criterios:

Inmunológico:
1- Reactividad con distintos sueros.
2- Reactividad inmunológica cruzada(Ensayada por

reactividad de anticuerpos especificos).
Genéticos:

3- Tamañodel inserto del recombinante.
4- Hibridización cruzada.
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Se consideraron idénticos aquellos fagos que cumplieran los cua
tro criterios, es decir que: reaccionaran del mismomodocon to
dos los sueros y anticuerpos especificos, tengan el mismo tamaño
de inserto e hibridizen entre si.

Se definieron comoequivalentes aquellos que solo cumplieran los
requisitos 1 y 2.

3.2.1)B.ea_c_t_i1idasiinmunológica de Los mmmhinantes:

En la sección 3.1.4. de resultados se describe la reactividad in
munológica de los fagos frente a varios sueros. En este ensayo
puede observarse que los cuatro recombinantes tienen diferente
reactividad inmunológica para los sueros utilizados en el ras
treo.

Para completar su caracterización inmunológica, los mismosfueron
enfrentados con anticuerpos anti-JL5 (MM 2.2.2), anti-JL52 (MM
2.2.2), inmunopurificados por la técnica de Hall comose describe
en MMsección 2.19. Además los fagos se enfrentaron al suero PM
que poseía fuerte reactividad con una proteína de 1;_gzuai_ de
aproximadamente 7D kDa en western blot (ver más adelante).

El resultado de esta experiencia se muestra en la Fig. 5.

Coneste experimento clasificamos los fagos según su reactividad
inmunológica:

_ 2 fagos semejantes a J15:
Lvt 6
Lyt 2

_ 1 fago reconocido por PM:
Lyt,8
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Figura 5:
Reactividad inmunológica de los fagos recombinantes purificados.
Los recombinantes se sembraron sobre un césped de bacterias E;_
QQ11_Y1090.Antes de la formación de las placas de lisis se cu
brieron con un filtro de nitrocelulosa al cual se transfieren las
proteínas de fusión expresadas por los fagos recombinantes (MM
2.14.4). El panel A muestra el orden de siembra de los recombi
nantes: WT: thll salvaje; J5: JL5; J7: JL7; 52: JL52 (ver MM
2.2.2); L6: Lyt6; L5: Lyt5; L8: Lyt8; L2: Lyt2. Los filtros de
nitrocelulosa fueron incubados con: B: anticuerpos anti-JL52 in
munopurificados a partir de un suero de paciente Chagásico cróni
co ; C: anticuerpos anti-JL5 inmunopurificados a partir de un
suero de paciente con Chagas crónico (MM2.11), D: suero del pa
ciente PM (1 3000).
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Los anticuerpos anti-JLSZ no reaccionaron con ninguno de los re
combinantes analizados. El fago Lyt 5 tampoco fue reconocido por
los anticuerpos utilizados.

Los fagos del grupo JL5 eran muy probablemente porciones de las
proteínas ribosomales P de ILELuai,

El fago Lyt8 reaccionó muy fuertemente con el suero PM diferen
ciándose del resto.

3.2.2) Identidad. 13.9.1:hgmlggia de secuencias de ADE:

Ensayode placas de lisis con sondas radioactivas.

El ADNcde los fagos estudiados en las experiencias anteriores
fueron analizados por la técnica de Dot blot (ver MM2.15).

Los insertos de los fagos Lyt2, Lyt5, Lyt6 y Lyt8 fueron utiliza
dos para preparar sondas radioactivas (ver MM2.38). Las hibridi
zaciones se llevaron a cabo en condiciones de alta rigurosidad
(ver MM2.39).

Las autoradiografías correspondientes se muestran en la Fig.6.

La sonda Lyt8 hibridizó únicamente con ADNdel fago Lyt8, en coi
ncidencia con su reactividad inmunológica (Fig. 5).

Lo mismo sucedió con la sonda Lyt5 y LytS, solo reaccionaron con
sigo mismos. La sonda LytZ hibridizó con JL5, con sigo mismo pero
no hibridizó con Lyt6.

El análisis de estos resultados (Fig. 5 y 6) permitió clasificar
los fagos en cuatro grupos según se indica en la Tabla 5.
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Figura 6:
Identidad de los fagos recombinantes por homología de secuencia
de ADN.Los recombinantes se sembraron sobre un césped de bacte
rias E. CQZÏ Y1090 y se incubaron toda la noce a 37°C.Una vez
formadas las placas de lisis se cubrieron con filtros de nylon.
El ADNtransferido se desnaturalizó y fijó como se detalla en MM
falta escribir esto)Los filtros se hibrdizaron con las sondas oo
rrespondientes y se expusieron para obtener las autorradiografías
(MM2.38 y 2.39). Panel A: Orden de siembra de los recombinantes.
B: Filtro hibridizado con la sonda Lyt2; C: sonda Lyt5; D: sonda
Lyt6; E: sonda LytS.
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TABLA 5:

GRUPOS Fago grupos por homología de
inmunológicos secuencia nucleotídica.

PM Lyt8 Lyt8.

(7¿) Lyt5 Lyt5.

P-JL5: Lytz P-JL5.

P-JL5 Lvt6 Lyt6.

El signo de interrogación para definir el grupo inmunológico de
Lyt5 se debe a que este no ha podido ser agrupado en ninguno de
los grupos conocidos. Tambien se intentó resaltar la diferencia
entre la reactividad inmunológica y la hibridización de sondas
que se observaron para los fagos Lyt6, JL5 y Lyt2.

La reactividad inmunológica de los fagos Lyt6 y Lyt2, y la homo
logia de secuencia de Lyt2 con JL5 señalaron a estos recombinan
tes comointegrantes de la familia de proteinas ribosomales P. Su
estudio fue encarado por Alejandro Schijman, (tesis en prepara
ción).

Por otro lado los fagos Lyt5 y Lyt8, no eran identícos ni podían
agruparse en función de su reactividad inmunológica. Para una ma
yor caracterización de ambosse continuó con su estudio genético.3.3)
La caracterización genética de los recombinates Lyt5 y Lth se
realizó para:

a) identificar la secuencia clonada.
b) determinar el origen parasitario de los pépti

dos clonados.
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3 3.1) Determinación del tamaño de las insertas:

Por la técnica de PCR se amplificaron los insertos de ambos re
combinantes y el producto de la amplificación se purificó por gel
de agarosa como se detalla en MM2.27.2.

El recombinante LYTBcontiene un inserto de aproximadamente 1100
pares de bases, y el fago Lyt5 contiene un inserto algo menor que
100 pares de bases, por este motivo no se continuó con su estu
dio.

3.3 2) Caracterización del ARNmsnsaierQgue cediíica nara el
recambinante Lyt8:

Se corrió el ARNtotal de JLQLuziJ estadio tripomastigote en gel
de agarosa 1,5% formaldehído y se transfirió a una membrana
Hybond N+ como se datalla en MM2.37. Los filtros fueron hibridi
zados con una sonda radioactiva del inserto LYTS,obtenida por
Randompriming del ADNcpurificado (ver MM2.38 y 2.39).

El análisis de Northern blot (Fig.7) indica que el ARN mensajero
que codifica para LYTStiene un tamaño aproximado de 2,5 kb.

3.3.3) Southern big; del recgmhinants inflr

El resultado de southern blot se visualiza en la Fig.7 panel A.
La sonda Lyt8 hibridizó con una banda de mas de 25 kb luego de
digerir el ADNcon EcoRI, y una banda de 2,5 kb cuando el ADNto
tal de 1L21uai_fue digerido con SmaI. Dado que se observó una so
la banda en ambos casos es probable que el ADNque codifica para
Lyt8 esté localizado en un solo locus en la cepa RA. No se puede
excluir la existencia de seudogenes relacionados para lo cual de
bería realizarse la mismaexperiencia pero en condiciones de me
nor astringencia.
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Figura 7:
Análisis de Southern y Northern blot de l;gzu&i_ para el fago
Lth. Panel A: Se corrieron 10 pg/calle de DNAgenómico digerido
con las enzimas de restricción E: EcoR I y S: SmaI (ver MM2.25 y
2.37); hibridizado con la sonda del inserto Lth marcado con P32
como se detalla en MM 2.38. El fago lambda digerido con HindIII
fue utilizado comopatrón de pesos moleculares que se expresan en
kb. Panel B: Se corrieron 10 pg de ARNtotal de anrgai RA/calle
en geles de agarosa con formaldehído (ver MM2.37). Se transfirió
a membranasde nylon. El filtro fue hibridizado con la sonda Lth
marcada con P32 (ver MM2.38). Panel C: muestra el estado del ARN
(tinción con Bromurode Etidio) utilizado en las experiencias de
Northern blot.
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3.3.4) delclonLim:
Para secuenciar el ADNcLyt8 se siguieron dos caminos. Por un la
do se subclonó en M13el producto de amplificación por PCRy por
otro lado se subclonó el ADNc obtenido por digestión con EcoRI
(ver MM2.26 y 2.27) a partir del ADNtotal del fago lambda.

La secuencia total del ADNcse obtuvo por superposición de las
secuencias obtenidas de la cadena codante y su complementaria.

En amboscasos se corrieron geles de tres depósitos para extender
la lectura.

La secuencia obtenida se muestra en la Fig.8.

La comparación de la secuencia con el banco de datos EMBL/Gen
Bank, el tamaño del mensajero y el perfil del figujbezablgt_ son
coincidentes: Lth codifica para la región carboxiterminal de una
proteina de choque térmico de 70 kd de 1;gzuzi_descripta por pri
mera vez por para la cepa Maracay (Requena y col. 1988) y luego
para la cepa Perú (Engmany col en 1989), ver Fig.16.

3.4)WWW:
La caracterización inmunológica se basa en la reactividad cruzada
que debería existir entre el producto del ADNcclonado y determi
nantes antigénicos de proteinas parasitarias. En este caso los
anticuerpos anti-Lth inmunopurificados del suero PMdeben reac
cionar con proteínas de tripomastigotes de 2; crgaj.

Para ello, los anticuerpos que reconocen secuencias del fragmento
clonado, son eluidos y posteriormente utilizados para identificar
la proteina parasitaria con la cual compartedeterminantes anti
génicos.
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AAG AAA AGC CAG ATC TTC TCG ACG TAC CCG GAC AAC CAG CCG GGC GTG
K K S Q I F S T Y P D N Q P G V

CAC ATC CAG GTC TTT GAG GGG GAG CGT GCG ATG ACG AAG GAC TGC CAC
H I Q V F E G E R A M T K D C H

CTG CTC GGC ACA TTC GAC CTG TCC GGC ATC CCG CCG GCG CCG CGC GGT
L L G T F D L S G I P P A P R G

GTG CCC CAG ATT GAG GTG ACC TTT GAC CTC GAC GCC AAC GGC ATC CTG
V P Q I E V T F D L D A N G I L

AAC GTG TCC GCG GAG GAG AAG GGC ACC GGC AAG CGC AAC CAG ATT GTC
N V S A E E K G T G K R N Q I V

ATC ACG AAC GAC AAG GGC CGC CTG AGC AAG GCG GAC ATT GAG CGC ATG
I T N D K G R L S K A D I E R M

GTG TCC GAG GCT GCC AAG TAC GAG GCG CAG GAC AAG GAA CAG CGC GAC
V S E A A K Y E A Q D K E Q R D

CGC ATT GAC GCA AAG AAC GGT CTT GAG AAC TAC GCA TTT TCG ATG AAG
R I D A K N G L E N Y A F S M K

AAC ACC GTA AAC GAG CCG AAC GTC GCT GGC AAG ATT GAG GAG GCC GAC
N T V N E P N V A G K I E E A D

AAG AAC ACG ATT ACG AGT GCC GTG GAG GAG GCA CTG CAA TGG CTG AAC
K N T I T S A V E E A L Q W L N

AAC AAC CAG GAG GCC AGC AAG GAG GAG TAC GAG CAC CGC CAG AAG GAG
N N Q E A S K E E Y E H R Q K E

CTG GAG AAC CTG TGC ACG CCC ATC ATG ACG AAG ATG TAC CAG GGC ATG
L E N L C T P I M T K M Y Q G M

GGC GCG GGC GGC GGT ATG CCC GGA GGT ATG CCT GGT GGA ATG CCC GGA
G A G G G M P G G M P G G M P G

GGT ATG CCT GGT GGA ATG CCC GGG GGC ATG CCT GGC GGC GCG AAC CCG
G M P G G A N PG M P G G M P G

TCG TCT TCG TCA GGA CCG AAG GTG GAG GAA GTG GAC TGA GAGCGCA TCC
S S S S G P K V E E V D *

CCGA AGATGTTC TCATGGC GGCGTCT GCTCGCG AACCAA TAGCCCG TTGGTTT

TCTCCCT TGTAGAGC GTAGAGGT CTGCGACA AACCCAG CTGCCA TCACTAT TTT

TATT ATTGGTT TTTTCCCC TCTCCATT ATTATTAT TATTATT ATTGTT TTTCTTC

GCTCTCC ATTATTA TTATTGTT ATTATTAT TATTACGG TTGTTAA AAAAAAAAAAA

AAA A AAAAAA

Figura 8:
Secuencia de nucleótidos y su traducción a aminoácidos del cADN
del recombinante LytS. Las letras resaltadas señalan las repeti
ciones GGMP.(*): codón de finalización de latraducción.



Resultados3.4.1)
hytfi:

Los anticuerpos anti-Lth fueron preparados por el métodode Hall
(Hall y col. 1984) que se describe en MMsección 2.19.

Estos anticuerpos reaccionaron con una sola banda de 70 kDa en
Western-blot de extracto total de 1;_g¿uai, En la Fig.9 calle 3
puede observarse la banda de 70 kda reconocida por los anticuer
pos inmunopurificados.

3.5) ESTUDIODE LA h5p70 DE Z, prgai:

Para apmpliar la secuencia clonada (estadio tripomastigota de la
cepa RA)y estudiar las formas del estadio epimastigote de la ce
pa Tul 2, utilizamos dos tipos de rastreo:

3.5.1)Bas_teminmunolágimdelahihliomg_ademmmas_tigoïesr

Para el rastreo de la biblioteca se utilizaron anticuerpos anti
Lyt8 inmunopurificados del suero PM. A partir de 3.104 fagos de
la biblioteca amplificada. Se aisló un recombinante que se deno
minó: M98.

36.2)3astneoconsondasnadioactimdelahihlioïmdeeni;
mafitjggtesr

La biblioteca de epimastigotes de 1;gzgai_de la cepa Tul 2 fue
construida en el laboratorio en 1987 (Mesri tesis Doctoral); El
rastreo se realizó con la sonda Lyt8. Se utilizó ADNdel fago
Lth comocontrol positivo del rastreo. Las condiciones de hibri
dación utilizadas fueron de alta rigurosidad, para encontrar se
cuencias con alta homologia como se detalla en MM2.39.
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Figura 9:
Reactividad de los anticuerpos anti-Lth con proteínas totales de
tripomastigotes de cultivo. Se depositaron 30pg/calle de homoge
nato total de los parásitos. El gel se corrió comose detalla en
MM2.6. Una parte se tiñó con Coomasie blue, ver 2.6.1 (calle 1)
y 1a otra se transfirió a un filtro de nitrocelulosa (MM2.6 2).
El filtro se incubó con los anticuerpos anti-Lyts y reveló como
se describe en MM2.24 (calle 3). La calle 2 muestra los marcado
res de peso molecular.



Resultados

Deeste rastreo se obtuvieron 5 clones positivos y se purifucaron
a homogeneidadreutilizando la sonda. El proceso de purificación
eliminó 3 de los 5 fagos iniciales. Los nombres de los fagos son:
HSL12 y HSL13.

3.6.) CARACTERIZACION IMMUNOLOGICHDE LOS NUEVOS CLONES:

Se ensayó la reactividad de los fagos M98, HSL12y HSL13con an
ticuerpos anti-LYTB inmunopurificados del suero AG(ver MM 2.3.1
y Tabla 2 ).

Se realizaron ensayos de placas de lisis. Solo el recombinante
M98expresó una proteína de fusión reconocida por los anticuerpos
anti-Lth, indicando que ambos recombinantes comparten determi
nantes antigénicos (Fig.10).

La no reactividad de los fagos HSLpodía deberse a dos motivos.
Por un lado, que ninguno de los clones expresaran la proteina de
fusión en fase para poder ser reconocida inmunológicamente por
los anticuerpos. 0 bien que alguno de los recombinantes presente
homología de secuencia pero no reaccione inmunológicamente por no
compartir determinates antigénicos con el ADNcde fago LytS. El
tamaño de las proteínas de fusión obtenidas para los recombinan
tes HSL12y HSL13, confirman que las secuencias no estaban en
fase con el marco de lectura de la B-galactosidasa.

3.7) CHRACTERIZACION GENETICA:3.7.1)
La determinación del tamaño fue uno de los criterios que utiliza
mos para discriminar los fagos ya que en este caso trabajamos con
bibliotecas amplificadas.
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W12345

Figura 10:
Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-Lth purificados del
suero PMcon las proteínas de fusión producidas por los recombi
nantes Lyt8, M98, HSLlZ y HSL13. Los fagos se sembraron sobre el
césped de E;_QQ11_Y1090.Antes de visualizarse la lisis bacteria
na, se cubrieron con un filtro de nitrocelulosa impregnado en
IPTGhasta la formación de las placas de lisis (MM2.13.4). 1:
reoombinante Lyts, 2: recombinante M98, 3: reoombinante HSLlZ, 4:
recombinante HSL13, 5: recombinante JL? (ver MM2 2.2); W: fago
lgtll salvaje.



Resultados

El tamaño de los recombinantes M98, HSL12 y HSL13 se determinó
por PCR (MM2.27.0), en el mismo ensayo también se amplificó LYTB
comocontrol y se corrió junto con todas las muestras mas los
marcadores de Peso molecular.

El recombinante M98contenía un inserto de 1300 pares de bases,
HSL12: aproximadamente 600 y HSL13: 300 de pares de bases.

3.7.2)WMWMMW:
El ADNcde los tres recombinates se subclonó en M13-mp18y se
cuenció como se detalla en MM2.28 y 2.31.

Con respecto al ADNcde Lyt8 la secuencia del recombinante M98se
extiende 96 pares de bases hacia el extremo 5' del mensajero. El
resto de la secuencia es idéntica (Fig.11).

Este nuevo recombinante dió un patrón de Sputagcn y Northfica bZQÉ
iguales a los de LYT8confirmando la identidad determinada por la
secuencia.

Las secuencias de los recombinantes HSL12y HSL13presentaron di
ferencias de secuencias con respecto a Lyt8 (Figs.12 y 13). Algu
nas podrían atribuirse a la diferencia entre cepas, comoel caso
de HSL12 (Fig.12), sin embargo en el caso del recombinante HSL13,
hay extensas diferencia en la región 3' no codante que no pueden
ser explicadas del mismomodo, ver Fig.14.

La comparación de las secuencias traducidas del ADNcde los re
combinantes HSLcon la de los recombinantes Lyts y M98, muestra
que ambas proteinas son idénticas excepto en el número de repeti
ciones del terapéptido GGMPque son cuatro para la cepa Tul 2 y
seis para la cepa RA(ver Figs.16 y 27).

— 107 



CCG CTG ACG CTT GGC ATC GAG ACG GCG GGT GGC GTC ATG ACG TCG CTG
P L T L G I E T A G G V M T S L

ATC AAG CGC AAC ACG ACG ATT CCG ACC AAG AAA AGC CAG ATC TTC TCG
I K R N T T I P T K K S Q I F S

ACG TAC CCG GAC AAC CAG CCG GGC GTG CAC ATC CAG GTC TTT GAG GGG
T Y P D N Q P G V H I Q V F E G

GAG CGT GCG ATG ACG AAG GAC TGC CAC CTG CTC GGC ACA TTC GAC CTG
E R A M T K D C H L L G T F D L

TCC GGC ATC CCG CCG GCG CCG CGC GGT GTG CCC CAG ATT GAG GTG ACC
S G I P P A P R G V P Q I E V T

TTT GAC CTC GAC GCC AAC GGC ATC CTG AAC GTG TCC GCG GAG GAG AAG
F D L D A N G I L N V S A E E K

GGC ACC GGC AAG CGC AAC CAG ATT GTC ATC ACG AAC GAC AAG GGC CGC
G T G K R N Q I V I T N D K G R

CTG AGC AAG GCG GAC ATT GAG CGC ATG GTG TCC GAG GCT GCC AAG TAC
L S K A D I E R M V S E A A K Y

GAG GCG CAG GAC AAG GAA CAG CGC GAC CGC ATT GAC GCA AAG AAC GGT
E A Q D K E Q R D R I D A K N G

CTT GAG AAC TAC GCA TTT TCG ATG AAG AAC ACC GTA AAC GAG CCG AAC
L E N Y A F S M K N T V N E P N

GTC GCT GGC AAG ATT GAG GAG GCC GAC AAG AAC ACG ATT ACG AGT GCC
V A G K I E E A D K N T I T S A

GTG GAG GAG GCA CTG CAA TGG CTG AAC AAC AAC CAG GAG GCC AGC AAG
V E E A L Q W L N N N Q E A S K

GAG GAG TAC GAG CAC CGC CAG AAG GAG CTG GAG AAC CTG TGC ACG CCC
E E Y E H R Q K E L E N L C T P

ATC ATG ACG AAG ATG TAC CAG GGC ATG GGC GCG GGC GGC GGT ATG CCC
M G A G G G M PI M T K M Y Q G

GGA GGT ATG CCT GGT GGA ATG CCC GGA GGT ATG CCT GGT GGA ATG CCC
G G M P G G M P G G M P G G M P

GGG GGC ATG CCT GGC GGC GCG AAC CCG TCG TCT TCG TCA GGA CCG AAG
G G M P G G A N P S S S S G P K

GTG GAG GAA GTG GAC TGA GAGCGCA TCCCCGA AGATGTTC TCATGGC GGCGTCT
V E E V D x
GCTCGCG AACCAA TAGCCCG TTGGTTT TCTCCCT TGTAGAGC GTAGAGGT CTGCGACA

AACCCAG CTGCCA TCACTAT TTTTATT ATTGGTT TTTTCCCC TCTCCATT ATTATTAT

TATTATT ATTGTT TTTCTTC GCTCTCC ATTATTA TTATTGTT ATTATTAT TATTACGG

TTGTTAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 11:
Secuencia de nucleótidos y aminoácidos del recombinante M98. Las
letras resaltadas señalan las repeticiones GGMP.(*): Codón de
finalización de la traducción. El ADNcdel fago M98tiene una
longitud de 1016 pares de bases (pb).



AAG

GCA

ATT

CTG
L

CAC

ATG
M

GGT
G

TCA

GTT
TTT
ACT
TTG
GGT

GAA
E

TTT
F

GAG
E

CAA
Q

CGC
R

TAC
Y

GGA

GAC

CTC
CTC
ATT
TTT
TGT

CAG
Q

TCG
S

GAG
E

TGG
W

CAG
Q

CAG
Q

ATG
M

CCG
P

ATG
CCT
TTT
TTC
TAA

Figura 12:
Secuencia de nucleótidos
Las letras mayúsculas
(*)ï

CGC GAC CGC ATT GAC GCA AAG AAC GGT CTT GAG AAC TAC
R R D I D A K N G L E N Y

ATG AAG AAC ACC GTA AAC GAG CCG AAC GTC GCT GGC AAG
M K N T V N E P N V A G K

GCC GAC AAG AAC ACG ATT ACG AGT GCC GTG GAG GAG GCA
A D K N T I T S A V E E A

CTG AAC AAC AAC CAG GAG GCC AGC AAG GAG GAG TAC GAG
L N N N Q E A S K E E Y E

AAG GAG CTG GAG AAC CTG TGC ACG CCC ATC ATG ACG AAG
K E L E N L C T P I M T K

GGC ATG GGC GCG GGC GGC GGT ATG CCC GGA GGT ATG CCT
G M G A G G G M P G G M P

CCC GGA GGT ATG CCT GGC GGC GCG AAC CCG TCG TCT TCG
P G G M P G G A N P S S S

AAG GTG GAG GAA GTC GAC TGA GAG CGC ATC CCC GAA GAT
K V E E V D *
GCG GCG CGG CGT CTG CTC GCG AAC CAA TAG CCC GTT GGT
TGT AGA GCG TAG AGG TCT GCG ACA AAC CCA GCT GCC ATC
ATT ATT GGT TTT TTC CCC TCT CCA TTA TTA TTA TTA TTA
TTC GCT CTC CAT TAT TAT TAT TGT TAT TAT TAT tAT TAC

AAA AAA AAAAAA

y aminoácidos del recombinante HSL12.
resaltadas señalan las repeticiones GGMP.

codón de finalización de la traducción.



1 CGC

56 ATG

111 ATG

166 TCG

221

276

331 CAA

368

AAG

TAC

CCT
P

TCT
S

GAA

TGG

ACC

Figura 13:
Secuencia nuclotidica y su traducción a aminoácidos del ADNc
inserto
GGMP.

AAG

CAG

GGT
G

TCG

GAT

TTT

TTA

GAG

GGC

GGA
G

TCA

GTT

TGG

ACC J

HSL13. Las

CTG

ATG

ATG
H

GAG

GGC

CCC
P

AAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAC

GCG

GGG
G

AAG

GCG

TTG

AGA

CTG

GGC

GGC
G

TGC

GGC

ATG
H

GAG

TCT

TGA

ATA

letras resaltadas

ACG CCC ATC

GGC GGT ATG

CCT GGC GGC
P

GAA GTT GAC

GTT CGC

ATT ATT

TAA

señalan las
(fi) codón de finalización de la traducción.

ATG

CCT

GCG

TGA

CGA

TTT

TGC

ACG

GGC

AAC

GAG

ATA

AAA

TGC

AAG

GGT

CCG

CGC

ACC

ACC

ATA

del
repeticiones



RA P L T L G I E T A G G V M T S L I K R N T T I P T K K S Q I
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Mara
Tul 2

Peru
Mara
Tul 2
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Peru
Mara
Tul 2
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Tul 2

Peru
Mara R
Tul 2
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Peru . .
Mara A D
Tul 2
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Peru . *
Mara E *
Tul 2 *

Figura 16:
Comparación de las secuencias de aminoácidos de las regiones car
boxiterminales de las hsp70 de 2L ngzi, Cepas RA (recombinante
M98); Tul 2 (recombinante HSL12); Maracay (Requena, J.M., y col.
1989); Perú (Engman,D.M., y col. 1989).



Resultados

Las secuencias de nucleótidos no difieren en la región codante,
pero si en el extremo 3' no codificante. HSLlZpresenta solo 6
repeticiones TTAy la secuencia no codificante de HSL13es solo
un 31%homóloga a Lth. (ver Fig.14). Luego del codón de termina
ción (STOP)las secuencias difieren al punto que no son compara
bles con ninguna de las hsp70 reportadas hasta el momentopara IL
gzgai;(Engman D.M. y col 1989; Requena J.M. y col. 1989).

3.8) COFRELACIÜNENTRE EL TITULO ANTI-HSP70 Y ACTIVIDAD LITICA:

Para determinar la correlación entre el nivel de anticuerpos an
ti-hsp70 y la actividad litica de diferentes sueros de pacientes
argentinos y pacientes brasileros se utilizó la técnica del ensa
yo de placas de lisis.

Los resultados se visualizan en las Figs.17 y 18.

El ensayo con sueros brasileros demuestra que en 1 de 4 pacientes
tratados, el nivel de anticuerpos anti-hsp70 disminuye luego del
tratamiento, simultáneamente con la conversión del suero Lyt+ a
Lyt-.

Los ensayos con los sueros argentinos son menos concluyentes por
que las muestras de sueros Lyt+ y Lit- no provienen del mismo in
dividuo. Nose observa una clara correlación entre la reactividad
de los recombinantes y la actividad litica de los distintos sue
I'OS .

La dificultad de encontrar sueros de un mismopaciente antes y
después de la quimioterapia impidió seguir este tipo de estudio.

En paralelo a la búsqueda de antígenos relacionados con la res
puesta lítica, se estudió la reactividad de los sueros de cinco
pacientes bolivianos con infección mixta I;_gzuai_- L+_b¿__bzfizi:
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Figura 18:
Correlación entre la reactividad anti-23n¡hsp70 y la actividad
litica de sueros de pacientes argentinos. El ensayo se realizó
como se describe en la Fig.17 (ver MM2,3,2; tabla: 2); los
sueros se utilizaron diluidos 1:500‘ Panel A: Orden de siembra de
los recombinantes utilizados en el ensayo. Panel B: Reactividad
de los sueros con actividad litica, pacientes GJ, AG, RM. Panel
C: Reactividad de los sueros sin actividad lítica, pacientes TM,



Resultados

lifiafiifi, Los estudios realizados y los resultados obtenidos se
detallan a continuación.

3.9) CARACTERIZACION INMUNÜLOGICA DE SUERÜS DOBLE INFECTADÜS:

Los sueros fueron obtenidos de pacientes con enfermedad de Chagas
crónica y lesiones activas de espundia en la mucosanasofaringea,
las características y procedencia de los mismosse detalla en MM
2.3.3.

Se ensayó la reactividad de estos sueros con proteinas totales de
. H. . .1..11o?yl b

En la Fig.19 se muestra el reconocimiento de proteínas parasita
rias por los sueros PMy FR.

Ambossueros reaccionaron con una serie de polipéptidos del ex
tracto de L¿b¿bzasilienfiis_(panel A calles 2 y 4) y más intensa
mente con la región de 70 kda.

La reactividad con proteínas de Zflgruaj es diferente, si bien el
suero FR (Fig.19, panel A calle 5) reconoce débilmente algunos
polipéptidos de bajo peso molecular, la banda más reactiva es de
70 kda. El suero PMreacciona solo con la región de 70 kda de 1;_
anual, Es notable la diferente reactividad con proteinas de 1L_
czuzi_observada en un paciente Chagásico crónico (Fig.19 Panel:B,
calles 1-3) con respecto a la reactividad observada para el suero
del doble infectado (Fig.19 panel:B, calle 4).

Para identificar las proteinas de 2; czuai y lelbzazilifinfiii.re—
conocidas por los sueros de los pacientes doble infectados se
rasteraron sendas bibliotecas de tripomastigotes sanguíneos de IL
gzuai_y de promastigotes de cultivo de ¿LDLbLfifiilifinfiifl,
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Figura 19:
Reactividad de sueros de pacientes doble infectados con T, pcgñi
Y ’ ’ul b, brazilípns7s. Homogenatostotales de ambos parasitos
fueron corridos en geles de poliacrilamida y electrotransferidos
a filtros de nitrocelulosa (ver MM2.6). Cada calle contiena
aproximadamente 30 pg de proteinas totales. Panel A: calles 1 y
3: extractos de trypomastigotes de 2; Qrgai ensayados con los
sueros PM, 1:500 (calle l); FR, 1:500 (calle 3); calles 2 y 4:
extractos de promastigotes de h 7 r"‘ "‘" ensayados con
los mismos sueros (calle 2: PM1:500; calle 4: FR 1:500)‘ B: Com
paración de la reactividad de sueros de pacientes con Chagas cró
nico diluidos 1:500 (calles 1; 2; y 3) y suero del paciente doble
infectado PM1:500 (calle 4).



Resultados

3.10) RASTREO INMUNÜLÜGICÜDE LA BIBLIOTECA DE TRIOMASTIGOTES DE
.

'_’ 5'

Para identificar la proteína de 1L_Qzuzi.reconocida mayoritaria
mente por los sueros de individuos doblemente infectados. se ras
treó la biblioteca amplificada de tripomastigotes sanguíneos de
la cepa RAcon una inmunosonda apropiada.

Asi, el rastreo se realizó con el suero PMa una alta dilución
(123000), ya que en estas condiciones reconocía solo una banda de
70 kDa en el Westerns de ILQzuzi, En estas condiciones el suero
tampoco reconocía los recombinantes JLS, JL7 y JL5 empleados como
reactivos diagnósticos de enfermedad de Chagas (Moncayo 1990).

De los 5.104 recombinantes rastreados solo dos fueron reactivos.
Estos recombinantes se purificaron a homogeneidad y se los deno
minó RAI y RA2.

3.10.1)QamntsrizaniándechHAdelgsfaggsRAlïfiAZ:

Los ADNcde los recombinantes RAI y RA2 fueron subclonados en el
vector M13mp18como se detalla en MM2.28.

El recombinante RAI contiene un inserto de 939 pares de bases y
su secuencia nucleotidica y de aminoácidos es idéntica a la del
recombinante Lyt8. Teniendo en cuenta su longitud y secuencia po
demosafirmar que se trata del mismo recombinante aislado por
distintas estrategias.

El ADNcdel fago RA2tiene una longitud de 760 pares de bases y
su secuencia está contenida en la secuencia de RAl extendiendose
desde la base 77 hasta el tracto de poliA+, la secuencia del re
combinante RA2se señala en la secuencia de RAI con trazo mas in
tenso (Fig.20).
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AAA
ATC
CTC
CCC
GTG
ACG
TCC
ATT
ACC
AAC
AAC
GAG
GCG
ATG
TCT

AGC
CAG
GGC
CAG
TCC
AAC
GAG
GAC
GTA
ACG
CAG
AAC
GGC
CCT

CAG
GTC
ACA
ATT
GCG
GAC
GCT
GCA
AAC
ATT
GAG
CTG
GGC
GGT

ATC
TTT
TTC
GAG
GAG
AAG
GCC
AAG
GAG
ACG
GCC
TGC
GGT
GGA

TCG TCA
GAGCGCATCCCCGAAGATGTTCTCATGGCGGCGTCTGCTCGCGAACCAATAGCCCGTTGGTTTTC
TCCCTTGTAGAGCGTAGAGGTCTGCGACAAACCCAGCTGCCATCACTATTTTTATTATTGGTTTT
TTCCCCTCTCCATTATTATTATTATTATTATTGTTTTTCTTCGCTCTCCATTATTATTATTGTTA
TTATTATTATTACGGTTGTTAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 20:
Secuencia de nucleótidos y aminoácidos traducidos del recombinan

La secuencia nucleotídica del recombinante RAZestáte RAI.
tenida

TTC
GAG
GAC
GTG
GAG
GGC
AAG
AAC
CCG
AGT
AGC
ACG
ATG
ATG

TCG
GGG
CTG
ACC
AAG
CGC
TAC
GGT
AAC
GCC
AAG
CCC
CCC
CCC

ACG
GAG
TCC
TTT
GGC
CTG
GAG
CTT
GTC
GTG
GAG
ATC
GGA
GGG

TAC
CGT
GGC
GAC
ACC
AGC
GCG
GAG
GCT
GAG
GAG
ATG
GGT
GGC

AAG

CCG
GCG
ATC
CTC
GGC
AAG
CAG
AAC
GGC
GAG
TAC
ACG
ATG
ATG

GT

en el inserto RAIa partir
con trazo mas intenso).

GAC
ATG
CCG
GAC
AAG
GCG
GAC
TAC
AAG
GCA
GAG
AAG
CCT
CCT

AAC
ACG
CCG
GCC
CGC
GAC
AAG
GCA
ATT
CTG
CAC
ATG
GGT
GGC

G GAG

de 1a base n°

GAA

CCG
GAC
CCG
GGC
CAG
GAG
CAG
TCG
GAG
TGG
CAG
CAG
ATG
GCG

GTG

63 (RA2

GGC
TGC
CGC
ATC
ATT
CGC
CGC
ATG
GCC
CTG
AAG
GGC
CCC
AAC

GTG
CAC
GGT
CTG
GTC
ATG
GAC
AAG
GAC
AAC
GAG
ATG
GGA
CCG

GAC

CAC
CTG
GTG
AAC
ATC
GTG
CGC
AAC
AAG
AAC
CTG
GGC
GGT
TCG
TGA

COHletras



Resultados

3.10.2) Reactilidadde los ¿numerada WA].

a) Identificación de la proteina de Irczu&1.reconocida por anti
cuerpos anti-RAI:

Los anticuerpos anti-RAI reaccionaron con una única banda de 70
kda en un Western blot de proteinas totales de Zflgzuzj (Fig. 21
panel A calle 1). Los resultados confirman la identidad de esta
banda como una hsp70 de 1;gzg¿1,

b) Reactividad con proteínas de L+b+bzaziliga5153

Los mismos anticuerpos anti-RAI reconocieron en Western blot de
proteinas de Librbzaailieasis_ una banda de 71 kda levemente mas
pesada que la de 1;_gzuz1¿(ver Fig.21 panel A calle 2)

c) Reactjvidad con el monoclonal D4F18:

Para corroborar la identidad de los polipéptidos reconocidos por
los anticuerpos inmunopurificados, se utilizó el anticuerpo mono
clonal D4F18que reconoce un epitope de la región C-terminal pre
sente en todas las hsp70 conocidas (ver MM2.3.6).

El monoclonal reconoció polipéptidos de 7' r’ y
Libibzaziliensis_del mismopeso molecular que los anticuerpos in
munopurificados (fig.21 panel B, calles 1 y 2). El recombinante
RAI también es reconocido por el monoclonal (Fig. 21 panel C).

Estos datos sugieren que la proteína reconocida en L+b+bzfiailignr
sis_es una hsp70.

En base a estos resultados se inició el rastreo de la hsp70 de
LfiifibMfiüifilidentificada comoposible antígeno con reactividad
inmunológicacruzadaentreM211192515}!
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kDa y kDa

Figura 21:
Identificación de las hsp70 de ZLQLHEÁ_YLitubzazilifinsifia Panel
A: Reactividad de los anticuerpos anti-RAI con Western blot de
ligados de tripomastigotes de ILQLHZÁ.(calle1) y lisados de pro
mastigotes de r a 3‘ T‘ '. "‘ (calle 2). Panel B: Reactividad
del anticuerpo monoclonal D4F18con Westerns blots de homogenato
total de r a H'"7"'. *“ (calle 1) y l;:ru&i.(calle2). Panel C:
reactividad del monoclonal D4F18con los recombinantes JL7, JLS,
RAIy lgtll salvaje.



Resultados

3.11) BflEQEEQA_2EL4idZ1GENQ_EEA¿IIEQ_DE;LEIEHHANIA_EEL;

3.11.1) construccion de la biblioteca de Libibzazilienfiis;

Comose menciona en MM2.4.3, la biblioteca de expresión de h. b.
braziliensis_se construyó a partir de promastigotas de cultivo
incubados a 42°C durante una hora antes de su cosecha.

Si bien la biblioteca se construyó en un vector de expresión no
se descartó el rastreo con sondas radioactivas aprovechando la
alta homologia de ADNque existe entre las proteínas de choque
térmico.

Los fagos útiles para nuestro estudio deberían ser positivos en
los dos tipos de rastreo.

3.11.2) Estrategia de selección de los clones:

Se analizaron 2,5 .104 fagos independientes de la biblioteca de
Libibzazilifinsis_sin amplificar. La mismaplaca conteniendo los
fagos fue utilizada para el rastreo radioactivo e inmunológico.

El primer filtro se embebió en IPTGy se colocó sobre las placas
de lisis, incubándolo como se detalla en MM2.16. El mismo fue
revelado con anticuerpos anti-RAI inmunopurificados del suero FR.
Se detectaron 3 fagos positivos y otros 2 de coloración ténue pe
ro diferenciables del ruido de fondo (Fig 22).

El segundo filtro, tratado para fijar el ADN,según se detalla en
MM2.17, se incubó con una sonda radioactiva de RAI obtednida por
randompriming_del inserto purificado a partir de un gel de aga
rosa (ver MM2.37 y 2.38).

Sólo un recombinante fue positivo para ambas estrategias de ras
treo. Seguimos trabajando con este fago que se denominó Lbbl.
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Figura 22:
Rastreo inmunológico y radioactivo de una réplica de 30.000 fagos
de la biblioteca de LLbLbzaailifiasis, El filtro A fue incubado
con anticuerpos anti-RAI inmunopurificados del suero FR. La
réplica fue tratada para fijar el ADNtransferido e hibridizada
con una sonda radioactiva del inserto RAI.



Resultados

El fago se terminó de purificar con la sonda radioactiva utiliza
da para el primer rastreo.

3.12) CHRACTERIJACION DEL RECOMBINANTELbbl:

3.12.1) Identidad inmunológica de Lbbl:

Los anticuerpos anti-Lbbl inmunopurificados del suero FR reaccio
naron intensamente con los fagos RAl y M98. Los resultados de
muestraron que Lbbl compartía determinantes antigénicos con la
hsp70 de 2; pcuñj (Fig.23).

3.12.2) Caracterización genética:

a) Tamañodel inserto clonado:

Los primeros intentos de amplificar el inserto de Lbbl por PCR
fueron negativos. Se investigó el motivo.

Se amplificó el fago recombinante por cultivo en pequeña escala
(MM 2.26). Su ADNse digirió con EcoRI y se resolvió en gel de
agarosa como se detalla en MM2.34. El inserto tenía un tamaño de
aproximadamente 2,2 kilo pares de bases. Por tal motivo no podía
ser amplificado por PCRen las condiciones utilizadas para inser
tos más pequeños (generalmente se amplificaban insertos no mayo
res de 1 kb). Comose detalla en MM2.27.0; se pusieron a punto
las condiciones requeridas para su amplificación. Usando estas
condiciones el tamaño del inserto determinado por PCR coincidió
co el estimado por digestión del ADNde thll con EcoR I.



Figura 23:
Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-Lbbl inmunopurifica
dos del suero FR con las proteínas de fusión RAI y M98. Se sem
braron los fagos sobre el césped de E;_QQ11_Y1090,antes de vi
sualizarse la lisis bacteriana se cubrieron con un filtro de ni
trocelulosa impregnado en IPTGhasta la formación de las placas
de lisis (ver MM2.23). 1: control (+), fago recombinante Lbbl;
2; control (—), fago thll; 3: control de especificidad de la
reacción: fago recombinante JL7; 4: Fago recombinante RAl y 5:
fago recombinante M98.



Resultados

b) Secuenciación del recombinante Lbbl:

Se subclonó en M13mp18el inserto del recombinante Lbbl a partir
del ADNtotal del fago digerido con EcoRI y a partir del inserto
amplificado por PCR. La secuenciación se realizó por el método de
Sanger y ademásse utilizaron estrategias alternativas para solu
cionar los problemas de lectura debido al tamaño del inserto y a
su estructura secundaria (ver MM2.31.1 y 2.31.2).

Sin embargo, pese a todos los esfuerzos, no se pudieron superar
los problemas de lectura debidas a la fuerte estructura secunda
ria del extremo 3'del ADNcLbbl (Fig.24).

La secuencia de la región codante se completó con la utilización
de dos primers sintéticos internos (Fig.25). Se llegó a secuen
ciar hasta 20 bases después del codón STOP.

La secuencia se muestra en las Figs.24 y 25. La comparación de su
secuencia de aminoácidos demostró que el ADNcLbbl codificaba paraunahsp70de (F1926).
El ADNcdel recombinante Lbbl contiene 686 pares de bases de la
región codante. En base al tamaño del inserto (aproximadamente
2150 pares de bases) y, la presencia del tracto de poliadeninas
secuenciados en su extremo 3'(Fig.24) se deduce que el recombi
nante Lbbl contiene aproximadamente 1614 pares de bases no codan
tes luego del codón stop, estos resultados concuerdan con los
demostrados por Gwo-Shu Lee y col. (1988) para L. mafgc,

Entre las regiones codantes de las proteínas de fusión Lbbl y RAI
existe un 88%de homología.

A nivel de secuencia de aminoácidos las proteínas son un 78% ho
mólogas. Difieren principalmente en el númerode repeticiones del
tetrapéptido GGMP.Este motivo está repetido dos veces en L.b.
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Figura 24:
Autorradiografías de los geles de secuencia del fago Lbbl. Los
geles 1 y 2 muestran la secuencia del extremo 5' del inserto. Los
geles 3 y 4 muestran la secuencia del extremo 3' del mismo clon.
El gel 3 se realizó en presencia de DMSO(MM2.31.b). Las flechas
señalan los tractos de poliadeninas. Se observa que antes de esta
zona la lectura es clara y que las dificultades comienzan luego
de las poliadeninas. En estos tres casos se utilizó el primer
universal de M13 (MM2.31). \J



AAG AGC CAG ATC TTC TCG ACG TAC GCG GAC AAC CAG CCC GGC GTG CAC
K Q I T Y

ATC CAG GTC TTC GAG GGC GAG CGC GCG ATG ACG AAG GAC TGC CAC CTG
I Q V F E G E R A fl T K D C H L

CTG GGC ACG TTC GAC TT TCC GCG ATC CCG CCA GCG CCG CGC GGC GTG
L G A I P P A P R G

CCG CAG ATC GAG GTG ACG TTC GAC CTG GAC GCG AAC GGC ATC CTG AAC
P Q I E V T

GTG TCC GCG GAG GAG AAG GGC ACC GGC AAG CGC AAC CAT ATC ACC ATC
G T G K R H I T I

ACC AAC GAC AAG GGC CGA CTG AGC AAG GAC GAG ATC GAG CGC ATG GTG
D K G R D I

AAC GAT GCG TCG AAG TAC GAG CAG GCC GAC AAG ATG CAG CGC GAC GCG
N A Y E Q A M Q

TTG GAG GCG AAG AAC GGC CTG GAG AAC TAC GCG TAC TCG ATG AAG AAC
N G N

ACG GTC TCC GAC ACG AAC GTG TCC GGC AAG CTG GAG GAG AGC GAC AGG
S D T V S G K

G CTG AAC CTG G a ATC GAC ACG GCG CTG GAG TGG CTG AAC AGC
N L I D T

2 GAG GCG TCG A G GAA GAG TAC GAG CAC CGC CAG AAG GAG CTG
E H K LE

J ACA TGC AAC C 2 ATC ATG ACC AAG ATG TAC C 1 AGC ATG GGCA

M Q
J GCG GGC GGC A a CCC GGC GGT ATG CCG GAC AT: AGC GGC ATG

M

G
G

T GGT CAG GGT CCG GCC GCC GGA GCC T C CCC AA: GTC
P A G P KG Q G

z GTC GAC TAG GCT CTG TGT GCA CCA G 1 GCT GTG GTA
V D *

Figura 25:
Secuencia de nucleótidos del ADNcLbbl y su traducción a aminoá
cidos. Los nucleótidos en trazo resaltado indican la secuencia de
los primers sintéticos utilizado. Se secuenciaron 716 pares de
bases.
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M P G G M

D.*V.*É_*E*V.*K.*P.*G*Qu*

Figura 26:
Comparación de las Cseciencias de aminoácidos de las regiones

marcanILQihsp70. Los asteriscos (*)terminales de LdLLthP70 Y
los aminoácidos idénticos y los guiones (-) representan los espa
cios introducidos para mejorar
Las letras mayúsculasrentes.

secuencias.la alineación de las
resaltadas muestran los aminoácidos dife
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Figura 27:
Autorradiografía de los geles de secuencia de los fagos
nantes RAI, HSLIZy Lbbl. Seis, cuatro y dos marcan las
los geles donde difieren para el númerode repeticiones

recombi
zonas de
GGMP.



Resultados

bzazilienaia. mientras que 1L__Qzuzi.RAcontiene seis GGMPy 1;_
cruzi_Tul 2 contiene solo cuatro.3.13)

1mm:
El objetivo de esta parte del trabajo fue mapear las zonas contra
las que los pacientes doble infectados sintetizan anticuerpos pa
ra las hsp70 de 23 ncuñi y L b brasiliensis

Las experiencias se basaron en ensayos de inhibición de la reac
tividad anti-hsp70 por las diferentes proteinas de fusión.

a) comparaciónentre las reactividades de los sueros doble inféc
tados contra las proteínas de ÍUSión LBBJy RA] por Néstern
blot:

Los sueros doble infectados (n=4) se ensayaron en experiencias de
Western blot con las proteínas recombinantes Lbbl y RAI (ver MM
2.7.1 y 2.7.2).

En la Fig.28 calle A1 y B1 se observa la reactividad de uno de
los sueros frente a cada antígeno. Los otros 3 también reacciona
ron con las proteinas recombinantes Lbbl y RAI.

Las experiencias de inhibición mostraron que la preincubación de
estos sueros con la proteína LBBlanulaba totalmente la reactivi
dad contra sí mismay la reactividad anti-RAI (Fig.28 calle A3 y
2 respectivamente). Por el contrario cuando el suero era preab

sorvido con RAI, si bien anulaba la reactividad contra sí misma
(Fig.28 calle B3), no llegaba a anular completamentela reactivi
dad anti-LBBl (Fig.28 calle B2). Para confirmar esta inhibición
parcial se hicieron cinéticas de competición llegandose a un pun
to donde el agregado de mayores cantidades de proteína RA1 no
disminuía la reactividad anti-Lbbl.
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Figura 28:
Inhibición de la reactividad anti-RAl y anti-Lbbl del suero del
paciente doble infectado FR. Las inhibiciones se realizaron uti
lizando las proteínas de fusión RAl y LBBl. Las proteínas de fu
sión se purificaron por el método de Hall y col. 1984; las solu
ciones de proteinas purificadas tuvieron una concentración apro
ximada de Sug de proteinas/pl, ver MM2.19. Las proteínas se re
solvieron en geles de acrilamida, y se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa. (A): Western blots de la proteína de fusión
RAI. (B): Westerns blot de la proteina de fusión LBBl. En cada
calle se sembraron aproximadamente 30 pg de proteína de fusión.
Las tiras fueron enfrentadas con el suero FR, 1:1500, (Calles A1
y El) o con la misma dilución del suero preincubada durante 1 h
con: 500 pg de la proteína de fusión RAI (Calles A2 y B2); 500 pg
de la proteína de fusión Lbbl (Calles A3 y B3); y 1 mg de la pro
teína de fusión JL5 (Calles A4 y B4). MW:marcadores de peso mo
lecular preteñidos (ver MM2.6.1). La flecha señala la posición
de la B-galactosidasa.



Resultados

Para demostrar que la inhibición por las proteinas recombinantes
RAIy Lbbl es específica de estas proteinas de fusión, en todas
las experiencias se realizaron en paralelo inhibiciones con una
proteína de fusión no relacionada, JL5 (Levin M. y col 1990). Es
ta proteina no inhibe la reactividad de ninguno de los sueros
analizados contra los recombinantes Lbbl y RAI (Fig.28 calles A4
y B4).

b) Comparaciónentre las reactividades de los sueros doble infec
tados contra las proteínas totales resueltas en geles de poli
acrilamida:

Los mismos resultados se obtuvieron empleando como antígenos ex
tractos totales de parásitos.

Comose observa en la Fig.29 la reactividad de los sueros con las
bandas de 70 y 71 kd de 1L_cruzi_v Libibzañiliensifi_ respectiva
mente, es anulada cuando se compite con la proteina de fusión del
recombinante Lbbl (Paneles A y B; calle: 3). No ocurre lo mismo
cuando se utiliza la proteina de fusión de RAI (paneles A y C:
calle: 2).

Se puede concluir además que la región mas inmunogénica de cada
hsp70 es la carboxiterminal contenida en los recombinantes RAI y
Lbbl.

El recombinante RAIse utilizó en una experiencia latinoamericana
para estudiar su potencialidad diagnóstica. Para este estudio se
contó con una batería de sueros de individuos con diversas pato
logías. Los resultados se muestran en los puntos 3.9, 3.10 y
3.12.



Figura 29:
Inhibición de la reactividad anti-hsp70 de sueros de pacientes
doble infectados. Las inhibioiones se realizaron utilizando las
proteínas de fusión RAI y Lbbl. Homogenatos totales de 23 Qrgzi
(panel A) y T . ‘ ‘x‘ ’" (paneles B y C) se resolvieron en
geles de acrilamida y transfirieron a membranasde nitrocelulosa.
Las tiras de nitrocelulosa de los Western blots fueron enfrenta
das con el suero FR, l 1500 (Paneles A y B, calle: 1) o con la
misma dilución del suero preincubada durante 1 h con: 500 pg de
la proteína de fusión Lbbl (calles A3, y BB ; 500 “g de la pro

“¡7‘ a71

teina de fusión RAI (calle A2). C: Reactividad anti hsp—70fi. b
bzaailifiasis_del suero LCH,1:1500 (calle l). Inhibición de la
reactividad del mismosuero con 500 ug de la proteína de fusión
RAI (calle 2).



Resultados

3.14) REACTIVIDAD ANTI-RA] DE SUERÜS DE INDIVIDUOS CHAGASICOS:

Por ensayos de placas de lisis se estudió la reactividad del re
combinante RAI, con 169 sueros de pacientes chagásicos (Tabla 8).

Los sueros de los pacientes chagásicos se clasificaron en
- congénitos.
- agudos.
- crónicos asintomáticos.
—crónicos con cardiopatía.

Se incluyeron en el ensayo diversos recombinantes de 23 ngzi que
reaccionan con una gran mayoría de sueros chagásicos: (Moncayo,
A. y col 1990) JL7, JL8, y JL5 (Levin M. y col 1990) y también se
incluyó el recombinante RAI.

La reactividad de todos los sueros se resume en la tabla 6. En la
Fig. 30 se puede observar la reactividad de algunos de los
sueros. De los 12 sueros de pacientes con Chagas congénito solo 2
reaccionan con RAI (17%), de 9 sueros de pacientes en fase aguda
solo uno reacciona (11%) y de los 148 sueros de pacientes
crónicos 70 reaccionan con el recombinante RAI (47%).

La reactividad anti-RAI detectada en los 70 sueros chagásicos pa
rece ser de menor intensidad que la observada para otros recombi
nantes, por ejemplo JL7 y JL5. (ver Fig.32)

La baja reactividad del recombinante RAI fue confirmada para al
gunos sueros cuantificando, por ELISA, la reactividad anti-RAI y
anti-JL5 de los sueros (Levitus 1991).

Estos resultados concuerdan con el perfil inmunológico de un pa
ciente chagásico crónico cuando se ensaya con antígenos totales
de 1;Q¿u¿1_(Fig.19 panel B calle 1, 2 y 3).
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Figura 30:
Reactividad de los sueros chagásicos con extracto total de 1L_
gzuzi_y fagos recombinantes. Los sueros de pacientes Chagásicos
se dividieron en cuatro grupos: sueros de pacientes con Chagas
congénito (CONGENITO),sueros de pacientes agudos (AGUDOS), sue
ros de pacientes en la etapa crónica sin evidencias clínicas de
daño cardíaco (CRONICOS);y sueros de pacientes crónicos con car
diomiopatía Chagásica (CARD.CHAG).Por el ensayo de placas de li
sis se transfirieron las proteinas de fusión de los fagos recom
binantes a membrabnas de HybondC, ver MM2.18.4. Los filtros de
nitrocelulosa se enfrentaron con los sueros diluidos 1:500. Panel
A: Orden de siembra de los recombinantes; 1: extracto de proteí

r) .nas de Z. ngai; ú. J 8; 3: RAl; 4: JL52; 5: F2 (Ibañez y col.
1988); 8: JL7; y 7: thll. Los filtros se agroparon en función de
su reactividad con el recombinante RAI; Panel B: sueros que no
reaccionaron con RAI; Panel C: RAI positivos.



Resultados

3.15) REACTIVIDAD DEL RECOMBINANTE RA] CON SUERÜS LETSHHMNICÜS;

Del mismomodo se estudiaron sueros de pacientes con distintas
formas de lieshmaniasis.

Se utilizaron 6 sueros de pacientes con kala-azar, 2 de pacientes
con leishmniasis mucosa selvática (forma UTA) y 5 sueros de
pacientes con espundia (L.b.btfiñflifiü5is)

En la Fig.31 se muestra la reactividad de estos sueros con una
serie de recombinantes, entre ellos RAI.

Los pacientes con kala-azar muestran una intensa reactividad cru
zada con el extracto total de proteina de 2; Qzuzj y de reaccio
nan mas debilmente con RAI, también se observa reactivida con
otras proteinas de fusión. Estos resultados son coincidentes con
la gran producción de inmunoglobulinas contra el parásito descri
ta en la introducción. La reactividad del extracto total y algu
nos de los recombinantes estaria evidenciando la conservación deproteínasentre y
Los pacientes con UTA tienen un título de enticuerpos muy bajo,
por estos motivos los ensayos deben realizarse con suero poco di
luido y disminuye la sensibilidad del método. Igualmente, puede
observarse reactividad con la proteina de fusión RAl.

Los sueros de pacientes con espundia muestran una fuerte reacción
con RAIy no reconocen las proteinas de fusión expresadas por los
otros recombinantes de IL_QLfl¿iJ los mismos resultados pueden ob
servarse en la Fig.32.

El alto grado de reactividad con RAI, mostrada por los sueros de
pacientes con espundia, contrasta con la baja reactividad de la
mismaproteína de fusión con sueros de pacientes chagásicos (ver
Resultados 3 9).
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En base a estos resultados se estudió la posibilidad de armar un
panel de recombinantespara diferenciar las dos parasitosis (es
pundia y, chagas) de la doble infección.

3.16) EEfiEZL_INHHNQLQEZQQ_EIEERENQLAL¿

Se ensayó la reactividad de sueros de paciente doble infectados,
pacientes con espundia y Chagásicos, con distintos fagos recom
binantes por la técnica de placas de lisis. Los resultados se
muestran en la Fig. 32.

Todos los sueros doblemente infectados presentaban diversos gra
dos de inmunoreactividad con los recombinantes de ZLQzuaiJ JL7,
JL8 y JL5, reactivos diagnósticos de la enfermedad de Chagas
(Levin 1991).

Los mismos recombinantes ensayados con sueros de pacientes con
Chagas crónico reaccionaron fuertemente con los recombinantes
JL7, JLS y JL5 pero débilmente con el antígeno RAI, estos resul
tados son a su vez coincidentes con lo mencionado en 3.9.

Por otro lado los sueros de individuos infectados por L+b+bzazir
lign515_(espundia) presentaron un alto grado de reactividad anti
hsp70-RA1 pero no reaccionaron con ningún otro antígeno de 1L_mi,
El alto nivel de reactividad anti-hsp70 y la reactividad con los
recombinantes de 1L_Qzuzi_definen un patrón serológico caracte
rístico de los pacientes doblemente infectados por 2; Qzuzi y L¿_
l E 7.1. .
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Figura 32:
Perfil Inmunológicodiferencial.Ensayos de placas de lisis para
los recombinantes 8: JL8, 7: JL7, 5: JL5, H: RAl y línea w: fago
thll. Los sueros se diluyeron 1:500, ecxepto aquellos sueros que
no mostraban reactividad con las proteinas de fusión analizadas,
en tal caso, se diluyeron 1:250 y 1:100. Los filtros a-d: fueron
incubados con sueros de paceintes doblemente infectados por 1L_
ngzj_y T 1 H-Ar’7‘. *‘” e-f: reactividad de sueros de pacien
tes con espundia y los filtros k-n: fueron incubados con sueros
de pacientes con cardiopatía chagásica crónica.



Resultados

3.17) ANALISIS DE REACTIVIDAD DEL RECÜMBINANTERA] CON OTROS
SUERÜS:

Se estudió la reactividad del recombinante RAIcon sueros de pa
cientes con lepra, malaria, artritis reumatoidea (AR), mononu
cleosis infecciosa (MI) y lupus sistémico eritematoso (LES).

En la Fig.33 se muestra la reactividad de los diferentes sueros
con la proteina de fusión RAI.

Este recombinante reaccionó con 3 de 8 pacientes leproso y 1 de
12 pacientes con malaria.

Ademásse detectaron anticuerpos anti-RAI en 2 de 6 pacientes con
AR, en 6 de 8 pacientes con MI y en 2 de 10 pacientes con LES.

Estos resultados y en particular la reactividad de los sueros
LES, enfermedad autoinmune, demuestran la conservación de regio
nes antigénicas entre las hsp70 humanasy de I¿Qzuzi, específica
mente con la región contenida en la proteina de fusión RAI.

Esto se confirma al analizar la homología entre las hsp70 humana
yde (verFig.34).

3.18) COMPARACIÜNDE SECUENCIA DE AHINÜACIDÜS ENTRE 2.2zu51.

E E E .Z. 7. H . 2

En la Fig. 34 se muestra la comparación de la secuencia de amino
ácidos de las regiones carboxi-terminales de las proteinas de fu
sión RAI (ILQLHEJ),Lbbl (Libiblazilifinfiifi), y las proteinas de
la familia de choque térmico de 70kda humanas,la hsc70 de expre
sión constitutiva y hsp70 (Hunt y col. 1985), la forma inducible
((Dworniczak y col. 1987).

- 120 



:1:v-iO)0

"U t" v-J t" G)

Z¡FH-4H ¡D[Il "Ua (DD> <1Q :1:CJ H<1 DL7. <r-J

Kit-<-P-rl><m

[Il D ['11 :U CD E r-J 71 U

OZZ-O

ZZ-:I:¿O

L" t"r-3v-3-U!

U)217%v-aH "U "U tp "U '11 {D "U 0 H D1 < Fi 7:1 U F‘ U cp Z H t“ Z <
{>61U'JUH>"U

L"I."'

HH

zumo

weaa< mm-mv CD

«m

um

SF

D>*-3<-[Ilmm-tjI-ih-J-m

tn D> t"

mthDEZ-C0

E t"

:1:0

mmmz[TJLTJCDCDUU'F]

C)FH-a-D1UUUF‘J

'-<mm-CJ UD>lTJ-'21

71mm-7€

74bit!

t"á)

Fil-11:90 <N'3'tïi

m

mm»q

U

ww<

rwomzmmmu

G

FH

:5COZ-['11

U

"UWD-FU

DZUF]CDUJ'Z[I'lt-I'JU'J>www»;

CJ¿371032<2-t-‘H

t"t“Z*-J

OUCM-‘03¡bin-o "UOOH< 3>17sz{>[TJD>[l‘IL’IJF-B'TJ H 2 ha 7€ EZ h< ¿DFJ“¿23(0)'-]0 Z '10 74E‘t‘“

(.0-(DUU'Z(OIP-Z¿002mI-J

U

ouvn-w

oa>>n>

wm>z (DOCE-"U QQDU)

D>3>UJ

hi'fl' HH

Figura 34:
Comparaciónde secuencias de proteínas de la familia hsp70.Tc:
hsp702.pcuai cepa RA.Lb: hsp70 w 3' 7’ '. "". Hc: cognate
hac70 humana (Dworniozak y col 1987) Hs: hsp70 humana, inducible
(Hunt C. y col.1985). Letras mayúsculas indican donde la secuen
cia de aminoácidos difiere,(*) marca la identidad de aminoácidos
y (-) fueron introducidos para mejorar el alineamiento de las
proteínas.



Resultados

La proteína de 1;gzuai_comparte un 70 y 68%de homologia con las
hsc70 y hsp70 humanas, respectivamente. La proteina Lbbl es un 71
y 69%homóloga a la hsc70 y hsp70 humanas, respectivamente.

3.19) BUSQUEDADE ANTICUERPOS ANTI-h5p70 AURTÜRREACTIVÜS:

La conservación de determinantes antigénicos entre estas proteí
nas y la homología de sus secuencias nos llevaron a estudiar si
la respuesta anti-hsp70 en un paciente parasitado podía generar
anticuerpos anti-hsp70 autorreactivos. Para ello se eligió la es
trategia que se describe a continuación.

Se estudió la reactividad de anticuerpos anti-RAI de tres sueros
de pacientes doble infectados con la proteína hsp70 bovina comer
cial (ver MM.1). En la Fig.35 se muestra la comparación de la se
cuencia de aminoácidos entre la hsc70 bovina y las humanas. Entre
la proteína bovina y la hsc?0 humana existe un 98%de homología,
y un 86%con la forma inducible humana, entre las regiones C-ter
minal.

En 1a Fig.36 panel A se observa que los anticuerpos inmunoselec
cionados del suero CBreaccionan con la proteína bovina mientras
que los anticuerpos obtenidos de los otros sueros no.

Para confirmar la especificidad de la reacción autoinmune se pre
incubaron los anticuerpos anti-RAI con la proteína de fusión RAI.
Este tratamiento anuló 1a reactividad con la proteína bovina
(Fig. 36)

Llama la atención que sólo uno de los sueros reaccionara con la
proteína bovina, indicando que los diferentes sueros reconocen
distintos epítopes en la proteína de fusión RAIy que solo algu
nos de estos son capaces de reaccionar en forma cruzada con la
hsp70 mamifera.
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Figura 35:
Comparación de secuencias de proteinas de la familia hsp70: Hc:
cognate hsc70 humana (Dworniczak y col 1987); Bs: cognate hsc70
bovina (DeLuca-Flaherty y col. 1990); Hs: hsp70 humana, induci
ble. Letras mayúsculas indican donde la secuencia de aminoácidos
difiere,(*) marca la identidad de aminoácidos y (-) fueron intro
ducidos para mejorar el alineamiento de las proteínas.



Figura 36:
Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-RAI, inmunopurifica—
dos de sueros de pacientes doble infectados, con la proteína
hsp70 bovina. Panel A: La proteína bovina se corrió en geles de
7,5%de poliacrilamida una parte del gel se transfirió a filtros
de nitrocelulosa y otra se tiñó con Coomasie-blue (calle 2). Ca
lle 1: reactividad de los anticuerpos inmunopurificados del suero
CB. Panel B: reactividad de los anticuerpos inmunopurificados
utilizados en el ensayo del Panel A con las proteinas de fusión,
1: Lbbl, 2: RAI, 3: JL5. Los anticuerpos anti RAI se inmunopuri
ficaron a partir de los sueros CB, LC y SR (ver MM2.22).
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Discusión

Unade las estrategias mas utilizadas para buscar antígenos para
sitarios es, desde la construcción de la primer biblioteca de ex-.
presión (Youngy col. 1983), la utilización de suero de pacientes
infectados comosonda inmunológica para discriminar entre los fa
gos recombinantes, aquellos que contengan polopéptidos parasita
rios capaces de ser reconocidos por los anticuerpos del suero.

El suero de un paciente Chagásico contiene una gran variedad de
anticuerpos con distintas especificidades antigénicas. Si se en
frentan proteinas de 1L_Qzuai_transferidas a un filtro de nitro
celulosa, con suero de un paciente, serán reconocidos polipépti
dos de diversos pesos moleculares por los anticuerpos del suero.

La población de anticuerpos del suero de un paciente varía en
función del estadío de la enfermedad (Krettli y col. 1982; Levin
Ï990). Del mismomodo, el suero de un paciente bajo tratamiento
tripanomicida que disminuye y a veces elimina la parasitemia
(Krettli y col. 1984), irá cambiando su población de anticuerpos
durante el transcurso de la quimioterapia. Asi, el suero del pa
ciente al comenzar el tratamiento tendrá una población de anti
cuerpos contra el parásito distinta a la que tendrá al finalizar
la terapia.

Estas diferencias se pueden visualizar en un Western blot de pro
teínas parasitarias enfrentadas con suero al inicio de la terapia
y con suero del mismopaciente después del tratamiento.

En 1982 Krettli y col. estudiaron la variación de anticuerpos en
pacientes bajo tratamiento con benznidazol. Algunos pacientes
presentaban una rápida disminución de anticuerpos capaces de li
sar al parásito en presencia de C (anticuerpos líticos); por el
contrario los anticuerpos visualizados por ensayos de serologia
clásica (comoIF sobre organismos fijados o aglutinación de lá
tex) disminuian muylentamente. Esto quiere decir que la conver
sión del suero del paciente de LMC+a LMC—,se correlacionaba con
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un cambio cualitativo en el perfil de anticuerpos. Los sueros
LMC-perdían la capacidad de reacionar con polipéptidos de 105,
120, 145, y 160 kda, mientras que aqurllos pacientes que no res
pondían al tratamiento tampocovariaban su perfil de anticuerpos
(Martins y col. 1985)

Dados los cambios inmunológicos descritos en los pacientes que
respondían al tratamiento, se utilizó esta variación como herra
mienta para identificar los antígenos capaces de originar anti
cuerpos responsables de lisar al parásito. Esta metodología o
rastreo diferencial ya ha sido utilizada por Hall R. y col. en
1985 para identificar antígenos de Elasmgdium¿algigapum

Para rastrear la biblioteca de tripomastigotes sanguíneos se uti
lizó el suero de pacientes que respondieron al tratamiento tripa
nomicida (se convirtieron de CML+a CML—).Aunque debido a los
inconvenientes descritos en resultados (3.1; 3,2) se diseñó una
estrategia alternativa para los primeros rastreos inmunológicos
utilizando sueros CML+y CML-pero de distintos pacientes. Esta
metodología tiene la limitación de estar trabajando con distintos
pacientes y que cada uno de ellos tendrá un perfil de anticuerpos
característico dependiente de su sistema inmunológico, la forma y
momentode infección, pese a ello es una buena aproximación para
acotar el número final de recombinantes a analizar. Esto puede
mejorarse aún más con un mayor número de pacientes en cada grupo
(CML+ o -).

Por estos rastreos se obtuvo el recombinante Lyt8. Luego se estu
dio su correlación con la actividad lítica de varios sueros y su
reactividad con la proteína de fusión.

Con los sueros brasileros se vió que uno de cuatro pacientes dis
minuía la reactividad anti-LytS luego del tratamiento.

El mismo ensayo con los sueros argentinos demostró que un 50% de
cada grupo reconocía Lyt8, tanto los sueros CML-como los CML+.
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Los resultados no demostraron paralelismo entre conversión del
suero de CML+a CML-y la reactividad con Lyt8. No se pude con
cluir entonces y se deberian realizar los mismosensayos con un
mayor número de sueros.

Recientemente Norris y col (1991) demostraron que la gp160 de IL
Qzuzi_se unía al componente CBb del complemento, inhibiendo la
formación y estabilidad de los pasos subsiguientes de la vía al
ternativa. Esta es una actividad análoga a la de las proteínas
regulatorias humanas, cuya función es prevenir la activación y
amplificación de la respuesta C sobre células autólogas. La se
cuenciación parcial del gen de IL_Qzusi_gp160muestra una signi
ficativa homología con la proteina humanaDAF,una de las siete
conocidas hasta el momento,que regulan la activación autóloga
del C en humanos.

El mismo grupo propuso el modelo esquematizado en la Fig.37.

La destrucción de células normales por una excesiva activación
del C, es prevenida o controlada por una serie de proteínas regu
latorias cinco de ellas plasmáticas y dos de membrana. Todas
ellas actúan inhibiendo la formación y progresión de la cascada
del C por inactivación de alguno de sus componentes.

Si se recuerda que los anticuerpos líticos son originados solo
por parásitos vivos, lo cual sugiere que los antígenos responsa
bles podrían ser activamente liberados al medio, porqué no buscar
proteínas parasitarias que tengan homología con alguna de las
cinco proteínas regulatorias presentes en el plasma?.

Con el mismorazonamiento se podrian buscar en la superficie del
parásito, así comose encontró gp160. En este caso se recorrería
el caminoinverso; rastrear secuencias parasitarias que presenten
por ejemplo homología con HFR(Homologousrestriction factor) que
es la segunda proteína regulatoria de superficie de células huma
nas .
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Figura 37:
Modelode lisis de tripomastigotes de T. cruai mediante la via
alternativa del C y dependiente de anticuerpos específicos. La
proteina gp160 de 1;_gzu¿i_ se muestra anclada a la membrana a
través de un residuo glicolipídico. La proteína Cab se une cova
lentamente a la membranae interactúa con la gp160 inhibiendo los
pasos subsiguientes del sitema C. Los anticuerpos anti-gp160 im
piden su interacción con CBbpermitiendo 1a formación y propaga
ción de la cascada del sistema C que finaliza con la lisis del
parásito.



Discusión

Así, la estrategia consiste en buscar proteínas parasitarias por
homología de las mismas con los componentes regulatorios humanos.
Para la búsqueda se utilizarían secuencias nucleotídicas de zonas
muyconservadas de las proteínas mamiferas, con las cuales se
construirían primers sintéticos para amplificar por un protocolo
de ARNm-PCRlas secuencias correspondientes del parásito. Es fun
damental partir de ARNmdel estadío tripomastigote. Los ADNc así
sintetizados se ligarían a vectores de expresión cuyos productos
se podrían rastrear con una sonda radioactiva comprendida entre
los dos primers utilizados para la amplificación. En paralelo se
se utilizarían sueros de pacientes chagásicos para un rastreo se
rológico.

Luego se podría estudiar la inmunogenicidad de estas proteínas y
ver si existe correlación con la actividad litica de los sueros o
bien por inmunización comprobar si son capaces de conferir resis
tencia a reinfecciones en un estudio experimental (modelo muri
no).

Porqué por un rastreo diferencial llegamos a una hsp-70?:

El análisis genético del recombinante LytS, demostró que codifi
caba para la región carboxilo terminal de la hsp-70 de 23 gcuzi,

Muchoslaboratorios han utilizado sueros de pacientes infectados
por con diversas parasitosis, para rastrear una biblioteca de ex
presión de los parásitos correspondientes a cada infección (Eng
man 1990), y han encontrado una gran cantidad de recombinantes
que codificaban para proteinas conservadas como, ubiquitina en el
modelo murino (Kirchof y col. 1988), MAP(Kerner y col. 1991) y
varias hsps, principalmente hsp70 (Bianco y col. 1986; Engman y
col. 1989a; Hendstrom y col. 1987).

En principio la frecuencia con que se purifican estas proteínas,
podria explicarse en base a la abundancia de sus mensajeros.
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La abundancia por si mismano es suficiente para explicar porqué
otros ADNcmuyrepresentados como las histonas, actina y tubulina
no han sido sistematicamente identificados por rastreos inmunoló
gicos. La inmunogenicidad de estas proteinas debe, obviamente in
fluir en su detección.

Sin embargo, si analizamos el perfil de anticuerpos de sueros pa
cientes ohagásicos (ver Fig.19 Panel B; calles 1,2 y 3); y aún
estadísticamente los resultados con sueros de pacientes agudos,
crónicos y congénitos (3.10, Fig.19), demuestran que solo un 50%
de los pacientes crónicos reconocen la hsp70 de 2; pruñi codifi
cada por el recombinante RAI. Por tal motivo se deduce que este
no es un antígeno mayoritariamente reconocido por los pacientes
chagásicos, al menos la porción codificada por el rec RAI. Ade
más, los sueros que reaccionan lo hacen con una intensidad menor
si comparamos la reactividad de los mismos sueros con los recom
binantes JL? y JLS.

Por otro lado en el laboratorio se construyó, en 1987 (Mesri
1990) una biblioteca de expresión de epimastigotes que ha sido
intensivamente rastreada con sueros de pacientes chagásicos. Uno
de los sueros utilizados (MQ)nunca reconoció fagos hsp70 en la
biblioteca de epimastigotes; sin embargoal realizar un rastreo
de 50.000 fagos de la biblioteca de tripomastigotes sanguíneos
con el mismo suero se encontraron dos fagos hsp70.

Si bien no se realizaron trabajos cuantitativos de los niveles de
expresión del mensajero para, hsp70, en ambos estadios. Es claro
que hsp70 se sintetiza en el estadio epimastigote (ver resultados
recombinantes HSL12y HSL13Fig.16). Por lo tanto el hallazgo del
suero MQprobablemente se deba a un aumento de la expresión del
ARNmde hsp70 en el estadio tripomastigote.

El hecho de encontrar mayor expresión de hsp70 en tripomastigotes
está de acuerdo con lo inferido en la literatura sobre la induc
ción de estas proteínas a 37°C.
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Función de las hsp-70:

En general las proteinas denominadas de choque térmico, son indu
cibles por un gran número de estímulos (Lindquist 1986), también
se las llama proteínas de stress.

Están agrupadas en familias según sus pesos moleculares aproxima
dos.

Tambiénhay formas constitutivas (hsc), que realizan una serie de
funciones escenciales durante el desarrollo normal de las célu
las.

La familia de 70 K (HSPs70) está involucrada en el plegamiento de
polipéptidos para facilitar su asociación y formación de comple
jos multiméricos (Pelham 1986) y/o su translocación a través de
membranasde la mitocondria, cloroplastos y reticulo endoplasmá
tico (ver Young 1989; Deshaies y col. 1988). Uno de los ejemplos
más estudiados es el de la heavy chain binding protein (BiP) que
interviene en el ensamblado de las inmunoglobulinas (Haas y col
1988).

Tambiénintervienen en la preparación de proteínas para su degra
dación (Rothman y col. 1986).

En condiciones de stress los niveles de transcripción aumentan y
se sintetizan las formas inducibles (HSP). En estas condiciones
la inestabilidad de los complejos proteicos aumenta, en su rena
turalización intervienen las hsp70 siendo este quizás una de las
funciones más importantes de estas proteínas. Cuando el daño es
irreversible promuevenla remoción de las proteinas desnaturali
zadas (Anathan y col. 1986; Rothman y col. 1986).

Muchospatógenos, entre ellos leishmanias y tripanosomas tiene en
su ciclo de vida un cambio brusco de temperatura al pasar del
vector al huésped mamífero, cambian de un medio a 25°C a 37°C. En
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LhJMLEuzse ha demostrado in Vitro, que el simple cambio de tem
peratura de 25 a 37°C idnuce la diferenciación del parásito (Van
der Ploeg y col. 1985; Shapira y col. 1988).

Además,los parásitos en sangre están expuestos a los metabolitos
oxidativos liberados durante el proceso inflamatorio que desenca
dena la mismainfección, esto contribuye a inducir la sintesis de
hsps en los parásitos (Polla 1991).

En base a estos resultados consideramos que el aislamiento de una
hsp70 a partir de un rastreo inmunológico diferencial, se debe a
la abundancia de ARNmpara hsp70 en el estadió de tripomastigotes
sanguíneos utilizado para la construcción de la genoteca.

Los distintos niveles de un mismomensajero se pueden deber sim
plemente a la diferencia de estadios. Es importante notar que la
cepa RA1 es mas virulenta que la cepa Tul 2, por lo tanto se po
dria inferir que la gran cantidad de ARNmhsp70 detectado en los
tripomastigotes RApodria estar relacionado con su virulencia.

Se ha reportado para Ealmgüfilla_LK2himuziumJPatógeno intracelu
lar, que mutaciones que aumentan los niveles de expresión de
hsps, aumentan su resistencia al H202y que por el contrario la
producción deficiente de estas proteínas se correlaciona con una
marcada disminución de la supervivencia de la bacteria dentro de
macrófagos activados (Fields y col. 1986; Christman y col. 1985).
También, para Lü_hzaailign515_2anameafiis_se vió que la preincuba
ción de los promastigotes a 34°C no solo induce un cambio morfo
lógico en los parásitos sino que además, aumentan su infectividad
cuando se determina por el tamaño de las lesiones en la piel de
hamsters inoculados con los parásitos pretratados (Smejkal y col.
1988).



Discusión

En 2; czgaj se plantea la hipótesis de que la ubiquitina, consi
derada una hsp de bajo peso molecular, podria ser o estaria rela
cionada con proteasas que se liberan al citoplasma de las células
infectadas, contribuyendo a la nutrición del amastigote y su su
pervivencia (Polla 1991).

Dadoque las hsps están directamente involucradas en la adapta
ción y supervivencia del parásito en mamíferos; cabe investigar
la importancia de la hsp70 de 1L_¿uuuuLsus efectos en la super
vivencia en el hospedador y su relación con la virulencia.

Por otro lado, no solo las hsps de los parásitos se inducen du
rante la infección; en respuesta a su entrada el hospedador au
mentadrásticamente la síntesis de estas proteinas.

El huésped responde a la infección. Se ha demostrado que macrófa
gos infectados por virus, bacterias y parásitos aumentanla sin
tesis de hsps (para review ver Kaufmann1990). Se descibió ade
más, que tanto macrófagos como linfocitos, aumentan la producción
de hsps luego de su estimulación por diferentes linfoquinas
(Spector y col. 1989).

Así en el foco infeccioso y la inflamación desencadenada, no solo
el parásito sino también su huésped producen una gran cantidad de
hsps (Polla 1991).

La antigenicidad de hsp70 de parásitos protozoarios se atribuye a
su abundancia en el foco infeccioso (Kaufmann1990a). Probable
mente algunas hsps sean antigénicas por su forma de presentación
al sistema inmunológico. Ademásla memoria inmunológica originada
por infecciones anteriores puedenreestimular la respuesta anti
hsp70 del huésped (Young 1989). La consecuencia es que el sistema
inmunológico del huésped reacciona frente a estos antígenos de
todas las formas posibles.
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Hayrespuesta humoral, celular, y hasta se encontró cuales son
los antígenos que estimulan los linfocitos TO (O'Brien y col.
1989; Haregewoin y col. 1989; Holoshits y col. 1989).

Lo dicho haria pensar que por ejemplo se podrían detectar anti
cuerpos anti-hsp70 en la fase aguda de la enfermedad chagásica.

En efecto, Engmany col. en 1990 repotaron que ratones infectados
por 1L_Qzuzi_tienen anticuerpos anti-hsp70 en la fase aguda de la
infección. Sin embargo, si bien trabajamos con humanos, en el
presente trabajo se demuestra que solo 2 de 12 sueros de pacien
tes con chagas congénito y 1 de 9 sueros de pacientes en la fase
aguda de la enfermedad, reacionan con la región carboxiterminal
de la hsp70 de 1L_Qzuzi, Solo en la fase crónica de la infección
un 47%de los sueros reacciona con la proteína de fusión RAI. Una
crítica a esta aceveración podria ser que no se trabajó con la
proteína completa, pero en la Fig.29 se ha demostrado que la re
gión mas antigénica de esta proteína el la carboxiterminal, si no
la única.

Engmany col. 1990 no solo describe anticuerpos anti-hsp70 en ra
tones agudos sino que informan que hsp70 es un antígeno mayorita
rio en la infección chagásica crónica, también concluyen que los
anticuerpos anti-hsp70 no son autoreactivos.

Características de la respuesta inmunológica humoral contra
hsp70:

a) Estudio con sueros de pacientes Chagásicos:

En los resultados sección 3.14 se vé que de los 12 sueros de pa
cientes con Chagas congénito solo 2 reaccionan con RAI (17%), de
9 sueros de pacientes en fase aguda solo 1 reacciona (11%) y de
los 148 sueros de pacientes crónicos 70 reaccionan con el recom
binante RAI (47%).
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La reactividad anti-RAI detectada en los 70 sueros chagásicos pa
rece ser de menor intensidad que la observada para otros recombi
nantes, por ejemplo JL7 y JL5. (ver Fig.32).

La baja reactividad del recombinante RAl fue confirmada para al
gunos sueros cuantificando, por ELISA, la reactividad anti-RAI y
anti-JL5 de los sueros (Levitus 1991).

Estos resultados concuerdan con el perfil inmunológico de un pa
ciente chagásico crónico (Fig.19). El mismosuero reacciona con
una gran variedad de proteínas del extracto total de 2; gcuai sin
observarse una reacción de mayor intensidad en la zona de 70Kda
(Fig.19 panel B calle 1, 2 y 3).

La reactividad de los sueros de pacientes Chagásicos con el fago
recombinante RAI (ver resultados, Tabla 6, y Fig.30) demuestra
que no es un antígeno mayoritario para esta infección.

b) Estudio con sueros de pacientes con Kala-azar, Uta y Espundia:

La reactividad de los sueros de estos pacientes con la proteína
de fusión RAl demuestra por un lado la reactividad inmunológica
cruzada entre las regiones C-termianal de la hsp70 de 2; ngzi y

E . E .

Pero lo más importante es que, a diferencia de los pacientes cha
gásicos, la intensidad de reacción con RAIde los sueros de pa
cientes con espundia, demuestran que en esta infección la hsp70
si es un antígeno mayoritario. Estos datos concuerdan con lo re
portado por Amorin y col. 1991 para leishmaniasis mucocutánea.
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c) Estudio con sueros de pacientes doble infectados:

La comparación del perfil de anticuerpos de estos sueros con res
pecto al de pacientes Chagásicos o con espúndia es lo primero que
llama la atencion. Comose observa en la figura 19 y figura 29,
es notable la diferencia que existe en la composición de anti
cuerpos de cada uno de estos tres grupos de pacientes.

Conello se concluye que la respuesta humoral de los pacientes
doble infectados es distinta y característica de este tipo de in
fección.

En base a estos resultados se construyó el panel de recombinantes
(JL7, JL5 y RAIde la fig.32) que permite diferenciar serológica
mente las tres infecciones.

Este panel diferencial que permite identificar los pacientes do
ble infectados es importante porque el tratamiento con antimonia
les, frecuentemente empleados para las Leishmaniasis, tienen
efectos cardiotóxicos que podrian ser mas peligrósos aún en pa
cientes con cardiopatía chagásica.

La respuesta inmunológica humoral no es la sumatoria de la res
puestafrentea yWobservada enlospa
cientes chagásicos y con espundia respectivamente, sino que es el
resultado de la interacción de las dos parasitosis en un mismo
paciente.

En base a lo discutido anteriormente seria interesante estudiar
el efecto de el alto nivel de anticuerpos anti-hsp70 en la evolu
ción de la infección chagásica de estos pacientes. Por un lado
los ensayos de las inhibiciones (Figs.28 y 29) demeustran que la
reactividad de la hsp70 de los doble infectados estaría ligada a
la infección con Leisbmaniap También, dado que hay reactividad
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inmunológica cruzada entre las dos hsp70 (ver Figs.28 y 29, y
sección 3.13 de resultados) y que la respuesta inmunológica con
tra 1;gzuzi_cursa con bajos niveles de estos anticuerpos, cabe
preguntarse si la respuesta anti-hsp70 generada por la infección
de Lfiifihmfinia_notendría algún efecto sobre la parasitemia de 1;_
Qzuai_enestos pacientes.

Hemosconfirmado que existe respuesta humoral contra hsp70 en
Chagas y espundia, y demostrado que también existe en pacientes
doble infectados. Ademásque en este grupo de pacientes la hsp70
es un antígeno mayoritario. Estas evidencias plantean otro inte
rrogante. Cómopuede el sistema inmunológico del hesped responder
a estas proteínas foráneas y conservar la tolerancia a las pro
pias?:

Comparaciones del los aminoácido de las Hsp70 clonadas y con cepasreportadasdeLM yhumanas:
La comparación de la secuencia de aminoácidos no da diferencias
entre las regiones codantes de ambas cepas, solo varia el número
de repeticiones GGMP.Tambiénvaria la secuencia nucleotidica del
extremo 3' no codante del recombinante HSL13con respecto a M98,
HSL12y Lth (ver Fig.16).

La secuenciación del ADNcdel fago recombinante Lbbl (Fig.25) de
muestra que entre ambas proteínas hay un 88%de homología y que
el motivo GGMPestá repetido solo dos veces en ¿LDLbLfifiilijuuLÜL

Teniendo en cuenta las secuencias reportadas para Maracay y Preú
y para L¿ma19¿_(Lee y col. 1988) v L+_dgngzaai_(McFarlane v col.
1990) el motivo GGMPestá presente en todas las hsps reportadas
para estos parásitos, tambien se han informado variaciones en el
númerode estas repeticionaes entre distintas hsp y entre distin
tas subespecies de leismania y plasmodium. Si bien puede variar
el númerode repeticiones de este motivo está siempre presente.
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Teniendo en cuenta que esta es la región mas variable de la pro
teina, sugiere que podria tener un papel importante para el pará
sito.

En la Fig.34 se observa la comparación entre la secuencias de
aminoácidos de la región C-terminal de las hsp70 humanas induci
ble y constitutiva. El porcentaje de homologíaentre la proteína
de Z ficgfii y L¿b+bzagilignsis_con respecto a ambas formas de las
hsp70 humanas es de 70% aproximadamente.

La gran homología entre ambas secuencias nos llevaron, entre
otros motivos, a estudiar la existencia de anticuerpos anti-hsp70
autorreactivos. También, se ha hablado muchode la antigenicidad
del tetrapéptido GGMP,la especificidad que confiere a la res
puesta inmunológica frente a las hsp humanas. Pero curiosamente
no se ha tenido en cuenta que la hsc70 humana tiene este motivo
repetido dos veces. Este motivo podría ser también blanco de una
reacción inmunológica cruzada.

Autoinmunidaden pacientes doble infectados:

La proteina de lLfizuZi_comparte un 70 y 68%de homología con las
hsc70 y hsp70 humanas, respectivamente. La proteina Lbbl es un 71
y 69%homóloga a la hsc70 y hsp70 humanas, respectivamente.

La conservación de determinantes antigénicos entre estas proteí
nas demostrada por la reactividad de sueros lúpicos con el fago
recombinante RAI, y del anticuerpo monoclonal D4F18 con el mismo
fago junto con la homología de sus secuencias, nos llevaron a es
tudiar si la respuesta anti-hsp70 en estos pacientes podía gene
rar anticuerpos anti-hsp70 autorreactivos. Para ello se eligió 1a
estrategia que se describe a continuación.
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Se estudió la reactividad de anticuerpos anti-RAI de tres sueros
de pacientes doble infectados con la proteina hsp70 bovina comer

de
Entre la hsc hu

cial. En la Fig.35 se muestra la comparación de la secuencia
aminoácidos entre la hsp70 bovina y las humanas.
mana y la hsc bovina empleada en estos ensayos existe una homolo
gia del 98%, esto nos permite extrapolar los resultados de auto
reactividad con la proteína bovina a la humana.

En la Fig.36. panel A se observa
cionados del suero CBreaccionan
que los anticuerpos obtenidos de

que los anticuerpos inmunoselec
con la proteína bovina mientras
los otros sueros no.

La especificidad de la reacción se confirmó por experiencias de
inhibición.

hay anticuerpos anti-hsp70 autoEsto nos lleva a plantear que
reactivos en pacientes doble infectados.

Paralelamente:

En la sección 3.10 y Fig.21 panel C de resultados, se demuestra
con el monoclonal D4F18que la proteína RA1comparte determinan
tes antigénicos con proteínas mamiferas.

(ANGILNVTAVDKSTGK)
un

Se sintetizó un péptido con el epitope humano
D4F18 y se vió que el suero de

filtros
hu

reconocido por el monoclonal
paciente chagásico crónico reaccionaba por ensayo sobre
de nitrocelulosa, muyfuertemente con este epitope sintético
mano(estos resultados no se muestran en las figuras).

Esta evidencia nos permite decir que habría autoanticuerpos anti
hsp70 en Chagas.

Estos resultados también son diferentes a lo informado por Engman
y col. en 1990 para la infección por 2; cruzi.
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Este estudio plantea la metodología necesaria para continuar la
caracterización de 1a respuesta anti-hsp70 autorreactiva en estas
parasitosis.



CONCLUSIONES



1)

2
V

3)

4
V

5)

6
V

7)

Conclusiones

Pese a que detectamos que en un suero de paciente chagásico
bajo tratamiento, habia disminución de anticuerpos anti-hsp70
luego de finalizado el mismo, no podemosgeneralizar que los
anticuerpos anti hsp70 estén involucrados en el perfil inmu
nológico diferencial de ambosgrupos de pacientes.

Del análisis de dirferentes sueros chagásicos pertenecientes
a diferentes individuos tratados o no, tampoco podemos con
cluir que en el perfil diferencial participen los anticuerpos
anti-hsp70.

formasEn pacientes Chagásicos, en pacientes con diferentes
y pacientes doble infectados, hay respuestade leishmaniasis,

humoral anti-hsp70.

leishmania
C_

Se comprobó que para los sueros de pacientes con
sis la respuesta anti-hsp70 está dirigida hacia la región
terminal.

Los resultados indican que en la Enfermedad de Chagas la hsp
70 no es un antígeno mayoritario; si lo es para pacientes con
espundia y para pacientes con la doble infección.

de
en pacientes agudos y

La respuesta humoral anti-hsp70, en Chagas es diferente
acuerdo con la etapa de la infección:
congénitos casi no se detectan sueros con anticuerpos anti
hsp70. En pacientes crónicos aproximadamente un 50%de los
sueros los presentan.

Se determinó que la respuesta humoral de los pacientes doble
infectados es caracteristica y esto permitió diseñar un panel
de recombinantes para diferenciar serológicamente la doble
infección de las infecciónes simples por 1;g¿gai_y ¿prbzafiir
Z. .
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8) Se observó que la hsp-70 de Iigzuzi_es un reactivo diagnósti

9

10

V

V

co útil para dosar anticuerpos ant-hsp70 en infecciones como
Malaria. Leisjmaaiay Lepra.

Se demostró que autoanticuerpos anti-hsp70 presentes en LSE,
AR, y MI reconocen la hsp70 de 2. anqf

Queenladobleinfeciónpor¿MV Mens
ten autoanticuerpos anti-hsp70. Evidencias preliminares indi
can que podria ocurrir lo mismoen Chagas. Esto está en con
tradicción con lo informado por otros autores.
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TABLA 6:
Reactividad de sueros de

totales 2; anual.

a) Antígenos reconocidos

pacientes chagásicos con las
de fusión producidas por los fagos recombinantes y con

por sueros de pacientes agudos.

JL5 JL7 JLB JL9 RAl r-3 0

mmqmmpwmp

lI
I I I

I

+|++l

I I

+-+++-++-+++

b) Antigenos reconocidos
géníto.

Tablas

proteínas
proteínas

por sueros de pacientes con Chagas con

JL5 JL? JLS JL9 RAI Tc

1 + + — - +
2 + + — +

3 — + + - +
4 + + + + +
5 - + + — +
6 - + + - +
7 + + — - +
8 + + + + +
9 - + — — +
10 - - - - +
11 - + - - +
12 — + - +
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c) Antígenos reconocidos por sueros de pacientes con Chagas
crónico.

JL5 JL7 JL8 JL9 RAI Tc

Tot. Pos.(C) 114 142 125 123 87 .156
Tot. Neg.(D) 101 73 90 92 128 59

Leyenda:
(JL52); RAI y Tc:

Los recombinantes usados en el ensayo son:
extracto total de T. crusi.

JL5; JL7; JL9
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TABLA 7:
Fagos recombinantes purificados en los rastreos realizados
durante el presente trabajo.

a) Fagos recombinantes purificados a partir de rastreos in
munológicosde la biblioteca de tripomastigotes sanguíneos de la
cepa RA 1 2; Qrgai.

fago suero tamaño del codifica
utilizado ADNc(pb) para

M9 1 MQ 300 ND
M9 2 MQ 400 ND
M9.3 MQ 600 ND
M9.5 MQ 100 ND
M9 6 MQ 300 ND
M9.7 MQ 350 ND
M9 9 MQ 300 ND
M9 10 MQ 1000 ND
M9 “1 MQ 650 HSP 7
M9 31 MQ 700 HSP ¡0
G11 PN-/MQ+ ND ND
G12 PM-/MQ+ ND ND
G13 PM-/MQ+ 200 p ribos.°*
G14 PM-/MQ+ 250 D
816 PM-/MQ+ 200 p ribos.P*
818 PM—/MQ+ 200 p ribos.P
823 PM-/MQ+ 250 p r1bos.P
LYT6 (a) 350 p ribos.p
CHS TM 200 ND

ND:no se continuó su estudio genético. (*): codifica para una
proteina ribosomal P. (a): fago purificado por rastreo in
munológico diferencial ver Fig. 5. PM-/MQ+:rastreo diferencial,
luego de transferidas las proteínas de fusión a los filtros de
nitocelulosa, estos se incubaron y revelaro pimero con el suero
PM, Calcando sobre un acetato los fagos reactivos con ese suero;
luego, el mismofiltro se reveló con el suero MQ,finalmente se
tomaron los recombinantes negativos para PMy positivos para MQ.
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b) Fagos recombínantes purificados de la biblioteca de epimasti
gotes de 1a cepa Tul 2 de 1L_gzuai, por rastreos radioactivos con
1a sonda Lth.

Fago tamaño del
ADNc (pb)

HSL5 350
HSLB 800
HSLB 200
HSL14 400
HSLlB 300

c) Fagos recombinantes purificados por rastreos inmunológicos de
la biblioteca de L+_b+bláïilifiüfii_cepaboitrón.

Fago suero tamaño del
ADNc (pb)

Lbb2 Ac-RAl 350
Lbb3 Ac-RAl 750
LbbB Ac-RAl ND
LbblO Ac-RAl 800
Lbbll Ac-RAl 700

Ac-RAl: anticuerpos anti RAI inmunopurificados del suero FR.

A070 R DIRECTOR

Wff JMMM“
wbhïcm LQUYÏQÏÓH’ Mañana J_L¿“{h
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