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RESUMEN

En Ia presente tesis, se abordó el clonado de Ia hsp70 de L.(V.) peruviana y la
caracterización de la respuesta humoral en pacientes con Leishmaniasis
Tegumentaria Americana, Ia Enfermedad de Chagas y la enfermedad mixta
Chagas/Leishmaniasis.

Se determinó el tamaño del inserto de U4 en 1,6 Kpb. Se mostró que U4
presentaba un marco de lectura abierto de 525 pb. que codifican para los 174
aminoácidos C-terminales de Ia hsp70 de L.(V.)peruviana.

U4 presenta una homología de 98% con Lbb1 (97% de identidad y 1% de
cambios conservativos) y con RA1 un 87% (74% de identidad y 13% de cambios
conservativos).

Se determinó Ia organización genómica de los genes hsp70 por Southern-blot
de ADN genómico de clones de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis. Se
encontró 2 locus genómicos, uno de los cuales contenía un tandem de genes
hsp70 para ambas especies de Leishmania sp.

Los ADNc de U4 y Lbb1 se subclonaron pGEX17lT para caracterizar la
respuesta humoral en Leishmaniasis Tegumentaria Americana, Enf. de Chagas
y Ia lnf. mixta Chagas/Espundia por Ensayo de Placa de Lisis, Western-blot y
ELISA. Los resultados obtenidos por las 3 técnicas indican que U4/Lbb1 se
pueden usar en el diagnóstico de L. Mucocutánea (Espundia) y junto a JL7,
permitiría un diagnóstico diferencial de la enfermedad mixta Chagas/Espundia‘

El clonado y Ia caracterización de la respuesta humoral de las proteínas
ribosomales P2 de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis.

El clonado de las proteínas ribosomales ácidas de tipo P2 de L.(V.) peruviana y
L.(V.) braziliensis se realizó mediante rastreo de bibliotecas de expresión en
Agt11con sondas de las proteínas ribosomales P2a y P213de L.(L.) ¡nfantum

En la biblioteca de expresión de L.(V.)peruviana se aisló un recombinante con
cada sonda. EI recombinante prP2a tenía un inserto de aprox. 900 pb.,
presentando un marco de lectura abierto de 327 pb. que codifican 108
aminoácidos, faltádole sólo los 3 primeros residuos N-terminales para estar
completa.

El recombinante prP2a presenta una homología de aminoácidos de 95% (89%
de identidad y 6% de cambios conservativos) con la proteína homóloga de L.(L.)
infantum, un 87% (74% de identidad y 13% de cambios conservativos) con la de



T. cruzi y un 65% (44% de identidad y 21% de cambios conservativos) con la
proteína P2 humana.

El otro recombinante (prPZB) aislado de la misma biblioteca contenía un
inserto de 271 pb., presentando un marco de lectura abierto de 144 pb. que
codifican los 44 últimos aminoácidos C-terminales.

Cuando se compara el recombinante prP2B con sus homólogas de otras
especies de Trypanosomátidos, la más alta homología la presenta con la
proteína ribosomal P213de L.(L.) ¡nfantum con un 90% (81% de identidad y 9%
de cambios conservativos), con la P2B de T. cruzi alcanza un 86% (78% de
identidad y 8% de cambios conservativos), con la P28 de T. brucei un 78% (66%
de identidad y 12% de cambios conservativos) y con la P2 humana un 73%
(59% de identidad y 14% de cambios conservativos).

En la biblioteca de expresión de L.(V.) braziliensis se aisló un recombinante
(LbbPZB-Iike) con la sonda la P2a de L.(L.) ¡nfantum. Este recombinante
contiene un inserto de aprox. 750 pb., presentando un marco de lectura abierto
de 264 pb. que codifican los 87 aminoácidos C-terminales de una proteína
ribosomal P28 atípica de L.(V.) brazil/ensis. La comparación de aminoácidos es
mayor con el recombinante prP2B con un 72% (52% de identidad y 20% de
cambios conservativos), un 69% con la de L.(L.) ¡nfantum (49% de identidad y
20% de cambios conservativos), con la P2 humana un 64% (35% de identidad y
29% de cambios conservativos), con la T. brucei 58% (38% de identidad y 20%
de cambios conservativos) y finalmente con la de T. cruzi un 53% (31% de
identidad y 22% de cambios conservativos).

AI analizar la respuesta humoral de pacientes con L. Mucocutánea contra los
recombinantes prP2a y LbbP2B-like,se vió que el epítope inmunodominante
no se localiza en el extremo C-terminal. mientras que en las proteínas
ribosomales P de T. cruzi, se había determinado el extremo C-terminal como el
epítope inmunodominante (péptido R-13).

De otro lado, pacientes con la Enfermedad de Chagas no reaccionaban con las
proteínas ribosomales de tipo P2 de Leishmania 5p., indicando que inducen
anticuerpos Leishmania-específicos y que no eros-reaccionan con las de T.
cruzi.



ABSTRACT

I have performed the cloning of the hsp70 of Leishmania (Víannia) peruviana
(recombinant U4) and characterization of the humoral inmune response in
patients with American Tegumentary Leishmaniasis (ATL), Chagas’ disease
(CH) and the mixed infection Chagas/Leishmaniasis (CH/L)against this protein.

The recombinant U4 has an insert of 1,6 Kbp., presenting an open reading frame
(ORF) of 525 bp, coding for the last 174 aminoacids.

The recombinant U4 presents a high degree of homology with the recombinant
Lbb1 (C-terminal domain of the hsp70 of L.(V.) braziliensis) of 98% (97% identity
and 1% non conservative substitutions) and with the recombinant RA1 (C­
terminal domain of the hsp70 of T. cruz) of 87% (74% identity and 13% non
conservative substitutions).

l found two hsp70 genomic Ioci in the genome of the related species L.(V.)
peruviana and L.(V.) brazi/iensis as determined by Southern blot. One Iocus
comprised the tandem repeat of the hsp70 genes, which present a repetitive unit
of 3.7 Kbp.

I have cloned the U4, Lbb1 and RA1 cDNAs in the expression vector pGEX17tT
to characterize the humoral inmune response in ATL,CH and CH/Las measured
by ELISA,Phage dot array immunoassay and Western blot.

I found a high reactivity of Mococutaneous Leishmaniasis sera with the U4/Lbb1
recombinant proteins, whereas most of the Cutaneous Leishmaniasis, Chagasic
and non-related sera did not.

l have also cloned the ribosomal P2-type proteins of L.(V.) peruviana (prP2a
and prP2B) and L.(V.) brazi/¡ensis (LbbPZB-like)by screening of the expression
libraries with P2-type ribosomal proteins from L.(L.)infantum as probes.

The recombinant prP2a has an insert of 900 bp. An ORF of 327 bp, codifying
108 aminoacids, Iacking the three N-terminal residues to be a full length protein.
This recombinant presents an homology of 95% (89% identity and 6%
conservative substitution) with the homologous of L.(L.) infantum, 87% of
homology (74% identity and 13% conservative substitutions) with the
corresponding of T. cruzí and 65% of homology (44% identity and 25%
conservative substitutions) with the human P2 protein.

The recombinant prPZB has an insert of 271 bp, presenting on ORF of 144 bp,
coding for the last 44 C-terminal aminoacids. lt has an homology of 90% (81%
identity and 9% conservative substitutions) with the corresponding of L.(L.)
infantum, 86% of homology (78% identity and 8% conservative substitutions)



with that of T. cruzi, 78% of homology (66% identity and 12% conservative
substitutions) with the P26 protein of T. brucei and 73% of homology (59%
identity and 14% conservative substitutions) with the human P2 protein.

The LbbP2B-Iikeprotein has an insert of 750 bp, presenting an ORF of 264 bp.
coding for the 87 C-terminal aminoacids. lt has 72% of homology (52% identity
and 20% conservative substitutions) with that of L.(V.) braziliensis, 69% (49%
identity and 20% conservative substitutions) with that of L.(L.) ¡nfantum, 64%
(35% identity and 29% conservative substitutions) with the human P2 protein,
58% (38% identity and 20% conservative substitutions) with the P213of T. brucei
and a 53% (31% identity and 22% conservative substitutions) with that of T.
cruz¡.

In both Leishmania P2 proteins (prP2a and LbbP2B-Iike)evaluated, the most
antigenic epitope was not located at the C-terminus, whereas in the T. cruzi P2
proteins the inmunodominant epitope was the last 13 C-terminal residues (R-13
peptide).

Chagasic sera did not react with the ribosomal P2 proteins from Leishmania sp.
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MASA

Al fin de la batalla,

y muerto el combatiente, vino hacia el hombre

y le dijo: "No mueras. te amo tanto"!

Pero el cadáver ay! siguió muriendo.

Se le acercaron dos y repitiéronle:

No nos dejes! Valor! Vuelve a la vida!

Pero el cadáver ay! siguió muriendo.

Acudieron a él veinte. cien. mil, quinientos mil clamando:

"Tanto amor y no poder nada contra Ia muerte"!

Pero el cadáver ay! siguió muriendo.

Lo rodearon millones de individuos.

con el ruego común: “Quédate hermano"!

Pero el cadáver ay! siguió muriendo.

Entonces todos los hombres de la tierra

Io rodearon, les vio el cadáver triste. emocionado;

incorporose lentamente.

abrazó al primer hombre; echose a andar ....... ..

Cesar Vallejo "Los heraldos negros"
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INTRODUCCIÓN

Leishmaniasis



1.1) Leishmaniasis

La infección por Leishmania sp, comprende un grupo de enfermedades que afectan

aproximadamente 88 países. de los cuales 16 son países en vías de desarrollo. Se

calcula que hay 12 millones de personas infectadas en el mundo y 350 millones en

riesgo de infección. Entre 1.5 y 2 millones de personas se infectan cada año (WHO

report, 1975-94).

Las Leishmania spp son parásitos kinetoplástidos unicelulares que pueden infectar

humanos, animales y plantas y son transmitidas por insectos flebótomos de los

géneros Lutzomyia spp y Phlebotomus spp (Nuevo y Viejo Mundo. respectivamente).

Varias formas clinicas de la infección en el hombre han sido descriptas, siendo el

principal síntoma de la enfermedad un absceso en la piel. usualmente en el sitio de la

picadura del insecto (Leishmaniasis cutánea). El parásito puede también diseminarse

infectando la mucosa nasal y oral (Leishmaniasis mucocutánea). u órganos internos

(Leishmaniasis visceral) (Lainson y Shaw. 1987).

La severidad de las infecciones por Leishmania sp. es variable. dependiendo de la

constitución genética del parásito, estado de salud y la constitución genética del

hospedador y la eficiencia de la respuesta inmunológica del hospedador contra el

parásito.

La Leishmaniasis ha sido reconocida como un problema de salud pública mundial e

incluida como una de las 6 enfermedades seleccionadas por la UNDP/WORLD

BANK/WHO Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases

(TDR)para ser combatidas preferencialmente.

‘l.1.1)Clasificaclón del género Leishmania

Esta clasificación fue sugerida por Lainson y Shaw, 1987.

Reino: Protista, Haeckel, 1866.

Sub-reino: Protozoa, Goldfuss, 1817.

Filum: Sarcomastigophora. Honigberg y Balamuth. 1963.

Sub-filum: Mastigophora. Deising, 1866.

Clase: Zoomastigophorea. Calkins, 1909.



Orden: Kinetoplastida, Honigberg, 1963. emend. Vickennan, 1976.

Sub-orden: Trypanosomatina, Kent, 1880.

Familia: Trypanosomatidae, Doflein, 1901. emend. Grobben, 1905.

Género: Leishmania, Ross, 1903.

1.1.2) El parásito

Leishmania es un organismo unicelular que presenta dos estadios morfológicos

durante su ciclo de vida: promastigotes y amastigotes (Fig. 1) Los amastigotes son

ingeridos junto con Ia sangre durante la alimentación del flebótomo y se transforman

en una forma mótil flagelada (promastigotes) en una porción del intestino del vector

donde se multiplican y migran hacia Ia proboscis (Molyneux y Killick-Kendrick,1987).

Fig. l Ciclo de vida de Leishmania spp

Durante su ciclo de vida los promastigotes no infectivos de la fase logaritmica de la

curva de crecimiento pasan a parásitos metacíclicos de la fase estacionaria, muy



infectivos. Esto ha sido demostrado para L.(L.) major (Sacks y Perkins. 1984), L.(L.)

donovani (Giannini, 1974; Howard y col., 1987), L.(L.) mexicana (Mallison y Coombs,

1989) y L.(V.) brazíliensis (Kweider y col., 1987).

Los antígenos del parásito podrian jugar un rol crucial en la invasión, supervivencia y

mantenimiento dentro del macrófago del hospedador. La forma en que estos

antígenos son procesados y presentados por el sistema inmune del hospedador

podria determinar la severidad de la forma clinica de la enfermedad

1.1.3) Tlpos de Lelshmanlasis

1.1.3.1) Leishmaniasls Cutánea

En el Nuevo y Viejo Mundo, la Leishmaniasis Cutánea (LC) afecta a 61 paises, con

aproximadamente 200 millones de personas en riesgo de infección y 300,000 casos

informados anualmente (Ashford y col, 1992). En el Nuevo Mundo. los casos de

Leishmaniasis Cutánea son principalmente causados por miembros de los complejos

L.(V.) brazilíensis y L.(L.) mexicana (Lainson y Shaw, 1987; WHO report. 1990). Las

principales Leíshmania patógenas para el hombre, responsables de una variedad de

diferentes manifestaciones clínicas de la enfermedad son: L.(V.)peruviana asociada

con "Uta". L.(V.) brazíliensis para las Leishmaniasis Cutánea y Mucocutánea, L.(V.)

guyanensis asociada con “Pian Bois", L.(V.)panamensis asociada con Leishmaniasis

Cutánea Panamensis. L.(L.) mexicana asociada a la “Ulcera del Chiclero" y L.(L.)

amazonensis para Leishmaniasis Cutánea y Cutánea Difusa.

En el Viejo Mundo, las lesiones de Leishmaniasis Cutánea se pueden curar

espontáneamente, la cual está asociada con L.(L.) major o pueden producir

Leishmaniasis Cutánea Recidivante como por ejemplo: L.(L.)tropica.

1.1.3.2 Lelshmaniasls Visceral

La Leishmaniasis Visceral (LV)origina cuadros de máxima gravedad y la enfermedad

(Kala-azar) es fatal si no se trata. La LV afecta 47 paises, aproximadamente 180

millones de personas corren riesgo de infección y 88.500 casos nuevos son

informados anualmente (Ashford y col., 1992).



Se manifiesta en general como una infección suave, asintomática u oligosintomática.

Sin embargo, un cierto porcentaje de individuos infectados desarrollan la enfermedad

(WHO report. 1990).

En el Nuevo Mundo. L.(L.) chagasi es el agente causal de la Leishmaniasis Visceral

.Americana, mientras que en el Viejo Mundo los agentes etiológicos de LV son

miembros de las especies de L.(L.)donovani y L.(L.) infantum (WHO report. 1990).

En los paises mediterráneos los perros son el principal reservorio para L.(L.)

infantum. Entre el 5-15% de los perros están infectados, hecho que constituye un

serio problema de salud veterinaria.

Leishmania sp en LV es también parásito oportunista de pacientes

inmunosuprimidos. principalmente con SIDA abriendo nuevas perspectivas

epidemiológicas (Alvar y col., 1992).

1.1.3.3) Leishmaniasis Cutánea Difusa

La Leishmaniasis Cutánea Difusa (LCD) en el Nuevo Mundo es causada por L.(L.)

amazonensis (Grimaldi y col., 1987; Franke y col. 1990; Dujardin y col, 1995). La

LCDes rara. pero es la más seria de todas las Leishmaniasis cutánea. En los casos

graves las lesiones cubren una gran parte del cuerpo. nunca curan sin tratamiento, y

Ia gran mayoría de los casos presentan recaídas, aún si son tratados. Los casos

extremos de la LCDen el Viejo Mundo son causados por L.(L.)aethiopica.



1.1.3.4) Leishmaniasis Mucocutánea (LMC)

La Leishmaniasis Mucocutáneai también conocida como “Espundia', es causada por

L.(V.)braziliensis y empieza con una úlcera en la piel con los bordes elevados, poco

dolorosa. Es posible encontrar lesiones múltiples en el cuerpo. Meses o años

después pueden sobrevenir lesiones extensivas y mutilantes. Las |esiones del

cartílago de la nariz o de la oreja, de los labios y de la mucosa orofaringea son

tipicas. también reciben el nombre de lesiones metastásicas (TDR progress. 1975­

94). Las lesiones mucosas son generalmente refractarias a la quimioterapia (Rucha y

col., 1983). En las Figs. 2 y 3 se muestran la distribución mundial y en el Nuevo

.Mundo de Leishmania sp.
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1.1.4) Leishmaniasis en el Perú

La Leishmaniasis son un serio problema de salud en las áreas rurales del Perú.

Aproximadamente. 10.000 nuevos casos de Leishmaniasis se presentan anualmente,

donde el 90% desarrollarán la forma cutánea de la enfermedad. mientras que el 10%

restante exhibirá la forma mucocutánea. De estos casos mucocutáneos, se calcula

que un 30% serán refractarios al tratamiento quimioterapéutico convencional (Llanos­

Cuentas, comunicación personal).

1.1.4.1) La Leishmaniasis en la hlstorla peruana

Enfermedades cutáneas y mucocutáneas semejantes a Leishmaniasis fueron

descriptas por los habitantes locales, cronistas y exploradores del antiguo Perú. La

mayoría de los informes son incompletos y correlacionan con la sintomatología de la

Leishmaniasis, así como también los cerámicos de las culturas pre-incaicas muestran

lesiones de piel que se asemejan a Leishmaniasis activa (Lumbreras y Guerra, 1985).

1.1.4.2) Especies de Leishmania en Perú

Cinco especies del género Leishmania han sido identificadas como causantes de la

enfermedad en el Perú.

L.(L.)amazonensis. Lainson y Shaw, 1972.

L.(V.) braziliensis, Viannia, 1911, emend. Matta, 1916.

L.(V.)guyanensis, Floch, 1954.

L.(V.) Iainsoni, Silveira, Shaw, Braga e lshikawa, 1987.

L.(V.)pen1viana. Vélez. 1913.

En el territorio peruano se han detectado principalmente dos formas clínicas: La

Leishmaniasis Cutánea Andina (LCA), comúnmente conocida como "Uta" y la

Leishmaniasis Mucocutánea (LMC)conocida como Espundia (Fig. 4).
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1.1.4.2.1) Lelshmanlasls Cutánea Andlna (LCA)

La Leishmaniasis Cutánea Andina (Uta) produce lesiones cutáneas benignas que se

pueden autocurar y presentan una buena respuesta al tratamiento quimioterapéutico.

Usualmente hay una lesión simple que podria presentar un desarrollo mucoso debido

a la extensión de la lesión.

La clasificación del agente causal de Uta fue confuso. Primero fue clasificada como

L. peruviana (Velez, 1913), luego como L. tropica (Hoeppli. 1969; Hommel, 1978),

como L. brazílíensis (Lainson y co|., 1969; Lainson y Shaw, 1972), como L. mexicana

(Kreutzer y col._ 1983) y finalmente, se identificó a L.(V.) peruviana como el agente

causal de la enfermedad (Arana y col., 1990).

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en los valles de la vertiente

occidental de la cordillera de los Andes, desde el norte del Perú hasta

aproximadamente 15°C latitud sur, en especial en los valles interandinos; a altitudes

de 600 a 3.200 mts. La más alta incidencia se observa entre los 1.800-2.400 metros

de altitud. Esta distribución podría ser dependiente de la altitud, temperatura y lluvia,

las cuales Iimitarían la distribución del vector.

La denominación de "Uta"a la LCA se refiere al nombre con que los nativos llaman al

vector que transmite la enfermedad y sería un diminutivo ("ut") del vocablo quechua

“utasca” que significaría "picar". El pensamiento popular era que la Uta era un insecto.

mosquito venenoso o mosca. al cual no se lo podia ver y que actuando después del

crepúsculo, se alimentaba de animales muertos en estado de putrefacción y al picar a

las personas producía úlceras que luego necrosaban la piel (Pérez J.E, Tesis

doctoral. 1995). Los vectores infectados con L.(V.) peruviana son: Lutzomyia

ayacuchensis (Dujardin y col, 1993), y Lu. peruensis y Lu. venucarum (Pérez y col,

1994).

La enfermedad se caracteriza por la presencia de úlceras pequeñas que se

desarrollan lentamente involucrando el sistema linfáticoy que al extenderse producen

cicatrices grandes. Las úlceras presentan los bordes elevados. no comprometen las

mucosas y se curan espontáneamente.

Como los niños son los principales afectados por la enfermedad se pensó que la

transmisión era principalmente intradomiciliaria (Weiss, 1943; Herrer. 1962).



El reservorio del parásito no está aún bien definido, pero la infección por L. (V)

peruviana ha sido descripta en perros (Herrer, 1951), en los roedores Phyllolis

andium y Akodon mol/is y la comadreja Didelphis albiventn's (Llanos y Davies. 1992).

. 1.1.4.2.2) Lelshmaniasls Mucocutánea (Espundia)

La otra forma de Leishmaniasis en Perú se llama "Espundia". La enfermedad se

distribuye en la selva amazónica y en Ia vertiente oriental de la cordillera andina. a

altitudes de 1.300 mts sobre el nivel del mar. L.(V.)braziliensis es el agente causal de

Ia infección (Arana y col.. 1990).

La Espundia tipica produce lesiones diseminadas, que pueden involucrar las

mucosas nasal y faríngea, algunas veces con destrucción severa del septum nasal y

aún extendiéndose a la |aringe. Todo esto es principalmente un estadío secundario

de la enfermedad qUe aparece algún tiempo después de una úlcera cutánea inicial y

crece más rápidamente que la Uta. llegando a ser mucho más grande.

La gente que vive en las áreas endémicas a LMC.también conocida como Espundia,

Jucuya o Tiac-araña piensan que Ia enfermedad es causada por Ia picadura de un

insecto o araña conocida como "tiac-araña" (Pérez J.E. Tesis doctoral, 1995). Otra

versión que circula respecto al origen del nombre Espundia se remonta a la época

colonial, cuando los españoles al conquistar el Imperio Incaico trajeron caballos,

algunos de los cuales presentaban una enfermedad que atacaba la mucosa nasal y

oral que se llamaba "Esponhia" y a la enfermedad en humanos por degeneración de

la palabra original y por su analogía a la enfermedad de los equinos se le denominó

"Espundia" (Llanos-Cuentas, comunicación personal).

En el Perú, el vector de la enfermedad es desconocido y es un tema a dilucidar. La

mayoría de las especies de Lutzomyia sp. antropofilicas que se localizan en la

cuenca amazónica peruana han sido encontradas infectadas con Leishmania

(Christensen y co|.. 1983; Rangel y col.. 1984; Killick-Kendrick, 1990).

El reservorio también es desconocido. Sólo un aislado de Leishmania sp fue obtenido

de Proechímys sp en el departamento de Loreto (Braga. 1987).



1.1.5) Diagnóstico de Laboratorlo

Los métodos clásicos utilizados para demostrar en forma directa la presencia del

parásito en los tejidos o lesiones de piel son los siguientes:

análisis de gota gruesa o secciones histológicas.V
í]

h) inoculación de hámster con aspirados de tejido infectado o con fragmentos de

tejido homogenizado.

c) cultivo ¡n vitrode homogenatos de tejido o aspirados en medio bifásico.

Los métodos indirectos actualmente empleados en el diagnóstico de la infección por

'Leishmania están basados en técnicas serológicas e incluyen el ELISA (Badaro y

col. 1986; El Safi y Evans, 1989; Reed y col. 1990), el test de aglutinación directa (El

Safi y Evans, 1989; Mengistu y col.. 1990; Zijlstra y col.. 1992), el inmunoblot

(Mengistu y col., 1992; Reed y col., 1987) y la inmunofluorescencia (Hai'ith y col,

1987; Walton, 1970).

El test de Montenegro (Delayed Type Hipersensitivity). el cual mide la reacción de

Hipersensibilidad Retardada o Ia respuesta celular a antígenos derivados de

Leishmania sp es usado en el diagnóstico clinico de la enfermedad y en rastreos

epidemiológicos (Manson-Bahr, 1987; Grimaldi y McMahon-Pratt, 1991; Palma y

Gutierrez, 1991). No obstante. el test de Montenegro no logra distinguir entre la

infección por Leishmania activa o curada (Walton. 1970; Manson-Bahr. 1987; Weigle

y col., 1991).

Recientemente. nuevas metodologías han sido desarrolladas usando antígenos

recombinantes en el inmunodiagnóstico de Leishmaniasis (Montoya Y. Tesis doctoral.

1993).

La identificación temprana de las especies causales es muy importante

especialmente en las formas mucocutáneas y viscerales de la enfermedad porque

determinan el adecuado tratamiento quimioterapéutico a usar.



1.1.6) Tratamiento

El tratamiento de la enfermedad está basado en el uso de drogas leishmanicidas.

principalmente inyecciones de compuestos derivados de antimonio pentavalente

(Sbs), los cuales a pesar de sus propiedades tóxicas, continúan siendo el tratamiento

de elección (WHO,1982. 1991; Hen/valdt y Berman, 1992). El uso de 20 mg

Sbs/Kg/día fue recomendado para el tratamiento de LV, LC y LMC (WHO Expert

Committee. 1990; Herwaldt y Berman. 1992) con una dosis diaria máxima de 850 mg.

Datos recientes indican que la respuesta a Sb5 es mejor con dosis diarias más altas e

incrementando el tiempo de tratamiento, pero los efectos colaterales (anralgias.

mialgias, y toxicidad hepática. cardiaca y renal) son también mayores.

1.1.7)Algunos antígenos importantes de Leíshmania sp.

Entre algunos de los antígenos caracterizados de Leíshmania figuran los siguientes:

lgp63. hsp70, proteinas ribosomales ácidas.

1.1.7.1) Glicoprotelna de 63 kDa (Gp63)

La proteína mayoritaria de la superficie de Leíshmania, llamada gp63 es una

glicoproteina de 63.000 Da anclada a la membrana por GPI (Bodier, 1987; Button y

Mc. Master. 1988; Bouvier y col., 1989; Chaudhuri y col., 1989). La gp63. además es

una zinc-metaloproteinasa (Bouvier y col.. 1989; Chaudhuri y col. 1989) con un

amplio rango de especificidad de substratos y pH (Chaudhuri y Chang, 1988; Ip y col,

1990; Bouvier y col., 1990). Está codificada por múltiples genes ordenados en

tandem en número de 6 en L.(L.) major a doce en L.(L.) donovani (Webb y col..

1991), L.(L.) .mexicana (Medina-Acosta y co|., 1993) y L.(L.) chagasi (Miller y col.

1990; Ramamoorthy y co|., 1992). Es sintetizada como una proteina precursora de

602 aminoácidos consistiendo de un péptido señal N-terminal de 39 aminoácidos,

una pro-región de 61 aminoácidos y Ia proteina madura de 477 aminoácidos, la cual

presenta los sitios de glicosilación y catalitico y un péptido señal C-terminal de 20-25

aminoácidos para la unión dei GPI (Button y MCMaster, 1988).



Gp63 es el antígeno reconocido predominantemente luego de una infección por

Leishmania sp. en el modelo murino y humano (Etges y col., 1985; Colomer-Gould y

col, 1985; Bordier, 1987; Bouvier y col., 1987). Células T periféricas de un panel de

pacientes con Leishmaniasis del Nuevo Mundo responden a gp63 recombinante

(rgp63) y se aislaron lineas de células T que reaccionan especificamente con rgp63

(Button y col, 1991; Russo y col., 1991).

Se han propuesto múltiples funciones fisiológicas para la gp63. Russell y Talamas­

Rohana (1989) Ia involucran en la interacción macrófago-parásito durante los

estadios tempranos de la infección. Las moléculas de gp63 intervendrían en la

captación de promastigotes por macrófagos. es decir actuarían como ligandos para

varios receptores de macrófagos. entre ellos los receptores de complemento CR1

(=C3bR) y CR3 (=C3biR) (Blackwell, 1985; Russell y Thalamas-Rohana. 1989). En

lugar de ayudar a eliminar al parásito a través de la lisis mediada por complemento. la

unión de factores del complemento sobre Ia superficie de las formas metaciclicas

facilitaría la entrada del parásito a la célula hospedadora (Bogdan y col, 1990).

Por otro lado, Chaudhuri y Chang (1988) demostraron que esta proteina es muy

activa a pH ácido y postularon que gp63 se usarla para proteger substratos lípido­

proteicos de la degradación intralisosomal del macrófago.

En 1992 Alexander y Russell, sugirieron que la gp63 de la bolsa flagelar de

amastigotes serviría para la degradación de macromoléculas del hospedador o para

la protección o nutrición. La proteina está concentrada en el lumen de la bolsa

llagelar, que parecería estar relacionada con procesos de secreción y endocitosis.

En L.(L.)major esta proteasa se expresa en altos niveles. En promastigotes de L.(L.)

_major representa el 1% de la proteina celular y hay 500.000 copias sobre su

superficie (Etges y col, 1985; Bordier, 1987). Resultados similares se describieron

para promastigotes de L.(L.) mexicana. donde gp63 es el 1.2% de las proteínas

totales del parásito. Esto contrasta con los amastigotes intracelulares, donde

proteinas relacionadas con gp63 representan sólo el 0.1% de las proteínas celulares.

Esta proteasa está localizada en el lumen de los megasomas en amastigotes de

L.(L.) mexicana.

Gp63 no abunda en amastigotes de L.(L.) mexicana, como Io confirman estudios de

inmunoblotting e inmunoprecipitación (Bahr y col.. 1993). La heterogeneidad de gp63

estadio-específica de L.(L.)mexicana fue demostrada por Medina Acosta y col.. 1989.
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Posteriormente, Medina Acosta y col._ 1993 obtuvieron evidencias que diferentes

genes gp63 de L.(L.)mexicana eran regulados durante el desarrollo.

Schreffler y col. (1993) evaluaron la persistencia de anticuerpos contra gp63 en

sueros de pacientes con Leishmaniasis por ELISA usando la proteína nativa y la

recombinante de gp63 (rgp63). Los sueros de pacientes con Leishmaniasis Visceral

exhibian altos niveles de anticuerpos contra la rgp63 de L.(L.) donovani y rgp63 de

L.(L.)chagasi. En contraste, los sueros de pacientes con Leishmaniasis Mucocutánea

infectados con L.(V.)braziliensis no reaccionaban con la rgp63.

Tanto Button y col., 1991 como Russo y col, 1991 realizaron experimentos sobre la

respuesta inmune celular hacia gp63 usando el antígeno recombinante. La rgp63 de

L.(L.) major fue identificada como un determinante inmunodominante de células T

humanas en un paciente infectado con L.(V.)guyanensis (Button y coI.. 1991).

Los péptidos sintetizados en base a la secuencia de aminoácidos de gp63 son

antigénicos y pueden inducir inmunidad protectiva contra la infección por L.(L.)

mexicana (Jardim y col., 1990) y L.(L.) major en ratones (Chang y Chaudhuri, 1990).

Posteriormente. Yang y col. (1993) evaluaron el valor protectivo de gp63. al

transformar una cepa de Salmonella typhlmun'um y expresar rgp63. Ratones

inmunizados oralmente con esta cepa desarrollaban inmunidad protectiva parcial.

La gp63 de L.(V.) braziliensis no estimula PBMC de pacientes infectados con L.(V.)

braziliensis (Mendoca y co|., 1991). como también ocurre con la gp63 purificada de L.

major que no induce proliferación de PBMC de pacientes infectados con L.(L.) major

(Jaffe y col., 1990).

1.1.7.2) Proteina de choque térmlco de 70 kDa (HSPTO)

Las proteínas de choque térmico SOn un grupo de moléculas sintetizadas en

respuesta a una variedad de estímulos: cambio brusco de temperatura, carencia de

nutrientes, presencia de radicales libres e infección viral y por parásitos (Craig y co|.,

1993; Lindquist y Craig. 1988; Lindquist, 1986). El representante mejor estudiado de

esta familia es la proteina de choque térmico de 70 kDa, la HSP70. Las células

eucariotes contienen una variedad de genes hsp70 cuyas proteínas han sido

descritas como "chaperonas moleculares" (Georgopoulus. 1992; Ellis y Van der Vies,

1991; Ellis, 1987). Estas moléculas modifican la conformación de proteínas mediante



el ensam-L' ,' 'i---..samblajc de complejos protelcos facilitando su transferencia a

través de las membranas celulares como: núcleo. mitocondria y microsoma (Gething

y Sambrook, 1992; Langer y Neupert, 1991). Basados en estudios funcionales y

estructurales de la HSP70, se ha sugerido que la porción N-terminal contiene la

actividad ATPasa, mientras que la región C-terminal es importante en el

_reconocimiento de substrato (Flaherty y co|., 1990).

En algunos casos, hay genes que codifican hsp70 que son expresadas

constitutivamente. No son inducibles por calor pero presentan la misma secuencia de

aminoácidos y son referidos como hsc70 (heat shock cognate). En contraste. hay

otros genes que codifican hsp70 inducibles por calor (hsp70), mientras que otros son

regulados por glucosa (grp78) (Shinnick. 1991).

Las HSP70 de una variedad de agentes infecciosos incluyendo Leishmania han sido

estudiadas. El rol exacto de estas moléculas en el proceso infeccioso no se conoce.

No obstante, es claro el carácter inmunodominante de estas proteinas como blancos

de anticuerpos y células T. Además, HSP70 son antígenos dominantes de otros

agentes infecciosos incluyendo Trypanosoma, Plasmodium falciparum. Schistosoma

mansoni, Theilen’aannulata. Candida albicans, Histop/asma capsulafum (Shinnick.

1991).

Lee y col.. 1988 informaron el hallazgo de las hsp70 de L.(L.) major al rastrear una

biblioteca genómica de esta especie usando el gen hsp70 de T. bmcei como sonda.

Los 5 genes hsp70 de L.(L.)major estaban organizados en 2 loci diferentes. Cuatro

genes estaban organizados en "tandem" en el locus l, y un quinto gen en el locus ll.

Se determinó que la unidad repetitiva era de 3,6 Kb y presentaba 380 pb de región

intergénica (locus l). La secuencia codificante de Ia hsp70 de L.(L.) major tiene un

marco de lectura abierta de 658 aminoácidos. La región codificante presenta una

homologia nucleotldica de 80% y aminoacldica de 89% con la hsp70 de T. brucei. La

transcripción de los genes del Iocus l se induce por calor. mientras que la

transcripción del quinto gen es constitutiva. Los 5 genes están localizados en un

único cromosoma de 1.000 Kb.

Searle y col., 1989 encontraron una familia de genes relacionados con hsp70 en este

parásito, por rastreo de una biblioteca genómica de L.(L.)major con una sonda hsp70

humana (Hunt y Morimoto, 1985). Dicha sonda reconocla al menos 3 genes

relacionados con diferentes número de coplas cada uno. De los 3 genes. 2 son
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expresados constitutivamente (hsp70.1, hsp70.4). En contraste, transcrilos del tercer

gen (Lm ADNc 7.5) de promastigotes de fase estacionaria (estado infectivo) exhibian

niveles incrementados de ARN comparados con promastigotes de fase logaritmica

(no infectivos) (Coulson y Smith, 1990). Ningún gen se indujo por calor. Basados en

estos estudios el genoma de L.(L.)major contiene al menos 4 secuencias diferentes

relacionados con hsp70. los cuales están en 5 locicromosomales separados.

MacFarIane y co|., 1990 identificó un ADNc al rastrear una biblioteca de L.(L.)

donovani en Agt11 con el suero de un paciente con Leishmaniasis Visceral. El

antígeno expresado por el clon era reconocido por 50% de los sueros de pacientes

con Leishmaniasis Visceral, más no por los sueros de pacientes con Leishmaniasis

Cutánea. ni Enfermedad de Chagas. El recombinante contenta un inserto de 600 pb

con homología a HSP70. Posteriormente. se aisló un recombinante de una biblioteca

'genómica y se completó la región codificante constituida por 653 aminoácidos.

La comparación de secuencias reveló un 70% de similitud con la HSP70 humana

(Hunt y Morimoto. 1985). un 85% con la HSP70 de T. brucei (Glass y col., 1986) y

más del 95% con Ia proteína de L.(L.) major (Lee y col., 1988). Los genes que

codifican para esta hsp70 de L.(L.)donovani están en un sólo cromosoma, repetidos

12 veces cubriendo un tándem directo de 3,7 Kb. Sólo una banda de 3.5 Kb. fue

detectada en Northern blots de ARN de promastigotes de L.(V.) braziliensis, L.(L.)

mexicana, L.(L.) fropica, L.(L.) arabica y L.(L.) donovani hibridizados con la sonda del

ADNc de 600 pb. La porción C-terminal de la HSP70 de L.(L.)donovanies antigénica.

Wallace y col. (1992) determinaron los epitopes involucrados utilizando péptidos

sintéticos. Asi se logró identificar al hexámero EADDRA. como el epítope

inmunodominante de células B usando suero de un paciente con Leishmaniasis

Visceral.

El mismo enfoque fue seguido por Amorin y col. (1991) luego de rastrear una

biblioteca de ADNc de L.(V.) brazilíensis con el suero de un paciente con

Leishmaniasis Mucocutánea. Se aisló un ADNc que contenla un inserto de 2.5 Kb.

reconocido por sueros de pacientes con Leishmaniasis Mucocutánea. más no por

sueros de pacientes con Leishmaniasis Cutánea. El inserto al ser secuenciado

exhibía homología con la HSC70 de L.(L.) donovani (Mc. Farlane y col., 1990) y a la

HSC70 humana (Dworniczak y Mirault. 1987). La porción C-terminal del inserto fue

subclonada y expresada en vectores de expresión. Como describimos anteriormente,



también en este caso esta región región fue reconocida por sueros de pacientes con

Leishmaniasis Mucocutánea más no asl por sueros de pacientes con Leishmaniasis

Cutánea.

Paralelamente, Levy-Yeyati (Tesis doctoral, 1992) aisló la porción C-terminal de la

hsp70 de L.(V.) braziliensis de una biblioteca de ADNc en Agt11 usando una táctica

mixta: rastreo inmunológico con anticuerpos inmune-seleccionados contra el

recombinante RA1 (hsp70 de T. cmzr) y rastreo con una sonda radioactiva del inserto

del recombinante RA1. Trabajando con réplicas de filtros se identificó un fago

recombinante (denominado Lbb1) que era positivo en ambos rastreos. AI

secuenciarlo demostró ser la hsp70 de L.(L.)brazilíensis.

Searle y col.. 1993 obtuvo anticuerpos especificos para la HSP70.1 de L.(L.) major y

estudió con ellos la localización de la proteina por inmunofluorescencia indirecta y

ensayos de marcaje con oro coloidal. Estos anticuerpos rec0noclan una molécula de

65 KDa localizada en la mitocondria, en todos los estadios del ciclo de vida del

parásito.

También en otros kinetoplástidos, tales como T. cruzi (Engman y col. 1989) y

Cn'lhidia fasciculata (Effron y coI., 1993), miembros de la familia HSP70 han sido

detectados en la mitocondria. El análisis de la secuencia de aminoácidos del gen

.HSP70 mostraba una alta conservación en aquellos aminoácidos implicados en la

unión del ATP y calmodulina. Este hallazgo sugiere que el gen de hsp70 de

Leishmania sp es una proteina que une ATP y que puede ser regulado por

calmodulina. El rol específico de esta molécula en Leishmania sp es Increrto, pero

basados en la analogía con otras proteinas relacionadas a las HSP70 mitocondriales,

sugieren que esta proteína puede estar involucrada en el transporte de otras

proteinas hacia la mitocondria. por lo tanto funcionando como una chaperona

molecular.

En cambio. Searle y Smith. 1993b usando el mismo tipo de análisis determinó que la

proteina HSP70.4 está localizada en el citoplasma del parásito.

Estudios sobre la localización cromosómica de hsp70 en L.(L.) major por CHEF u

OFAGE informan que los genes están en una banda cromosómica de 1.200 Kb

(Hanekamp 8. Langer, 1991). Otros autores detectaban una banda de 1.000 Kb en

L.(L.) major(Lee y col., 1988) ó 1.300 Kb (Giannini y col., 1990).



Bock y col., 1993 informó el hallazgo de los genes hsp70 de L.(L.) amazonensis al

rastrear primero una biblioteca de ADNc en lgt10 y luego bibliotecas genómicas en

EMBL3y pWE15 con una sonda del gen hsp70 de Drosophíla melanogaster. El mapa

fisico construido en base a fragmentos sobrepuestos revelaron que 7 genes hsp70

estaban organizados en un Iocus de 24 Kb conteniendo repeticiones en tandem de

3.5 Kb (unidad repetitiva). Además, se hallaron cósmidos cubriendo una región

cromosómica diferente indicando una octava secuencia hsp70 localizada en un sitio

distante. Los datos de Southern sugieren la existencia de genes hsp70 adicionales o

pseudogenes. La secuencia de la HSP70 de L.(L.) amazonensis tiene un 96% de

identidad aminoacídica con la de L.(L.) donovani (Mc.Farlane y col., 1990) y un 95%

con la de L.(L.) major (Lee y col.. 1988). Tiene una homología de 85% con la T.

brucei (Glass y co|., 1986) y un 81% con la de T. cruzi (Requena y col., 1989).

mientras que con la HSC70 cognata humana un 72% y con la HSP70 inducible un

68% de homología.

El tetrapéptido repetido GGMP. encontrado en las HSP70 de otros tripanosomátidos

está ausente en la secuencia de L.(L.) amazonensis. A su vez. se identificaron

elementos regulatorios potenciales de choque térmico en la región 5' no codificante.

junto con dos sitios diferentes de poliadenilación distanciados por 100 bp.

Recientemente, Quijada y col. (1996) han aislado Ia hsp70 de L.(L.) ¡nfantum

mediante el rastreo de una biblioteca de ADNccon sueros de perros que presentaban

Leishmaniasis viscerocutánea. El clon aislado contenía los 20 últimos aminoácidos C­

terminales. Posteriormente. se aisló un clon genómico conteniendo la secuencia

'completa de un gen hsp70. Se encontró que los genes hsp70 estaban organizados

como una serie de unidades repetitivas en tándem de 3,7 Kb. La proteína HSP70 en

L.(L.)infanfum está constituida por 653 aminoácidos y está conservada cuando se la

compara con las proteinas homólogas. Asl posee un 73% de identidad con la HSP70

humana. un 85% con la HSP70 de T. cruzi y alcanzando un 98% con las HSP70 de

las varias especies de Leishmania analizadas. Es llamativo la presencia de 2

repeticiones GGMP en la región C-terminal que son característicos de las HSP70 de

los parásitos.

El análisis inmunológico indica que en la infección por L.(L.) infanfum los anticuerpos

anti-HSP70 generados están dirigidoscontra determinantes especificos de la HSP70

del parásito y no se inducirlan autoanticuerpos anti-HSP70 durante la infección.



Algunos autores han sugerido un rol para HSP70 en la virulencia y resistencia de

Leishmania (Smejkal y co|., 1988). Estos autores describieron que L.(V.)guyanensis

en choque térmico cambiaba de morfología (de promastigote a amastigote)

aumentando su infectividad. midiendo este efecto por el tamaño de la lesión en

hamsters.

1.1.7.3) Proteinas Rlbosomales P

La subunidad mayor del ribosoma contiene una estructura con forma de dedo que

sobresale del cuerpo de la subunidad. conocida como pedúnculo ribosomal. El

pedúnculo ribosomal está involucrado en Ia unión de los factores de traducción.

dependientes de la hidrólisis del GTP, durante la sintesis de proteínas (Liljas, 1982) y

está formado por proteinas pequeñas con caracteristicas inusuales. Están presentes

en copias múltiples en el ribosoma y son ácidas. en contraste con la mayoria de las

proteinas ribosomales, que son de copia única y básicas. Estas proteínas,

denominadas proteinas A (ácidas) o proteinas P contienen un 20% de alaninas,

pocos residuos aromáticos, sólo 1 ó 2 argininas. no poseen cisteínas y poseen una

carga negativa neta generada por la concentración de ácido glutámico (E) en su

extremo C-terminal.

Ya se informó el aislamiento, caracterización y expresión de los genes de la proteina

ribosomal P0 de L.(L.) infantum (Soto y col., 1993). Los 2 genes estarian unidos en

tandem y son idénticos en la región codificante, pero difieren en su región

intergénica. Las regiones 3' no codificantes de los 2 genes son diferentes en tamaño.

-La secuencia de aminoácidos presenta cierto grado de conservación con las

proteínas ribosomales P0 de organismos eucariotes y en particular con la de T. cmzi.

Por Northern se demostró la presencia de 2 clases de transcriptos.

Soto y col. (1993) también aislaron y caracterizaron las proteínas ribosomales P7" y

PZB de L.(L.)¡nfantum Estos genes estaban organizados como 2 "clusters" génicos

independientes. Cada cluster contendrla 2 genes unidos en tandem que codificarian

para proteínas idénticas.

Cada una de las proteinas codificadas por los clusters (llamados LiP' y LiP,

respectivamente) son divergentes en secuencia. mostrando los rasgos característicos

de las proteinas P eucarióticas del grupo P2. A pesar de la conservación de
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secuencia en la región codificante de cada uno de los genes en el cluster. las

regiones no codificantes 5' y 3' son heterogéneas en secuencia.

El mismo grupo (Soto y co|.. 1995) informó el hallazgo que un alto porcentaje de

sueros de perros afectados por Leishmaniasis viscerocutánea contienen anticuerpos

que reaccionan con la proteína ribosomal P0 de L.(L.) infantum (LiPO)e identificaron

el mayor determinante antigénico, la secuencia AAKEEPEESDEDDFGMGadyacente

al extremo C-terminal de Ia proteina. También encontraron que anticuerpos anti-LiPO

no reaccionan con el determinante antigénico de las proteínas ácidas LiP2, indicando

que Ia proteina LiPOes un antígeno independiente en la forma canina de la infección.

Luego, Soto y col. (1995) informan sobre la presencia de anticuerpos contra las

proteínas ácidas ribosomales P2a y P26 de L.(L.) infantum en el suero de perros

infectados con el parásito. Mediante el uso de péptidos sintéticos localizaron el

epítope antigénico de estas proteínas en una región adyacente al dominio C-terminal.

conservado entre las proteínas P de eucariotes. salvo en las P0 de protozoarios. Los

anticuerpos anti-P producidos durante la infección por L.(L.) infantum no reconocen el

dominio C-terminal conservado de las proteinas P del parásito. en contraste con lo

informado para la Enfermedad de Chagas y el Lupus Eritematoso Sistémico.

El epítope antigénico de las proteinas LiP2a y LiPZB es casi idéntico:

(ElA)AKK(E/D)EPEEE(E/-)A.Además, no se encontró reactividad contra las proteínas

P de T. cmzi y humanas en suero de perros infectados con L.(L.)infantum.

También. Skeiky y col. (1994) informaron el clonado y la caracterización del antígeno

ribosomal P0 de L.(L.) chagasi (LcPO) en un intento por identificar antígenos

Leishmania-específicos. La proteína es homóloga a las proteinas ribosomales P0 de

T. cruzi (TcPO) y humana (HuPO). A diferencia de la mayoría de eucariotes

superiores, pero similar a TcPO. LcPO tiene una secuencia C-termínal similar a las

proteinas ribosomales ácidas de arquebacterias. Mediante el uso de péptidos

sintéticos se demostró que mientras en la infección por T. cruzi, los anticuerpos anti­

TcPO están dirigidos contra el dominio C-terminal de TcPO. los sueros de pacientes

infectados por L.(L.)chagasi contienen anticuerpos reactivos contra epítopes que no

están ubicados en la región C-terminal de LcPO. Los anticuerpos anti-LcPO en suero

de pacientes infectados por L.(L.) chagasi representan la primera desviación de la

respuesta anti-P tipica.



1.1.7.4)Gllcoconjugado de superflcle: Lipofosfogllcano (LPG)

El lipofosfoglicano (LPG) (Fig. 5) es el mayor glicoconjugado de los promastigotes y

está localizado sobre toda su superficie, incluyendo el flagelo (King y col.. 1987;

Pimenta y col.. 1991). Cada célula contiene varios millones de moléculas de LPG

(Orlandi y Turco, 1987; McConville y col, 1990;1991). El LPG contiene cuatro

dominios: a) un ancla lipídico fosfatidilinositol. b) un núcleo de fostosacáridos. c) una

región repetitiva de azúcares fosforilados, d) una pequña estructura oligosacarldica

terminal. Mientras que los dominios del núcleo glicano y de ancla lipldico se

conservan entre las especies. las unidades oligosacarldicas fosforiladas y la

estructura terminal presentan polimorfismo.
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Fig. 5 Estructura del LPG

La elongación del LPG en los metaclclicos de L. (L.) major trae como consecuencia

un engrosamiento del glicocalix (Pimenta y col., 1991) y promoveria la supervivencia

del parásito en el hospedador (Sacks, 1989). Este engrosamiento controlarla la

activación por complemento, evitando el acceso del complejo de ataque a la

, membrana celular del parásito (Puentes y col.. 1988; 1991).
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Schlein y co|., 1990 propusieron que el LPG modularla la actividad de las enzimas

-proteoliticas. retardando la digestión del alimento sanguíneo y promoviendo la

supervivencia del parásito.

Davis y col, 1990 propusieron que durante la metaciclogénesis. en el LPG hay un

pronunciado decrecimiento en la abundancia relativa de las unidades repetitivas con

cadenas laterales de BGal o GalB1-SGaIB- y un correspondiente incremento en

unidades repetitivas sin cadenas laterales o con cadenas laterales de Arapa1­

2GalB1-. Esto explicarla la perdida relativa en la unión a la lectina PNA (Peanut

Aglutinin). por parte de los promastigotes metacíclicos, ya que la mayoria de los

residuos de galactosa terminal expresados sobre el LPG de procíclicos de la fase

logaritmica (PNA') se han perdido o se han cubierto con una arabinosa terminal.

Se ha demostrado que el LPG está directamente involucrado en mediar la unión de

los promastigotes de L.(L.) major al intestino medio de P. papatasi (Pimenta y col.,

1992).

Estos hallazgos sugieren que moléculas semejantes a Iectinas estarían asociadas al

intestino del vector (Wallbanks y co|., 1986) y servirían como sitios de unión del

parásito. y para el caso de P. papalasi, tendrian especificidad por residuos terminales

de galactosa.

El LPG podría proteger los promastigotes contra la actividad hidrolítica dentro del

intestino del flebótomo (Schlein y col._ 1990).

El LPG disminuiría la tasa de citólisis por parte del macrófago sobre el parásito,

sugiriendo que este glicoconjugado permitiría a Leishmania sobrevivir en presencia

de enzimas hidrolíticas (Eilam y col._ 1985). El LPG podría ser un quelante de

cationes divalentes. tales como el ión ferroso, previniendo la producción, via reacción

de Fenton. de radicales hidroxilos durante la activación del macrófago (Homans y

col. 1992).

El LPG estaria involucrado también en la supresión del “burst respiratorio" a través de

la inhibición de la actividad de la Proteína Kinasa C (McNeely y col., 1989). El LPG

podria proteger a los promastigotes por secuestro de los radicales libres generados

durante el burst respiratorio (Chan y col. 1989).
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lïig. 6 Esquema de las principales moléculas de la membrana de Leishmania spp.

El LPG induciría una reacción de hipersensibilidad retardada en ratones infectados

con L.(L.) major (Molly co|., 1989). Sin embargo. Mendoca y col. (1991) encontraron

que Ia estimulación de la respuesta de células T de pacientes con Leishmaniasis

cutánea con el LPG de L.(V.) braziliensis era inducida por contaminantes proteicos

asociados al LPG.

Mientras que el LPG no parece ser capaz de inducir una respuesta de células T. el

glicoconjugado podría actuar como un adyuvante natural para las proteínas con las

cuales está fuertemente asociados (Jardim y col., 1991; Russo y col., 1992).

1.1.8) La genética de Leishmania

1.1.8.1) La organización del ADNgenómlco

El genoma de Leishmania consiste de ADN nuclear, ADN mitocondrial referido como

ADN de kinetoplasto (ADNk)y ADN extracromosómico.



1.1.8.1.1) ADNnuclear

El tamaño del genoma de Leishmania varla dependiendo de las especies. Los

valores varian de 4x107 pb para L.(L.) donovani (León y co|.. 1978) a 1x10° pb para

L.(V.) brazilíensis (Villalba y Ramirez, 1982). Estos valores aproximados

representarían aproximadamente 0.116 pg ADN/célula.

En la literatura, se informa que la mayoria de los genes nucleares identificados en

Leishmania están presentes en múltiples copias unidas. Entre algunos ejemplos de

familias de genes repetidos tenemos la histona H28 (Genske y co|., 1991), los genes

de tubulina (Spithill y Samaras, 1985). el miniexón (Landfear y col._ 1986), ARNr

(León y co|., 1978), hsp83 (Shapira y Pinelli, 1989; Shapira y Pedraza. 1990) y

proteinas reconocidas por sueros tales como gp63 (Button y col.. 1989), gp46

(Lohman y co|., 1990) y la hsp70 (Lee y col., 1988).

Por otra parte, no se ha observado en los genes investigados Ia presencia de

intrones. Las regiones codificantes son usualmente más ricas en contenido de GC

que las regiones no codificantes (Clayton, 1988).

Leishmania sp contiene aproximadamente entre 25-30 cromosomas (Comeau y col.,

1986; Giannini y co|._ 1986) que pueden ser visualizados por PFGE u otras variantes

de esta técnica. Se ha informado de la presencia de polimorfismoen el tamaño de los

cromosomas en Leishmania (Lighthall y Giannini, 1992). Se han construido

bibliotecas cromosoma-específica para la elaboración de mapas físicos y genéticos

de los cromosomas de Leishmania, como por ejemplo cromosomas que presentan

gp63 y hsp70 (Ajioka y co|., 1992).

1.1.8.1.2) ADNdel kinetoplasto

Los miembros del orden Kinetoplástida se caracterizan por la posesión de grandes

cantidades de ADN mitocondrial que está localizado en una estructura en forma de

disco llamada el kinetoplasto. El ADN del kinetoplasto consiste de miles de moléculas

de ADN circulares concatenadas en una malla plana, en Ia cual dos tipos de

moléculas circulares de ADN se distinguen: los maxiclrculos y miniclrculos. En la

malla del ADN del kinetoplasto, entre 20 a 50 maxiclrculos están presentes con

variaciones de tamaño entre las distintas especies de 20 a 39 Kb. junto con miles de



miniclrculos. cuyo tamaño varia entre 0,5 a 2,8 Kb (Arts y Benne. 1996). En general.

los minicírculos de Leishmania miden alrededor de 0.7-0.9 Kb con un 72-73% de

bases A+T (Clayton, 1988). Todos los minicírculos de Leishmania spp. tienen una

región conservada de 13 pb.

El rasgo distintivo del ADNk es la heterogeneidad de secuencia de sus minicírculos.

Los minicírculos debido a su alto número de copias y heterogeneidad de secuencia.

son un buen blanco para diseñar métodos de diagnóstico de las Leishmania del

Nuevo Mundo (Barker y Butcher, 1983; Romero y col., 1987; Lopez y co|.. 1988; De

Bruijn y Barker. 1992) y en los complejos de las Leishmania del Viejo Mundo (Barker

y col, 1986; Barker, 1989; Smith y coI., 1989).

1.1.8.1.3) ADNcircular extracromosómlco

La presencia de ADN extracromosómico en Leishmania está relacionado con

procesos de amplificación génica. en los cuales una limitada porción del genoma

aumenta el número de copias. Algunos de ellos fueron seleccionados por resistencia

a drogas. Todas estas moléculas son circulares y constituyen 5-10% del ADNtotal del

parásito (Beverley. 1991).

1.1.9) Los antígenos de Leishmanla y la respuesta inmune a la Infección

1.1.9.1) La respuesta inmune a la infección y autoinmunidad

La infección del mamífero por los promastigotes resulta en el establecimiento de

amastigotes en las células fagocíticas mononucleares. El éxito de una infección

parasitaria depende de la entrada y supervivencia del parásito en el tipo celular

apropiado, por lo general el macrófago (Alexander y Russell, 1992). El parásito habita

en la vacuola parasitófora, en la cual está expuesto a proteasas que pueden destruir

la integridad de la membrana y permitir que antígenos internos del parásito puedan

ser procesados y presentados por los macrófagos en la superficie celular (Kaye.

1987). Los estudios en Leishmaniasis murina determinaron que la naturaleza de la

respuesta de la células T determina la resolución de la enfermedad (Cox y Liew,

1992; Liew y O'Donnell, 1993; Reed y Scott, 1993). Las células T CD4' serian las
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responsables de la resistencia o susceptibilidad luego de una infección por L.(L.)

major, mientras que las células CDB‘ podrian estar asociadas con el control de la

enfermedad. No obstante. la resistencia a la re-infección con L.(L.) major y L.(L.)

donovani parece estar asociado con células T CD4‘ y CDS‘ por igual. Los linfocitos

CD4‘ pueden ser divididos en 2 grupos basados en el patrón de las linfoquinas

producidas:

a) Las células Th1 se caracterizan por la producción de IL-2e IFN-yresponsables de

hipersensibilidad de tipo retardado (DTH).

b) Las células Th2 producen IL-4, IL-5, lL-10 y IL-13 que están involucradas en la

producción de anticuerpos por células B, asl también como en el cambio en la clase

de anticuerpo (Romagnani, 1991).

La predominancia del desarrollo del subset Thi conducirá a la resistencia mientras

que el subset Th2 inducirá susceptibilidad. La existencia de análogos humanos a Th1

y Th2 está en discusión.

Barral-Neto y col. (1992) informó que una forma en la que Leishmania sp. puede

sobrevivir en el medio ambiente hóstil del macrófago es porque el parásito induce al

’macrófago a producir grandes cantidades del factor transformante de crecimiento

beta (TGF-B)que favorece la exacerbación de Ia enfermedad.

Por otro lado, se sabe que IL-12 producido por el macófago permite la diferenciación

de las células T CD4‘ en el subset Th1 y por consiguiente la resolución dc la

enfermedad (Gazzinelli. 1996).

Otro factor importante es la constitución genética del hospedador. Esta conduce o a

la multiplicación limitada de los parásitos o a la proliferación incontrolada de los

amastigotes (Bradley y Kirkley, 1972; Crocker y col., 1987).

Varias enfermedades causadas por parásitos, bacterias y virus están asociados con

la inducción de autoanticuerpos. Este mecanismo involucra la imposibilidad de

discriminar entre lo propio y lo no propio conduciendo a la síntesis de anticuerpos

dirigidos contra componentes propios (autoanticuerpos). Los autoanticuerpos contra

antígenos nucleares, tales como ADN fueron observados en pacientes con

Leishmaniasis Cutánea y Visceral (Galvao-Castro y col., 1984; Bohme y col, 1986).

La inducción de autoanticuerpos en Leishmaniasis podia ser atribuida a la hiper­

gammaglobulinemia observada en pacientes con Leishmaniasis visceral, liberación

de antlgenos de Leishmania cuando está rodeado de células hospedadoras o al



mimetismo molecular entre antígenos de Leishmania y ribonucleoprotelnas (Argov y

col., 1989).

1.1.9.2) Vacunación e lnmunoprofllaxis

Un enfoque para la inducción de protección es la inoculación de parásitos totales

(atenuados. muertos o lisados) (Pessoa, 1941; Greenblatt. 1985). La Leishmaniasis

cutánea causada por L.(L.)major ha sido el blanco de la mayoria de los intentos de

vacunación en humanos. Una vacuna de promastigotes vivos ha sido evaluada con

esta forma clinica de la enfermedad (Greenblatt. 1985; Greenblatt. 1988; Gunders.

1987). Aún cuando la vacuna confirió resistencia a la infección, un porcentaje

significativo de personas que lo recibió desarrolló lesiones cutáneas. Vacunas con

parásitos muertos están aún en estado experimental. Pruebas de vacunación

preliminar contra LC con promastigotes muertos con fenol han dado resultados

contradictorios (Greenblatt. 1985; Pessoa, 1941).

Otro enfoque es el fraccionamiento subcelular de los parásitos con el fin de

identificar, aislar e inducir protección con antígenos purificados. Niveles de protección

completa o apreciable contra LC y LV se lograron en el modelo ratón usando

antígenos definidos, como gp63 mezclado con adyuvantes, o incorporado en

liposomas (Russel y Alexander. 1988), o expresado en Salmonella typhimun’um(Yang

y col, 1990), y otros glicoconjugados en conjunción con adyuvantes (Champsi y

McMahon-Pratt. 1988; Handman y Mitchell. 1985; Jaffe y col. 1990; McConviIIle y

col,1987)

Mediante el uso de péptidos sintéticos correspondientes a la estructura primaria de la

gp63. se han caracterizado epltopes de células T de ratón, que activan células Th1.

las cuales inducen inmunoprotección contra LC (Jardim y col., 1990). o células Th2,

que incrementan la progresión de la enfermedad (Liew y col., 1990). Se están

evaluando antígenos de Leishmania sp con la finalidad de identificar epitopes que

-induzcan una respuesta de células T apropiada en humanos (Burns y col, 1991;

Mendoca y col._ 1991; Mendoca y col.. 1990; Reed y col.. 1990). Por ejemplo, se ha

mostrado que gp63 desarrolla una fuerte respuesta proliferativa de células T (subset

CD4) y la producción de lFN-yen pacientes con Leishmaniasis (Mendoza. y col, 1991;

Russo y col.. 1991).



La gp63 recombinante producida en Escherichia coli. también estimula céiulas 'Í de

estos pacientes (Russo y col._ 1991).

Además. la estimulación de linfocitos T aislados de pacientes con Leishmaniasis fue

posible con proteínas asociadas al lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania sp

(Mendooa y col., 1991; Russo y col., 1992).
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1.2) La Enfermedad de Chagas

1.2.1) Epidemiología

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana afecta a unos 12-16 millones

de personas en las áreas endémicas de 21 paises Latinoamericanos. abarcando

desde Méjico a Argentina (entre los paralelos 42°N a 46°S). Se ha calculado que

habría un millónde casos nuevos de la enfermedad crónica y 45.000 muertes por año.

,con 100 millones de personas en riesgo de infección (Twelfth Programme Report.

UNDP/World Bank/WHO/TDR, 1975-1994).

1.2.2) Vias de Infección y ciclo de vlda

La picadura del vector (vinchuca) en las horas de sueño nocturno, constituye la

principal via de infección de Trypanosoma cruzi (Brener, 1973). lnmediatamente

después de succionar la sangre, el vector hematófago defeca liberando los parásitos

(tripomastigotes metaclclicos) en las heces contaminadas. El prurito causado por la

picadura lleva al individuo a facilitar el contacto de las heces contaminadas con la

herida‘ favoreciendo la infección. Las mucosas bucal y conjuntiva son otras vías

frecuentes de infección por T. cruzi (Romaña, 1963). Los tripomastigotes metaclclicos

invaden células de varios tejidos. donde se diferencian a amastigotes. los cuales

sufren ciclos de división binaria (cada 12 horas). Una proporción de los amastígotes se

diferencian a tripomastigotes. los cuales liberados por lisis de la célula huésped.

reingresan al torrente sanguíneo. Los tripomastigotes sanguíneos podrán infectar otras

células y eventualmente podrán ser ingeridos por el vector. Al llegar al intestino medio

del insecto, los tripomastigotes sanguíneos se diferencian en epimastigotes (forma

replicativa) en el recto se diferencian a tripomastigotes metaclclicos. estadio infectivo

del parásito, completándose el ciclo (Garcia y Azambuja, 1991).

Se han descripto otras vias de infección como la congénita (Schmuñiz y Szarfman,

1977; Diaz. 1979), y la accidental por contaminación con heces de triatominos, con

parásitos en cultivo, o bien con sangre de animales inoculados en el laboratorio y por

transfusión sanguínea (Brener, 1990).
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1.2.3)Fases de la Enfermedad de Chagas

1.2.3.1) La fase aguda

El periodo agudo es en general asintomático; se estima que más del 90% de los

individuos infectados pasan a la fase crónica sin advertirlo (Rosenbaum, 1964). El

conjunto de signos clinicos que caracterizan la fase aguda comprende: fiebre.

parasitemia detectable, linfoadenopatía, hepatoesplenomegalia. vómitos, diarrea y

especialmente. los signos de puerta de entrada, como el “ojo de Romaña". En un bajo

número de casos (1-5%) se observa Ia aparición de una miocarditis. generalmente

reversible, caracterizada por taquicardia. cardiomegalia y disfunción cardiaca. a veces

acompañada por alteraciones electrocardiográficas (Laranja y co|., 1956; Rosenbaum,

1964).

1.2.3.2) La fase crónica

La mayor parte de la población crónicamente infectada no presentan evidencias

discernibles de la enfermedad; sólo un porcentaje de hasta 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

manifestación clinica más frecuente en la Argentina es una cardiopatía.

'Otras alteraciones clinicas de la Enfermedad de Chagas crónica son las formas

digestivas o megaslndromes (Koberle. 1968) y las alteraciones del sistema nervioso

periférico (Sica y col.. 1986; Losavio y col., 1989). La incidencia de las distintas

manifestaciones varia considerablemente con la región geográfica considerada

(Rezende, 1976).

Los hallazgos anátomo-patológicos de las etapas aguda y crónica de Ia Enfermedad

de Chagas han sugerido que en la evolución de la misma podría estar involucrada Ia

respuesta inmune del hospedador. El escaso número de parásitos y el tipo de células

halladas en los infiltrados de las lesiones crónicas, han llevado a proponer que la

patología chagásica crónica se desencadena como consecuencia de un proceso

autoinmune (Hudson. 1985).



Sin embargo, el origen del fenómeno autoínmune ha sido tema de debate. Por un lado.

se ha propuesto que los parásitos causan un desequilibrio en la regulación del sistema

inmune, promoviendo la expansión policlonal de linfocitos B, con la consiguiente

hipergammaglobulinemia y la aparición de autoanticuerpos (Said y col.. 1985;

_D‘|mperio Lima y col.. 1986; Hontebeyrie-Joskowicz y col, 1987; Minoprio y col., 1988).

Otras evidencias adjudican el origen autoinmune del Chagas crónico al mimetismo

molecular (Damian, 1964). apoyado por evidencias de la existencia de determinantes

antigénicos compartidos por el parásito y el hospedador (Sadigursky y col.. 1982;

Acosta y col, 1983; Petry y co|., 1988; Van Voorhis y Eisen, 1989; Szarfman y col,

1982; Levin y col., 1989; Levitus y col., 1991; Kerner y col., 1991; Petry y Van Voorhis.

1991).

1.2.4) Trypanosoma cruzi

1.2.4.1) Ubicación sistemática

El agente causal de la Enfermedad de Chagas es el Trypanosoma cruzi cuya ubicación

sistemática es la siguiente (Hoare, 1972):

Reino: Protista

Phylum: Sarcomastigophora

Sub-phylum: Mastigophora

Clase: Zoomastigophorea

Orden: Kinetoplastida

Sub-orden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Género: Trypanosoma

Sub-género: Schizotrypanum

Especie: cruzi (Chagas, 1909)



1.2.4.2)Caracteristicas del género Trypanosoma

Elgénero Trypanosoma comprende parásitos digenéticos que presentan en su ciclo de

vida Ia forma tripomastigote. Incluye 2 grupos de organismos:

1.2.4.2.1) Grupo Salivaria

Constituido por un conjunto de especies patógenas que se multiplican en el

hospedador mamífero como tripomastigotes, completan su desarrollo en la glándula

.salival del vector y son transmitidos por inoculación con secreciones salivales (ej: T.

bmcei).

1.2.4.2.2)Grupo Estercoraria

Constituido por un conjunto de especies no patógenas (con excepción de T. cruzr), que

se multiplican en el mamífero como amastigotes o epimastigotes, completan su

desarrollo en el intestino del vector y son transmitidos por contaminación con las heces

(Hoare. 1972).

1.2.5)Características de Trypanosoma cruzi

1.2.5.1) Formas de desarrollo de T.cruzi

Trypanosoma cruzi presenta 3 estadios, distinguibles según las caracteristicas del

flagelo y la posición relativa del kinetoplasto respecto al núcleo celular (Brener. 1973).



1.2.5.1.1) Eplmastigote

Es la forma flagelada replicativa en el intestino medio del insecto vector. El flagelo

emerge de la región lateral anterior respecto a la dirección del movimiento del

organismo y el kinetoplasto es anterior al núcleo celular.

1.2.5.1.2) Tripomastigote

Es Ia forma flagelada no replicativa dentro de ambos hospedadores. El flagelo emerge

del extremo apical posterior y el kinetoplasto es posterior al núcleo celular. Se

denominan tripomastigotes sanguíneos a las formas circulantes en el mamífero. y

tripomastigotes metaclclicos a las formas diferenciadas en el insecto, que son las

formas infectivas.

Los tripomastigotes sanguíneos pueden infectar macrófagos por un evento fagocítico

(Zingales y col. 1985) y otros tipos celulares, por un evento dirigido por el parásito y

mediado por receptores (Ortega-Barría y col., 1991; Schenckman, 1991).

1.2.5.1.3) Amastigote

Es ia forma no flagelada, de localización intracelular en vacuolas acídicas (Ulises de

Carvalho y col._ 1989) y replicativa en el citoplasma del hospedador (Ley y col, 1990).

1.2.5.2) Hospedador

El ciclo de vida de T. cruzi involucra el desarrollo en 2 tipos de hospedadores:

1.2.5.2.1)Hospedador vertebrado

Más de cien especies de mamíferos. incluyendo el hombre, animales domésticos y

reservorios silvestres pertenecientes a los ordenes Marsupialia, Edentata. Rodentia,

Carnívora, Lagomorpha, Artiodactila. Chiroptera y Primata (Brener, 1979).
l



1.2.5.2.2)Hospedador lnvertebrado

Más de 80 especies de insectos pertenecientes a la familia Reduviidae. subfamilia

Triatominae. Los géneros Pastnongylus, Tn'atoma y Rhodnius son los más frecuentes.

Dado que los triatominos suelen picar en el rostro, se los ha denominado "barberos".

En Argentina. el vector principal es el Tríatoma infestans, del idioma quechua surge su

denominación popular de "vinchuca" (Mazza. 1943).

1.2.6) Estrategias de evasión del parásito frente a la respuesta inmune del

hospedador

T. cruzi tiene un estadio extracelular virulento, los tripomastigotes, que son refractarios

a la lisis mediada por complemento (Nogueira y col, 1975). A diferencia de los

epimastigotes que son menos virulentos y activan la vla alterna del complemento, los

tripomastigotes son resistentes al complemento (Joiner y co|._ 1986).

T. cruzi penetra el macrófago por un evento fagocitico (Zingales y col., 1985). La

entrada a otros tipos celulares se considera un evento activo dirigido por el parásito y

mediado por receptores (Schenkman et a|., 1991). Ouaissi y Capron (1989), sugirieron

que la fibronectina actuaría como un puente para facilitar la unión y entrada del

parásito a la célula hospedadora. Todos los estadios de T. cruzi son capaces de unir

fibronectina 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 interactúan otros factores. En 1987, Andrews y col._

definieron inmunológicamente el epitope denominado Ssp3, específico de

tripomastigote. que estaria involucrado en Ia unión del parásito a la célula blanco.

Recientemente Schenckman y col. (1991), identificaron una trans-sialidasa de

superficie en tripomastigotes de T. cruzi, capaz de transferir ácido siálico exógeno al

epitope Ssp3. Esta enzima especifica de estadio. se encuentra en Ia superficie del

parásito. EI grupo postula que la actividad trans-sialidasa de esta enzima provee a

Ssp3 el grupo necesario para el reconocimiento de la célula blanco.

Además. en 1991 se describió una proteína que une heparina (llamada penetrina)

como la responsable de la unión y penetración de T. cruzi a células de mamíferos

(Ortega-Barría y col., 1991).



Dentro de la célula hospedadora, T. cruzi está contenido en vacuolas ácidas (Ulyses y

col, 1989). Después de 1 ó 2 horas, los parásitos alterarían la membrana vacuolar

quedando libres en el citoplasma para su replicación (Ley y col.. 1990). Este evento

está asociado con la liberación de una proteina funcional en el pH bajo de los

fagolisosomas capaz de formar poros en la membrana vacuolar. Esta proteína (TC­

TOX)está inmunológicamente relacionada con el factor 09 del complemento humano

(Andrews y col.. 1990). La reactividad inmunológica cruzada entre el factor 09 y TC­

TOX, sugiere que las proteinas comparten determinantes antigénicos. Es cada vez

más evidente que las proteinas capaces de formar poros en las membranas de células

eucariotas tienen dominios conservados (Lichtenheld y col., 1989; Stanley y col,

1987). Estos resultados refuerzan Ia hipótesis de la actividad formadora de canales de

TC-TOX.

1.2.7)Respuesta inmune del hospedador al parásito

Durante la fase aguda de la infección se encuentran parásitos en varios tejidos del

hospedador (Zingales y co|.. 1985). A pesar de observarse una masiva proliferación de

células T y B. este estadio está caracterizado en ratones por una severa

inmunosupresión (Minoprioy col.. 1986) junto con la ausencia. durante las 2 primeras

semanas de infección, de cantidades detectables de lL-2 (Harel-Bellan y col.. 1983) e

. IFN-y(Plata y col., 1987) de modo que los bajos niveles de ambas linfoquinas podrian

ser responsables, al menos en parte, por la relativa falta de actividad inmunológica. La

eliminación de los parásitos por anticuerpos especificos que inducen su lisis y la

activación de los macrófagos también estaria disminuida (Minoprio. 1991).

En el modelo experimental murino, se activan todos los tipos de linfocitos (CDMB.

CDSaB. CDByñ, DNTyó y células CDS B); su número y reactividad no serían

compatibles con una respuesta especifica contra el parásito (Minoprioy col., 1989). Se

observa una expansión cional de células B que segregan anticuerpos con isotipos

especificos (lgG1 e lgGZ) (Minoprio, 1989).

Se ha reportado la presencia de anticuerpos especificos contra el parásito en la fase

aguda de la infección. Asi. en 1987 Ibáñez y col.. identificaron un antígeno liberado

durante la fase aguda de la Enfermedad de Chagas; el antígeno denominado SAPA es

dete'ctable durante un corto periodo de la infección y es reconocido por un 93% de los



sueros de pacientes en fase aguda (Affranchino y col._ 1989). Se ha planteado ía

posibilidad de que estas proteínas sean utilizadas por el parásito para evadir Ia acción

del sistema inmunológico (Frasch, 1989).

La participación de los linfocitos T en la inmunidad a T. cruzi ha sido estudiada en el

modelo experimental de ratón. Su importancia ha quedado demostrada por la

susceptibilidad de los ratones atlmicos (nude) y ratones depletados de células T a la

infección con T. cruzi (Tarleton, 1990). La respuesta inmunológica protectora contra T.

cruzi claramente requiere de la acción combinada de todo el sistema inmunológico.

incluyendo los tipos celulares CD4‘ y CDB‘, células productoras de anticuerpos y

actividad NK(Tarleton, 1990) donde la alteración de cualquiera de estos componentes

volvería a los ratones incapaces de controlar la fase aguda de la infección.

lnmunizaciones con fracciones subcelulares, parásitos fijados o aún con antígenos

parcialmente purificados (Segura y col.. 1977) sólo producían inmunidad parcial.

1.2.7.1)Estudlo de la respuesta humoral en la Enfermedad de Chagas

La infección activa con T. cruzi origina 2 clases de anticuerpos con actividades

funcionales diferentes (Krettli y Brener. 1982). En primer lugar están aquellos

anticuerpos capaces de proteger al hospedador. Son anticuerpos que se unen a

parásitos vivos y los Iisan en conjunción con el sistema del complemento. son los

anticuerpos Iítlcos. La segunda clase son los anticuerpos involucrados en la serología

convencional y utilizados para tests diagnósticos de la Enfermedad de Chagas. Estos

anticuerpos no son protectores, ni capaces de unirse a parásitos vivos determinados

por fijación de complemento o inmunofluorescencia sobre tripomastigotes vivos. son

los anticuerpos serológlcos (Trischmann 1983; Krettli y col., 1982; Hammer y col.

i981). La actividad de los anticuerpos líticos declina más rápidamente que la de los

anticuerpos responsables de la serología convencional detectados sobre parásitos

fijados o aglutinación en látex (Krettliy co|.. 1982; Brener y col.. 1990).

También ratones parasitológicamente curados por quimioterapia permanecen

serológicamente positivos. En estos casos se demostró la existencia de antígenos

parasitarios sobre células dendríticas (Andrade y col, 1990). Este mecanismo de

"memoria lnmunológlca" podría ser la explicación de la serología positiva en los

pacientes tratados (Andrade. 1991).
l



Es conocido para muchos parásitos intracelulares que la resistencia a la lisis mediada

por complemento está regulada según el estadio de desarrollo del parásito (Franke y

col. 1985; Budzco y col., 1975; Nogueira y col._ 1975). Los tripomastigotes sanguíneos

de T. cruzi son resistentes a la lisis mediada por complemento en ausencia de

anticuerpos específicos de dicho estadio (Krettliy Brener, 1982); esto significaría que

la lisis ocurre por la vía clásica del complemento (Reid, 1986). Sin embargo. se

demostró que los anticuerpos Ilticosdestruyen al parásito principalmente a través de la

via alterna del complemento (Kipnis y col.. 1985).

1.2.8) Antfgenos de Trypanosoma cruzi

El desarrollo de las técnicas de ADN recombinante y de anticuerpos monoclonales

permitió la identificación y caracterización de un gran número de antígenos de T. cruzi.

Se han descripto en la literatura proteinas relacionadas con la interacción parásito­

hospedador (Zingales y Colli, 1985; Alves y col._ 1986; Ouassi y col.. 1986; Boschetti y

col, 1987; De Arruda y co|., 1989) y/o con capacidad de conferir protección frente a la

infección (Snary, 1983; Scott y col., 1985; Yoshida y col. 1989; Ruiz y col., 1990;

Ouassi y co|.. 1990). Otros antígenos estarían involucrados en la inducción de

anticuerpos Ilticos (Mortara y co|., 1988; Norris y col., 1989).

Los resultados de un estudio multicéntrico organizado por la Organización Mundial de

' la Salud revelaron la potencialidad diagnóstica de antígenos purificados y proteínas

recombinantes de T. cmzi obtenidos en diferentes laboratorios (Ibañez y co|.. 1988;

Levin y col.. 1989; Lafaille y col.. 1989; Hoft y co|.. 1989; Paranhos y col., 1990; Cotrim

y co|., 1990; Zingales y col.. 1990; Moncayo y Luquetti, 1990).

Se identificaron antígenos reconocidos por sueros de pacientes chagásicos con

compromiso cardiaco (Levin y col., 1989) o en las etapas más tempranas de la

infección (Affranchino y col, 1989; Reyes y col., 1990). Estos podrían ser empleados

en el pronóstico y diagnóstico diferencial.

En nuestro laboratorio. utilizando una biblioteca de expresión en lgt11, se han podido

aislar do's tipos de antígenos recombinantes de T. cruzi:

a) antígenos capaces de reaccionar frente a sueros de pacientes con infección por T.

cruzi, como JL7 y JL8 (Levin y col., 1989)
l
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b) antígenos que reaccionan con sueros de pacientes con miocardiopatía chagásica

crónica (MCC). como JL5 y JL9 (Levin y co|.. 1989).

' 1.2.8.1) Antígeno JL7

El antígeno recombinante JL7 codifica una secuencia repetitiva de 68 aminoácidos.

similar a la presente en el antígeno 1 (Ibañez y co|.. 1988), al antígeno FRA (Laíaille y

col. 1989) y el recombinante H49 (Cotrim y col., 1990). Se trata de un fragmento de

una proteína flagelar de T. cruzi de aproximadamente 300 kDa (Lafaille y col., 1989)

asociada al citoesqueleto e involucrada en la unión del flagelo al cuerpo celular del

parásito (Cotrim y co|.. 1990).

La capacidad diagnóstica del antígeno JL7 fue evaluada mediante dos estudios

multicéntricos usando un ensayo inmunodiagnóstico de placa de lisis (Moncayo y

Luquetti. 1990; Levin y col., 1991). En ambos. JL7 obtuvo valores de índice Kappa

mayores que 0.8. demostrando ser un excelente reactivo diagnóstico (Levin y col.

1991).

1.2.8.2) Antígeno JL5

El clon recombinante JL5 fue aislado en nuestro laboratorio por rastreo inmunológico

de una biblioteca de ADNc de T. cruzi (estadio epimastigote) en lgt11 con el suero de

un paciente chagásico con cardiopatía severa (Levin y col., 1989). Varias evidencias

experimentales sugirieron que este antígeno. de 35 aminoácidos. codificaba para una

proteína ribosomal P del parásito (Levin y co|., 1989).

Con respecto a Ia antigenicidad de JL5. éste era reconocido predominantemente por

sueros de pacientes chagásicos crónicos con cardiopatía severa. mientras que los

sueros de individuos seropositivos sin compromiso cardiaco mostraban una reactividad

baja o nula. Esta reacción también era negativa para los sueros de pacientes

chagásicos agudos. con Leishmaniasis. con cardíomiopatía no-chagásica y para los

sueros de individuos sanos (Levin y co|., 1989).
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1.2.8.3)Gllcoproteinas mayores de superficie

Existen dos grupos mayoritarios de glicoproteínas de superficie, uno en el rango de los

70-75 kDa y el otro en el rango de los 80-90 kDa. Varios grupos han estudiado sus

propiedades y funciones y existen aún discrepancias en los datos debidas sobre todo a

las diferencias en las técnicas y cepas empleadas.

Snary y Hudson (1980) describieron una glicoproteina de 90 kDa presente en todos los

estadios del parásito. Esta proteína también fue identificada por Zingales y col. (1982)

guienes describieron una gp95 y una gp85 especifica de tripomastigotes. A su vez,

'Nogueira y col. (1981 y 1982) informaron el hallazgo de una glicoproteina de 90 kDa

expresada por estadios específicos del hospedador mamífero que correspondería a la

gp85.

Utilizando anticuerpos monoclonales contra epimastigotes. Snary y col. (1981)

identificaron una gp72 específica de epimastigotes. Por su parte, Nogueira y col,

(1981, 1982) describieron la existencia de una gp75 presente en los estadios del

insecto de T. cruzi. Algunas de estas glicoprotelnas cumplirlan funciones importantes

en los mecanismos de escape y la internalización celular: la gp90 estaria involucrada

en el mecanismo antifagocítico de los tripomastigotes y relacionada con la actividad

neuraminidasa asociada al mecanismo de entrada a Ia célula (Nogueira y col. 1986).

La gp85 (Zingales y col, 1982) se encuentra involucrada en la internalización del

parásito en la célula hospedera. La ausencia de esta glicoproteina en tripomastigotes

tratados con tunicamicina, inhibidor de la glicosilación, se correlaciona con la perdida

de infectividad in vitro (Zingales y col., 1985). Además. anticuerpos contra esta

proteína inhiben in vitro la infección a fibroblastos. Una gp85 seria también el receptor

de fibronectina del parásito. Ouaissi y col, 1988 comprobaron que la fibronectina

celular es capaz de modular la adhesión del parásito a las células del hospedador. Las

proteinas de superficie de T. cruzi que actuarlan como receptores de fibronectina

fueron aisladas por cromatografía de afinidad y los anticuerpos contra estas proteinas

reconocieron un polipéptido de 85 kDa (Ouaissi. 1988). Péptidos con la secuencia de

la fibronectina RGD (Arg-GIy-Asp) reconocida especificamente por el receptor de

fibronectina, fueron capaces de inhibir in vitro la entrada del parásito. Ratones

inmunizados con estos péptidos fueron protegidos de una dosis letal de
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tripomastigotes demostrando que la inhibición de la adhesión del parásito a la célula

tendria utilidad en inmunoprofilaxis (Ouaisssi y col, 1986).

Mendoca-Previato y col._ 1983, caracterizó una glicoprotelna de 25 kDa a partir de

extractos de epimastigotes de T. cruzi, encontrándola asociada a la membrana del

parásito. La gp25 presenta interés diagnóstico y se ha determinado que reacciona con

el 95% de los sueros humanos infectados por T. cruzi (Schan‘stein y col, 1983).

Estudios posteriores, identificaron esta proteína como una cistein-proteinasa de T. cruzi

y encontraron una fuerte respuesta humoral en pacientes chagásicos crónicos

(Cazzulo y col.. 1991).

1.2.8.4)Antigenos involucrados en la lnmunoprotecclón

Teniendo en cuenta la existencia de una respuesta inmune humoral protectora de la

infección chagásica y que T. cruzi no experimenta variación antigénica como otros

tripanosomátidos, se han encarado diversas formas de vacunación. utilizando tanto

parásitos muertos o atenuados, homogenatos, glicoproteinas de superficie y fracciones

subcelulares (Snary, 1983). En consecuencia, se han tratado de identificar antígenos

involucrados en la protección tanto aquellos que median la lisis del parásito como

aquellos capaces de generar anticuerpos neutralizantes. Asl por ejemplo. la

inmunización con la glicoprotelna de superficie gp90 de epimastigotes (Snary y

Hudson. 1979) protegió a ratones de la infección letal aguda (Scott y Snary, 1985).

Según Krettli y Brener (1982). los anticuerpos Ilticos sólo se producen durante

infecciones activas. Se demostró que los sueros de pacientes crónicos con actividad

litica reaccionaron con una proteina de 160 kDa específica de tripomastigotes contra la

que no se detectaron anticuerpos en sueros de pacientes chagásicos curados por

quimioterapia (Martins y col., 1985). Norris y col. (1989) lograron purificar esta

glicoproteína por inmunoafinidad a partir de tripomastigotes metacíclicos utilizando un

anticuerpo mónoclonal y verificaron que su inoculación producía en conejos

anticuerpos capaces de lisar al parásito en presencia de complemento.

Yoshida (1986) inmunizó ratones con tripomastigotes metaclclicos muertos por

tratamiento con Merthiolate y logró protegerlos contra la infección letal aguda. Los

sueros de los ratones inmunizados produjeron in vitro la lisis mediada por complemento

de iripoma‘Stlgotes.Estos sueros y lbs de ratones infectados crónicos, capaces de



transferir resistencia y alta actividad Iltica, inmunoprecipitaron proteinas de superficie

de tripomastigotes metaclclicos de 77, 80 y 88 kDa Un anticuerpo monoclonal. lG7.

que disminuyó la infectividad de metaciciicos en ratones, identificó una proteina de

superficie específica de tripomastigotes metaciciicos de 90 kDa. Otro anticuerpo

monoclonal que también produjo un efecto neutralizante en Ia infectividad de

tripomastigotes metaclclicos está dirigido hacia glicolípidos de superficie de 35 y 50

kDa (Yoshida y col.. 1989).

1.2.8.5)Antigenos lnvolucrados en la inmunopatogénesls

Los conejos inmunizados con fracciones subcelulares de T. cruzi mostraron en el

examen histopatológico, focos de miocarditis con infiltrado linfocitario (Texeira y col..

1975). El proceso inflamatorio fue más intenso en los animales inocuiados con una

fracción enriquecida en ribosomas, polirribosomas. microfilamentos y Iisosomas

pequeños (Texeira y col., 1975; Texeira y Santos Buch. 1974). Los linfocitos de

conejos inmunizados con la fracción compuesta de núcleos y membranas plasmáticas

y la compuesta de Iisosomas y fragmentos de mitocondrias y reticulo endoplásmico

(Texeira y Santos Buch. 1974) lisaron fibras musculares infectadas y no infectadas

(Santos Buch y Texeira. 1974).

Experiencias realizadas en ratones por Ruiz y col., (1985) mostraron que la mayoría de

los ratones inmunizados con la fracción microsomal (análoga a la fracción ribosomal)

desarrollaron miocarditis inflamatoria mientras que los inmunizados con la fracción

citosólica mostraron predominantemente alteraciones en el Electrocardiograma (ECG).

Esto indicaría que los mecanismos involucrados en la generación de la miocarditis y la

destrucción del sistema de conducción del impulso eléctrico son diferentes dado que

son provocados por inmunizaciones con fracciones antigénicas distintas (Ruiz y col.,

1985). De la misma manera, López Bergami (tesis de Licenciatura, 1995) al inmunizar

ratones con la porción C-terminal de la proteína P213de T. cruzi. obtuvo alteraciones en

el ECG y una reacción autoinmune contra proteinas de corazón de mamlfero.

De Titto (1982 y 1985) midió la respuesta inmune humoral y celular de pacientes

chagásicos contra estas fracciones del parásito. Comprobó que el tltulo de anticuerpos

contra la fracción microsomal y la respuesta linfoproliferativa hacia la fracción citosólica



son mayores en pacientes con enfermedad cardiaca de Chagas. sugiriendo una

asociación entre la respuesta inmune contra estas fracciones y Ia patología cardíaca.
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1.3)La infección mixta Leishmaniasis “ "'-..'.=.mcdadde Chagas

El conocimiento de la existencia de Leishmaniasis en la Argentina se remonta a

informes del año 1916 (Segura y col. Vl Congreso Argentino de Microbiología. Buenos

Aires, 1995), aunque todavía hoy la prevalencia e incidencia de esta enfermedad no

son conocidas. Sin embargo, la aparición de más de 500 casos en la provincia de Salta

a partir de 1985, determinó un aumento del interés en esta infección parasitaria.

Los estudios realizados hasta el momento demuestran que la especie Leishmania

(Viannia) braziliensís es la predominante en la Argentina (Salomón y col. XII Reunión

Anual Sociedad Argentina de Protozoología. Buenos Aires. 1992) y ésta seria la

causante de la aparición de lesiones mucocutáneas (WHO,Technical report, 1984).

Las zonas geográficas donde se han registrado casos de Leishmaniasis (Salta. Chaco

y Tucumán) se superponen con áreas endémicas para Ia Enfermedad de Chagas.

Debido a esta superposición es factible la existencia de pacientes infectados por L.(V.)

braziliensis y T. cruzi simultáneamente. Varios autores han sugerido la presencia de

pacientes con infección mixta. En estos casos, la infección por Leishmania sp fue

diagnosticada por la detección directa del parásito en las lesiones, en cambio la

infección por T. cruzi sólo ha sido sugerida por la reactividad positiva frente a

antígenos complejos de T. cruzi y a la presencia de alteraciones cardiacas típicas

(Chiller y col, 1990; Levy-Yeyati y col, 1991).

Las reacciones serológicas convencionales (HAI, AD. IFI, ELISA) empleadas para el

diagnóstico de la enfermedad de Chagas utilizan como antígeno el parásito entero o

fracciones subcelulares de los mismos, Io que provoca errores diagnósticos debido a ia

existencia de antígenos de reactividad cruzada. El uso de antígenos purificados y

específicos aparece entonces como la única alternativa para un diagnóstico seguro y

confiable.

La terapia utilizada más frecuentemente para el tratamiento de Leishmaniasis, es una

quimioterapia basada en compuestos derivados de Sb'5(Glucantime® o Pentostam®)_

que debido a Sus efectos colaterales (artralgias, mialgias, daño hepático, renal y

cardíaco) podría ser fatal para enfermos chagásicos con compromiso cardíaco.

Por lo tanto, resulta indispensable perfeccionar al máximo el diagnóstico de estas

infecciones en regiones donde Ia infección mixta es probable.



En nuestro laboratorio, Levy-Yeyati y col.. 1991 habia descripto que la hsp70 de T.

cmzi y L.(V.) braziliensis eran antígenos inmunodominantes en la infección mixta L.(V.)

braziliensis/ T. cruzi.



OBJETIVOS
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2) OBJETIVOS

Las evidencias presentadas en esta introducción indican que en Perú co-existen tres

endemias causadas por kinetoplástidos. Una de ellas es la Leishmaniasis Cutánea

Andina LCA causada por Leíshmanía (Viannia) peruviana; la segunda. debida a

Leishmania (Viannia) braziliensis, la cual causa diferentes formas clínicas de

Leishmaniasis (LCS y LMC). La terCera es la Enfermedad de Chagas (ECh). con

prevalencia en el sur peruano. En Bolivia se dan estas dos últimas. Actualmente, el

diagnóstico de los síntomas clínicos de cada infección recibe confirmación serológica

con ensayos cuyas bases antigénicas son extractos del parásito correspondiente. Sin

embargo, y pese a que este tipo de reactivo diagnóstico confiere máxima sensibilidad,

es un ensayo de escasa especificidad. Este problema del diagnóstico serológico ha

sido solucionado para la Ech con la introducción de las técnicas de ADN recombinante.

En efecto, estas técnicas permitieron el clonado molecular de antígenos de

Trypanosoma cruzi reconocidos por una gran mayoría de pacientes chagásicos. que se

han convertido en excelentes reactivos diagnósticos, de máxima sensibilidad y

especificidad.

Este tipo de reactivo diagnóstico falta para la infección por L.(V.) braziliensis y L.(V.)

peruviana. La existencia de tales reactivos (antígenos recombinantes) permitiría

confirmar rápidamente el diagnóstico clínico de la enfermedad y de esta forma iniciar

un agresivo régimen quimioterapéutico para favorecer una resolución temprana de la

misma.

A partir de estas observaciones, los objetivos de esta tesis son los siguientes:

a) Caracterizar la respuesta humoral de los pacientes peruanos con Leishmaniasis

Cutánea Andina (LCA). Leishmaniasis Cutánea Selvática (LCS) y Leishmaniasis

Mucocutánea (LMC). de pacientes bolivianos con la infección mixta L.(V.)

braziliensis/T. cruzi (IM) y pacientes argentinos con la Enfermedad de Chagas

(ECh).

b) Una vez analizado el perfilde antígenos reconocido por los sueros peruanos, clonar

y caracterizar antígenos de Leishmania sp. En particular antígenos de L.(V.)

peruviana sobre los que no existe mayor información.



c) Probar la capacidad diagnóstica de los diferentes antígenos surgidos del trabajo

sobre el objetivo b).

d) Formular, de ser posible un ensayo simple que permita el diagnóstico serológico de

las infecciones mencionadas arriba con máxima sensibilidad y especificidad.

e) Analizar con el máximo detalle los casos de la infección mixta L.(V.) braziliensislT.

cruzi que son los que plantean mayores dificultades diagnósticas.



msmmmymAM

M



3.1) Bacterias y fagos

El vector de expresión Agt11 y la cepa hospedadora E. coli RY1090 (Young y Davies,

1983) se obtuvieron de Amersham. El fenotipo de la cepa RY1090 es: rk' Lac' Lon'

(genotipo relevante: hsd R, sup F. Alac, Alon, pMCQ).El vector de expresión pGEX1kT

se obtuvo de Pharmacia y las células hospedadoras DH5aF' y JM109 fueron de

Stratagene. El vector M13mp18/EcoRl/BAP se obtuvo de Amersham. El plásmido

pGEM32f(+)fue obtenido de Promega.

DH5aF': F'lEndA1 hst17 (rK' mK‘) supE44 thi'1 recA1 gyrA (Nai') relA1 A(IacZYA'

argF)U169 (<b80dlacA(lacZ)M15).

JM109: 14'(McrA') recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hst17(rK' mK') supE44 relA1 A(Iac­

' proAB) [F' traD36 proAB laclq ZAM15].

El medio Luria-Bertani (LB) fue el cultivo liquido bacteriológico usado con todas las

bacterias. LB es preparado con 109 de Bacto-triptona (DIFCO). 5g de extracto de

levadura (DIFCO), 109 NaCl por litro de cultivo. Los medios sólidos se prepararon

agregando 0.6% y 1.5% de agar (DIFCO) para el medio blando y duro.

respectivamente. Las bacterias fueron mantenidas a 4°C en “stabs” de agar LB y

fueron rastrillados sobre placas de agar LB e incubados a 37°C por toda la noche. Las

células DH5aF' conteniendo el plásmido pGEX1ATfueron rastrillados sobre placas de

agar LB conteniendo 100 pg/ml de ampicilina. Para mantenimiento por largos periodos

de tiempo, las bacterias fueron criopreservadas a -70°C en medio LB suplementado

con 30% de glicerol estéril.
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3.2)Sueros y anticuerpos

3.2.1) Sueros de pacientes con Leishmaniasis, Enfermedad de Chagas y otras
enfermedades:

Los sueros de individuos infectados por L.(V.) braziliensis con Leishmaniasis cutánea

selvática (LCS. N=12) y Leishmaniasis mucocutánea (LMC, N=45) fueron coleciados

en el instituto de Medicina Tropical "Alexander von Humboldt", Lima, Perú y en el

Instituto Boliviano de Biología de Altura (IBBA). La Paz, Bolivia. Los sueros de

pacientes infectados con L.(V.)pemviana que padecian Leishmaniasis cutánea andina

(LCA. N=23) fueron colectados en el instituto de Medicina Tropical “Alexander von

Humboldt". Lima, Perú. En todos los casos, ia infección por Leishmania sp. iue

determinada por signos clinicos. cultivo de parásitos e inoculación en hamsters

(Grimaldi Jr. y Tesh R.B._ 1993).

Los sueros correspondientes a la infección mixta L.(V.) braziliensis/ T.cruzi (N=6)

fueron obtenidos de individuos bolivianos que presentaban lesiones en la mucosa

facial caracteristicas de la Leishmaniasis mucocutánea, conjuntamente con signos y/o

sintomas de cardiopatía chagásica crónica. Estos pacientes fueron evaluados en el

Instituto Boliviano de Biologia de la Altura (IBBA).

Los sueros de pacientes infectados con T. cruzi (N=45) fueron proporcionados por el

Servicio de Cardiología del Hospital “Ramos Mejia", Buenos Aires, Argentina. La

evaluación clinica y eiectrocardiográfica de estos pacientes reveiaba claros signos de

cardiopatia chagásica crónica. En estos pacientes. la infección por T. crazf fue

determinada por hemoaglutinación pasiva, fijación de complemento e

inmunofiuorescencia indirecta (Camargo y coi., 1986).

Los sueros de pacientes con enfermedades no relacionadas. tales como Malaria

(N=10). Toxoplasmosis (N=5). Tuberculosis (N=5). Lepra Iepromatosa (N=10) fueron

proporcionados por el Instituto de Medicina Tropical "Alexander von Humboldt". Lima,

Perú.



3.2.2)Anticuerpos monoclonales:

Para determinar la identidad de U4 como la hsp70 de L.(V.) peruviana se utilizó el

anticuerpo monoclonal D4F18 que reconoce un epitope altamente conservado en las

hsp70 de todas las especies ensayadas hasta el momento (Blisnicky col. 1988).

3.3) Parásitos

La cepa de L.(V.) peruviana usada para la construcción de la biblioteca de ADNc y

otros estudios fue una cepa de referencia del banco de la Organización Mundial de la

Salud codificado como MHOM/PE/84/LC26. Esta cepa fue inicialmente caracterizada

mediante isoenzimas, hibridización de ADN de kinetoplasto y anticuerpos

monoclonales como perteneciente al complejo L. braziliensis (Romero y col.,1987).

Posteriormente. Arana y col. (1990) mediante estudios de isoenzimas identificaron a

este parásito como L.(V.) peruviana. La construcción de Ia biblioteca de ADNc fue

realizada con un clon de este aislado obtenido por dilución limitante. Para el

aislamiento de ADNy protelnas de L.(V.)braziliensis se usó una cepa de referencia del

banco de la Organización Mundial de Ia Salud codificado como MHOM/PE/84/LC53.

Para la obtención del extracto proteico de T. cmzi se usó la cepa RA.

Los cultivos de Leishmania fueron mantenidos en frascos autoclavables y repicados en

una cabina de clase ll, como está establecido por las regulaciones GMAG. Los

parásitos fueron cultivados en medio bifásico, cuya fase sólida era agar base sangre

(Agar base sangre, DIFCO)suplementado con 15% de sangre defibrinada de conejo

(Walton y col.. 1977). La fase liquida era 0.9% NaCI. Otro medio usado para el

crecimiento de Leishmanía sp. fue el medio Schneider (DIFCO) suplementado con 15%

Suero Fetal de Ternera (GIBCO). Los cultivos fueron mantenidos a 25°C y repicados

continuamente. La contaminación bacteriana fue evitada con penicilina a una

concentración final de 5.000 Ulml (Palomino y col..1983).



3.4)Métodos generales de análisis y purificación de ácidos nuclelcos

3.4.1)Alslamlento de ácidos nuclelcos de Lelshmanla

3.4.1.1) Extracción de ADNgenómlco:

Los parásitos (5x109)fueron crecidos y pasados a través de una jeringa conteniendo

lana de vidrio siliconizada para retener el agar del medio y fueron centrifugados.

Inmediatamente. se Iavaron con PBS (150 mM NaCI, 16 mM NazHP04, 4 mM NaH2PO.

pH 7.5) y resuspendieron en 10 ml de PBS. Luego, se añadió 10 mi buffer de lisis A

(10 mM Tris-HCI, pH:7.5; 10 mM EDTA; 10 mM NaCl; 1% SDS) y se incubó por 15

minutos a 37°C. Se agregó Proteinasa K a una concentración final de 50 pg/ml e

incubó a 50°C por 3 horas o por toda la noche. Se dializó contra buffer TE (10 mM Tris­

HCI pH18; 1 mM EDTA). Se extrajo una vez con fenol equilibrado, una vez con

cloroformo y se precipitó con etanol absoluto.

3.4.1.2) Extracción de ARNtotal:

A un pellet de aproximadamente 107 parásitos se le adicionó 1 ml de solución

denaturante (4M isotiocianato de guanidinio; 25mM citrato de sodio sz7; 0.1M [3­

mercaptoetanol; 0.5% lauril sarcosine). El Iisado se pasó a través de una pipeta

Pasteur por 7-10 veces y el homogenato se transfirió a un tubo de polipropileno de 5

ml. Luego, se adicionó 0.1 ml de 2M acetato de sodio y se mezcló por inversión. Se

agregó 1 ml de fenol equilibrado y se mezcló bien. Se agregó 0.2 ml de cloroformo. se

mezcló e incubó por 15 minutos a 4°C. Se procedió a centrifugar por 20 minutos a

9.000 rpm a 4°C en un rotor SS-34. Se tomó el sobrenadante y se agregó 1 volumen

de isopropanol y se colocaron las muestras a -20°C. Se centrifugó 10 minutos a

10.000xg a 4°C y se disolvió el ARN en 0.3 ml de solución desnaturalizante y se

transfirió a un tubo Eppendorf. El ARN se precipitó con 0.3 ml isopropanol y se incubó

30 minutos a -20°C. Se volvió a centrifugar por 10 minutos a 10.000xg a 4°C y se

resuspendió el pellet de ARN en 75% de etanol y se mezcló en un vortex por 15

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugó 5 minutos a 10.000 Xg. se



.secó el pellet de ARN y se disolvió en 0.2 ml de agua tratada con dietilpirocarbonato

(DEPC).

3.4.1.3) Cuantificaclón del ADNy ARN:

La concentración de ácidos nucleicos fue medida usando un espectrofotómetro

Beckman. Para el caso de ADN se asume que 1 Dom equivale a 50 pg/ml de ADN,

mientras que para el ARN 1 Dom equivale a 40 pg/ml de ARN.

3.4.2) Digestión de ADN genómlco y ADN plasmidlco con endonucleasas de

restricción:

Las enzimas de restricción y su buffer apropiado fueron obtenidas de GIBCO BRL o

New England Biolabs y fueron usados como lo recomiendan sus fabricantes. En el

caso de ADN genómico. ¡las restricciones fueron llevadas a cabo usando 10U de

enzima/pg de ADN en un volumen total de 50 pl a la temperatura de incubación

apropiada por 1 hora. Posteriormente, 10U adicionales de enzima fueron aplicados a la

mezcla de reacción y la incubación se continuó por 2 horas más. La digestión de

plásmidos se llevó a cabo usando 1U/pg de ADN en un volumen de 10 pl a 37CC por 1

hora.

3.4.3) Electroforesis en geles de agarosa:

Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en geles de agarosa. El

porcentaje de agarosa usado fue variable oscilando en el rango de 0.4-1%,

dependiendo del tamaño de los fragmentos a resolver. Los geles se prepararon y la

electroforesis se realizó en buffer TAE (0.04M tris-acetato/ 1mM EDTA, pH:8). Las

muestras fueron mezcladas en proporción 1:5 con el buffer de siembra 6X (30%

glicerol en agua/ 0.25% azul de bromofenol/ 0.25% de xileno cianol FF). La

electroforesis se llevó a cabo en un aparato de electroforesis horizontal de BRL

(Horizon) a voltajes cuyo rango oscilaba entre 20 y 100 V (voltaje constante) y por

tiempos que variaban entre 1 y 18 horas dependiendo del tamaño del gel, del voltaje

usado y la resolución requerida.



El ADN fue coloreado usando una solución de 1 pg/ml de bromuro de etidio en buffer

TAE una vez terminada la electroforesis. Los ácidos nucleicos fueron visualizados en

un trans-iluminador de luz UV de onda corta y fotografiado usando una cámara

Polaroid con filmtipo 665 o en un Baby lmager (Appligene).

La determinación del tamaño de los fragmentos de ADN se llevó a cabo mediante

electroforesis en gel de agarosa usando marcadores de peso molecular apropiados.

Los marcadores de peso molecular usados en este estudio fueron d>x-174/Hae III

(BRL), 1 Kb Iadder (Gibco BRL) y MHind Ill (Promega). Los tamaños de los fragmentos

de estos marcadores son:

(l>x-174/Hae III(pb):1353, 1078. 872, 603, 310, 281. 271, 234, 194, 118. 72.

1 Kb Iadder (pb): 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344. 396, 506/517, 1.018, 1636, 2.036,

3.054. 4.072, 5.090, 6.108. 7.126. 8.144, 9.162, 10.180, 11.198, 12.216.

l/Hind lll (pb): 23.130 (47.7%); 9.416 (19,4%); 6,682 (13,52%); 4.371 (9.01%); 2.322

(4,78%); 2.027 (4,18%); 564; 125.

3.4.4) Recuperación de los fragmentos de ADNde geles de agarosa de bajo punto

de fusión:

El fragmento de ADN a ser aislado fue sometido a una electroforesis en geles de 3%

NuSieve (FMC) o 1% LMP agarosa (BRL), coloreado con bromuro de etidio y

visualizado por radiación UV de onda larga (300-360 nm) por breve periodo de tiempo

para reducir el daño al ADN. Posteriormente, se procedió a cortar el pedazo de gel

conteniendo el fragmento de ADN de interés, el cual se colocó en un tubo Eppendorf,

al que se agregaron 200 pl de buffer TE y 100 pl de acetato sodio 3M, pH26. Se incubó

el tubo a 65°C por 10 minutos. Luego, se agregó al tubo 500 pl de fenol a 65°C. se

mezcló en vortex y centrifugó en una microcentrlfuga de mesa a 12.000 Xg por 5

minutos. Se repitió una vez más la extracción con fenol. A la fase acuosa se le

agregaron 2 volúmenes de etanol absoluto frlo y se dejó en hielo por 10 minutos. Se

centrifugó por 20 minutos y se Iavó el pellet dos veces con 200 pl de etanol.80%. Se

secó el pellet y resuspendió en buffer TE.



3.4.5) Transferencia de moléculas de ADNen geles de agarosa a membranas de

’Nylon (Southern blot):

La transferencia de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizó según

Sambrook y col., 1989. Después de la electroforesis, se transfirió el gc! a una fuente

de vidrioy se cortaron las áreas del gel no usadas con un escalpelo. Se denaturó el

ADN por inmersión del gel por 45 minutos en 1.5M NaCI/0.5M NaOH con agitación

suave y constante. Luego, se lavó el gel con agua desionizada y se neutralizó por

inmersión por 30 minutos en 1M Tris-HCI, pH:7.4/1.5M NaCl a temperatura ambiente

con agitación suave y constante. Se cambió la solución de neutralización y se continuó

incubando el gel por unos 15 minutos adicionales. Mientras el gel se encontraba en la

solución neutralizante. se envolvió con papel Whatman 3MMun trozo Plexiglass para

formar un soporte ligeramente más largo y ancho que el gel. Se colocó el soporte

dentro de la fuente de vidrio y se llenó la bandeja con buffer de transferencia (10X

SSC) (20X SSC: 3M NaCI/0,3M Na, Citrato) hasta que el nivel del líquido alcance la

parte superior del soporte. Cuando el papel 3MMsobre la parte superior del soporte

estuvo totalmente húmedo, se removieron las burbujas de aire con una varilla de vidrio.

Se cortó el filtro de Nylon Hybond N‘ (Amersham) aproximadamente 1 mm más largo

que el gel en ambas direcciones. Se usaron guantes y pinzas de extremos romos para

manipular el filtro. Se removió el gel de la solución neutralizante. se Io invirtió de forma

tal que la parte inferior se encontrara en la parte superior y se lo colocó sobre el

soporte. Se aseguró que no haya burbujas entre el papel 3MMy el gel y se colocó en

los alrededores (sin llegar a cubrir) del gel papel celofán o Parafilm. Se colocó el filtro

de Nylon Hybond N‘ sobre el gel. De nuevo, se aseguró que no haya burbujas entre el

filtro y el gel. Se humedecieron 2 trozos de papel Whatman 3MM (cortados

exactamente del tamaño del gel) en 2X SSC y se colocaron sobre el filtrohúmedo. Se

retiró cualquier burbuja de aire con un varilla de vidrio. Se cortó una pila de papel toalla

(5-8 cm de alto) ligeramente más pequeña que los papeles 3MM, los cuales se

colocaron sobre los papeles 3MM.Se colocó una placa de vidrio sobre la pila de papel

toalla y se colocó encima un peso de aproximadamente 500 g.

La transferencia de ADN se llevó a cabo por 20 horas. Cuando los papeles toalla se

humedecieron. éstos debieron ser reemplazados. Finalizada la transferencia. se

removieron la pila de papel toalla y los papeles 3 MM. Se Volteó el gel y el filtro de
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Nylon fue colocado estando el gel en la parte superior sobre hojas de papel 3 MM

secas. Se marcaron las posiciones de los depósitos del gel sobre el filtrocon un lápiz

de punta fina. Se retiró el gel del filtro y se descartó el gel. Se incubó el filtro en 6X

SSC por 5 minutos a temperatura ambiente para remover cualquier pedazo de agarosa

pegado al filtro. Se removió el filtro y se colocó sobre papel toalla para secarlo por al

menos 30 minutos a temperatura ambiente. Se fijó el ADN al filtro por exposición a una

fuente de irradiación ultravioleta (254 nm) por 10 minutos.

3.4.6) Preparaclón de sondas radioactivas:

El ADNde los genes de las proteinas ribosomales P2a y P26 de L.(L.)infantum fueron

proporcionados por el Dr. C.A. Alonso, Universidad Autónoma de Madrid. Los insertos

fueron subclonados en pUC13 y liberados usando Eco Rl (Soto y co|., 1993). El clon

recombinante correspondiente a la hsp70 de L.(V)braziliensis fue proporcionado por la

Dra. Patricia Levy-Yeyati (INGEBI, Buenos Aires. Argentina). Este recombinante (Lbb1)

proviene de una biblioteca de expresión en lgt11 y el inserto codifica Ia porción C­

terminal de dicho gen. El tamaño del inserto es de 2.0 Kb.

Las sondas radioactivas se prepararon usando el kit comercial “Multiprime DNA

labeling kit”(Amersham). El ADN ha ser marcado radioactivamente fue denaturado en

un baño hirviendo por 5 minutos e inmediatamente colocado sobre hielo. La mezcla de

reacción contenía el ADNdenaturado (20 ng de inserto resuspendido en 5 pl), 5 ul de

primer/ESA, 5 ul de buffer de reacción. 4 pl de dATP, 4 pl dGTP, 4 pl dTTP, 17 pl de

agua. 3 pl [(1-sz] dCTP (3.000 Ci/mmol) y 3 pl del fragmento Klenow. La mezcla de

reacción se incubó a 37°C por 30-45 minutos y se detuvo la reacción por la adición de

ZOmMEDTA pH:8. La sonda se purificó por precipitación diferencial con Acetato de

amonio como Io recomiendan los fabricantes. La determinación de la eficiencia de

marcado se realizó por medición de las cuentas por minuto de 1 ul de sonda marcada

en un contador de centelleo.

3.4.7) Hibrldlzaclóncon sondas radioactivas:

Los filtros de Nylon fueron pre-hibridizados en bolsas de plástico con la mezcla "rapid

hibridization” de Amersham por al menos 30 minutos a 65°C. Las sondas de ADN



marcadas radioactivamente (1x10° cpm) preparadas en la sección anterior fueron

hervidas por 5 minutos y denaturadas al colocarlos en hielo por 10 minutos antes de

adicionarla a la bolsa plástica conteniendo los filtros. La hibridización se llevó a cabo

en un incubador a 65°C por 2 horas. Luego de la hibridización, los filtros fueron

lavados con 2X SSC/ 0.1% SDS por 15 minutos (dos veces), 1X SSCI 0.1% SDS por

15 minutos (dos veces) y 0.1X SSC/ 0.1% SDS por 15 minutos (una vez) a 65°C con

agitación. Después de los lavados. los filtros fueron envueltos en papel celolán y

expuestos a un filmde rayos X (Fuji NIF-RK)a -70°C con pantallas intensificadoras.

3.5) Métodos generales para el anállsls de proteinas:

3.5.1) Dosaje de proteinas:

Las concentraciones de las soluciones proteicas fue determinado por el método de

Bradford (1976) usando un kitcorrespondiente de Amersham.

3.5.2) Preparación de extractos totales de Lelshmania sp. y T.cruzí:

Los promastigotes (aproximadamente 10°) fueron lavados por centrilugación con

PES/1% de glucosa. Posteriormente, fueron resuspendidos en agua destilada estéril.

congelados inmediatamente por inmersión en nitrógeno Ilquido y Iisados por tres ciclos

de congelamiento-descongelamiento. Las muestras se almacenaron a -20°C.

3.5.3) Electroforesls en geles desnaturallzantes de SDS-pollacrllamlda (SDS­

PAGE»

La separación de las proteinas en una dimensión se realizó siguiendo el método

descripto por Laemmli (1970) para geles discontinuos conteniendo SDS. Se utilizaron

las cubas y accesorios de los sistema de Bio Rad (Richmond, CA, USA) “mini-protean

ll"para geles pequeños de 7x8 cm. Todos los reactivos empleados también fueron de

Bio Rad (Richmond. CA, USA). Para el armado de un gel pequeño. se siguió la

siguiente tabla:



a) Gel separador (0,375M Tris, pH: 8.8):

Soluciones madre

30% acrilamida/0,8% bis-acrilamida

1,5M Tris-HCI. pH: 8,8

10% SDS

Agua destilada

10% persulfato de amonio

TEMED

Total

Para una concentraclón final de

7,5%

2.5 ml

2,5 ml

0,1 ml

4.9 ml

50 pl

5 pl

ió ml

Gel concentrador (0,125M Tris, pH: 6,8):

Soluciones madre

30% acrilamida/0,8% bis-acrilamida

0.5M Tris-HCI, pH: 6,8

10% SDS

Agua destilada

10% persulfato de amonio

TEMED

Total

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

0.2 ml de agua.

Para una concentración final de acrilamida:

acrilamida:

10% 12%

3.3 ml 4.0 ml

2.5 ml 2,5 ml

0,1 ml 0,1 mi

4,1 ml 3,4 ml

50 pl 50 pl

5 pl 5 pl

‘ió mi ió ml

4%

0,67 ml

1.25 ml

50 pl

3.05 ml

25 pl

5 pl

5m|

15%

5,0 ml

2.5 ml

0.1 ml

2,4 ml

50 pi

5 pl

ió ,n'ii



Ocurrida la polimerización (20 min. a temperatura ambiente), se volcó el agua y se

completó el armado con Ia mezcla correspondiente al gel concentrador y el peine

elegido.

Las muestras a analizar se colocaron en tubos Eppendorf. se completaron con un

volumen de tampón siembra (0,02% azul de bromofenol, 4% SDS, 10% B­

mercaptoetanol, 20% glicerol, en TBS) y se calentaron a ebullición durante 3 min.

Como tampón de corrida se utilizó una solución 0,1% SDS, 192 mM glicina. 25 mM

Tris-HCI, pH: 8,3. Las condiciones de migración fueron: 20 mA (corriente constante)

por aproximadamente. 45 min.

3.5.4) Tlnclón de geles con Azulde Coomasle:

Los geles fueron coloreados con una solución de azul de Coomasie (40% metanol,

10% ácido acético, 0.1% azul de Coomasie R-250) durante 30 minutos.

Posteriormente, los geles fueron decolorados con una solución decolorante rápida

.(50% metanol. 10% ácido acético) por 60 min. y con la solución decolorante (5%

metanol, 10% ácido acético) por 6 horas.

3.5.5) Marcadores de peso molecular para SDS-PAGE:

Los pesos moleculares de las bandas de proteinas fue estimada por comparación con

marcadores standard pre-coloreados SDS-PAGE de Bio Rad. Cinco pl de marcadores

por carril fue usado. Los pesos moleculares aparentes en Daltons son como sigue:

Fosforilasa B (106.000), Albúmina Sérica Bovina (80.000), Ovoalbúmina (49.500).

Anhidrasa Carbónica (32.500), lnhibidor de Tripsina (27.500) y Lisozima (18.500).

3.5.6) Western-Slot:

Luego de realizada Ia electroforesis, los geles de poliacn'lamida fueron transferidos a

membranas de nitrocelulosa e incubados con anticuerpos (Towbin y co|.. 1977). Las

transferencias se realizaron en un aparato Mini-Transblotde Bio Rad. Después de la

electroforesis. los geles fueron incubados en buffer de transferencia (ZOmMTris-HCI

szlA, 150mMglicina, 0.1% SDS. 20% métanól) por 15 mlnutos. Para llevar a cabo la



transferencia de un minigel (5.5x8 cm) una hoja de papel de nitrocelulosa (Hybond C,

Amersham) y 2 hojas de papel Whatman 3MMfueron cortados del mismo tamaño del

gel e incubados en el mismo buffer. La unidad de transferencia fue ensamblada y las

proteínas transferidas por 60 minutos a 0.8 mA/cm2(corriente constante). Después de

la transferencia. las membranas de nitrocelulosa fueron lavadas con TBS e incubadas

con sol. de bloqueo, 3% BSA en TBS (10mM Tris-HCI, pH:7.4/ 150mM NaCl) durante

60 minutos o por toda la noche a 4°C. Luego, los filtros fueron lavados con una TBS­

Tw (0.05% Tween 20 en TBS). Todos los lavados fueron llevados a cabo por 3 veces

de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente. Inmediatamente, las membranas

'fueron incubadas con una dilución apropiada del primer anticuerpo (usualmente 1/400)

en sol. de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente o por toda la noche a 4°C. Los

anticuerpos unidos se detectaron utilizando el kitABCVectastain (Vector Laboratories).

Siguiendo las especificaciones de los fabricantes, se agregó el segundo anticuerpo

(anti-IgG humana total. biotinilado. preparado en cabra (kit ABC Vectastain. Vector

Laboratories) diluido 1:200 en solución de bloqueo y 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 como lo sugieren los fabricantes: 2 gotas de

reactivo A (avidina DH) + 2 gotas de reactivo B (peroxidasa biotinilada) en 10 ml de

TBS y se incubó por 45 min. adicionales. El exceso de complejo se eliminó con 3

lavados de 3 min. en TBS. Para el revelado, se agregaron 15 mg 4-cloro-1-naftol

(Merck. Darmstadt, Germany) disueltos en 5 ml de metanol frío y 8 ul de Hzoz 30% a

20 ml de TBS. Esta solución se volcó inmediatamente sobre el filtro y se incubó en la

oscuridad hasta la aparición de las bandas (5 a 15 min.). La reacción se paró lavando

el filtro con agua.

3.5.7) Ensayos de ELISA

Los ensayos de ELISAse realizaron básicamente como fue descrito por Mesri y col.

1990. Se emplearon como antlgeno las proteinas de fusión GST-U4 y GST-JL7 y la

protelna GST como control. todas ellas purificadas según se describe en 2.7.3. La

cantidad óptima para cubrir cada pocillo se determinó a través de una curva con 50.

100, 200, 400 y 800 ng de protelna. Obteniéndose una 00415 máxima con 400 ng. Los

sueros se emplearon diluidos 1:400, ya dire a esta dilución los valores de Dom,
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obtenidos para los sueros controles positivos se encontraban sobre la porción lineal de

la curva. Brevemente. las placas de poliestireno (E.l.A. ll Plus Microtritation plate. Flow

Laboratories. Inc) se recubrieron con las proteinas recombinantes o con la GST sola

diluidas en tampón carbonato pH:9.6 y se incubaron toda la noche a 4°C. Luego de

lavarlas 3 veces con PBS/Tw. (PBS-0,05%/Tween 20) se incubaron con 200uI/pocillo

de solución de bloqueo (5% leche descremada-PBSfTw) y se incubó a 37°C por 1

hora. Luego de lavar nuevamente con PBSfTw. se agregó 100 pl/pocillo de suero

diluido en 2,5% leche descremadaaPBSlTw y se incubó a 37°C por 1 hora.

Nuevamente. se Iavaron los pocillos con PBSfTw y se incubaron con lOOpIde anti-lgG

humana conjugados con fosfatasa alcalina diluida 121.000 en solución de bloqueo, por

1 h a 37°C. Finalmente, después de dos lavados con PBS/Tw20 y un lavado con PBS,

se reveló incubando con img/ml de p-nitrofenilfosfato (Sigma. St. Louis, MO. USA) en

0,15M NaCl. 0,9M Tris-HCI, pH: 8.2 durante 1h a 37°C. Los valores de densidad óptica

(DO) se midieron a 415 nm en un lector BDSL lmmunoskan 340 (Labsystems, Finland).

La reactividad contra cada proteina de fusión se determinó restando los valores de DO

obtenidos para cada suero contra las protelnas recombinantes y la GST sola. Estos

valores se promediaron con los valores obtenidos en dos experiencias independientes.

3.6) Construcclón de la blblloteca de ADNcde promastlgotes de L.(V.)peruviana

en lgt11

3.6.1) Purificaclón de los ARN polladenllados a través de columnas de ollgo(dT)—

celulosa

Los ARN poliadenilados fueron purificados del ARN total por cromatografía de afinidad

sobre columnas de oligo(dT) celulosa de acuerdo a Aviv y Leder. 1972. Brevemente.

500m9 de oligo(dT)-celulosa (Boehringer) fueron reconstituidos en buffer de aplicación

(lOmM Tris-HCI pH:7.4; 1mM EDTA; 0.5M NaCl; 0.1% SDS) y usados para cargar una

columna de 0.5 ml de volumen hecha sobre una pipeta Pasteur de vidrio. la cual habla

sido previamente obturada en un extremo con lana de vidrio estéril. La matriz fue

lavada con 20 ml de buffer de aplicación y con 10 ml 0.1M NaOH seguido de buffer de

aplicación hasta que el eluyente fuera pH:7..4 (aproximadamente 20 ml). El ARN total
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fue resuspendido en agua a un volumen final de 1.8 ml, incubado en un baño de agua

a 65°C por 3 minutos e inmediatamente colocado sobre hielo. Posteriormente. 0.2 ml

NaCl de un stock de 5M fue adicionado. siendo la concentración final 0.5M. Paso

seguido. se colocó lentamente la muestra, la columna fue lavada con 30 ml de buffer

de aplicación y el ARN unido a la columna eluido con 4 ml de buffer de elución (10mM

Tris-HCI pH:7.4; 1mM EDTA; 0.1% SDS). Cada fracción (conteniendo 1ml) fue

colectada y medida por espectrofotometrla. Una mezcla de las fracciones exhibiendo la

más alta concentración fue realizada y precipitada con 2.5 volúmenes de etanol frío.

Los ARN poliadenilados fueron resuspendidos en TE y almacenados a -70°C.

3.6.2) Sintesis de ADNc

El ARN poliadenilado aislado de promastigotes de L.(V.) pemviana (cepa LC26) se

empleó para preparar la biblioteca de ADNc por el método de Gubbler y Hoffman,

1983. Para tal propósito, el kit comercial “cDNAsynthesis system plus" (Amersham) y

los protocolos proporcionados por el kitfueron usados, a menos que sea especificado.

La síntesis de la primera cadena se realizó usando oligo(dT) priming del ARN

poliadenilado en 20pl de reacción, conteniendo 4 pl del 5X buffer de reacción, 1p! de la

solución de pirofoslato de sodio. 1ul del inhibidor de ribonucleasas de placenta

'humana. 2ul de la mezcla de deoxirribonucleótidos trifosfatados. 1p! de oligo(dT),

10pCi de [or-"¡3] dCTP (3.000 Ci/mmol). 1m de ARN poliadenilado (1ug) y zou de

transcriptasa reversa aviar (AMV).La mezcla de reacción fue incubada por 50 minutos

a 42°C. y luego puestas sobre hielo. Dos allcuotas (1pl cada una) fueron removídas

para el análisis de los productos de sintesis de ADNc. Los híbridos ADchARNm fueron

usados como molde para la sintesis de la segunda cadena, la cual fue realizada en un

volumen final de 100 ul. Esta reacción contenla 18 pl de los productos de la primera

cadena, 37.5 ul del buffer de reacción de la segunda hebra, 50 pCi de [a-32P]dCTP

(3.000 Ci/mmol). 0.8U de ribonucleasa H de E. coli, 23U de ADN polimerasa l de E. coli

y llevados a volumen final con agua. Inmediatamente, la reacción se dejó proceder

secuencialmente a 12°C por 60 minutos, 22°C por 60 minutos y 70°C por 10 minutos.

Luego. 10U de T4 ADN polimerasa fue adicionada y el tubo incubado a 37°C por 30

minutos. La reacción fue detenida por la adición de 4 pl de 0.25M EDTA pH:8.0. Dos
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de doble cadena fue purificado por extracción con fenol/cloroformo y precipitación con

etanol con un volumen igual de 4M acetato amonio. Finalmente, ei pellet fue disuelto

en 10 pl de buffer TE y almacenado a -20°C.

3.6.3) Análisis de la sintesls de los productos de ADNc

La síntesis de los productos de ADNc fue seguida por marcado con [or-MP]dCTP.

donde la primera cadena fue marcada a una menor actividad especifica que la

segunda cadena. El producto de la reacción de sintesis fue calculado, por la

radioactividad incorporada en los ácidos nucleicos. Las dos muestras se removieron al

final de los pasos de cada reacción de síntesis y se precipitaron con TCA (Sambrook y

col..1989). El porcentaje de incorporación se calculó considerando la radioactividad

total obtenida en 2 pl de muestra.

3.6.4) Clonado de los ADNcen el vector de expreslón lgt11

El clonado de los ADNc fue llevado a cabo usando el kit comercial “cDNA cloning

system Agt11" (Amersham) y los protocolos proporcionados por los fabricantes, con

ligeras modificaciones. Los ADNcfueron clonados en el vector lgt11/EcoRI/CIP.

3.6.4.1) Ligaclón de los adaptadores Eco RIa los ADNc

La ligación de los adaptadores Eco RI a los ADNc con extremos romos fue llevado a

.cabo usando un exceso de adaptadores Eco RI no fosforilados en una reacción de 20

ul. Aproximadamente, 400 ng de ADNc en 10 ul de buffer TE, 2 ul de L/K buffer, 2.5 pl

de adaptadores Eco RI y 5U T. ADN Iigasa fueron incubados a 12°C por 20 horas. La

reacción fue detenida por la adición de 2 pl de 0.25M EDTA.
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3.6.4.2)Puriflcación por ' " ' ' ‘ delos ADNc-adaptadores

Los ADNc conteniendo el adaptador Eco Rl fueron purificados de los adaptadores

libres y fraccionados por tamaño mediante filtraciónen gel a través de una columna de

Sefarosa CL-4B (Pharmacia) de 10 ml de volumen. Los 20 ul de muestra conteniendo

los ADNc-adaptadores y los adaptadores libres fueron colocados sobre la columna.

Fracciones de 100 ul fueron colectadas y analizadas por medición de cuentas

Cerenkov en un Contador de Centelleo. Las fracciones con las más altas cpm fueron

mezcladas.

3.6.4.3) Ligaclón de los ADNc-adaptadores a los brazos del vector lgt11

Novecientos ul de la mezcla de ADNc seleccionados fueron fosfon'lados usando 100 pl

L/K buffer y 80U de T4 Polinucleótido Kinasa e incubado a 37°C por 30 minutos.

Posteriormente. Ia mezcla de reacción fue extraída con fenol y precipitada con etanol.

Los ADNc fueron resuspendidos en buffer TE (aproximadamente 100 ng/ul). Cien ng

de los ADNc-adaptadores fosforilados fueron ligados con 1 ug (1 pl) de los brazos

Agt11/EcoRl/CIP conteniendo 0.5 pl de 10mM ATP, 0.5 pl L/K buffer y 0.5 ul T. ADN

Iigasa (2.5U) en un volumen total de 5 pl. La reacción fue colocada en un baño de

agua a 12°C por 16 horas.

3.6.4.4) Empaquetamlento In vitro de los fagos

El empaquetamiento fue llevado a cabo usando un kit comercial (Gigapack.

Stratagene), el cual contenía dos extractos. siguiendo las instrucciones de los

fabricantes. Los productos de cada ligación fueron empacados independientemente y

diluidos en 500 ul con buffer SM (100mM NaCl; BmM M9804; 50mM Tris-HCI pH:7.5;

0.01% gelatina) y 20 ul cloroformo fue adicionado. Los fagos fueron mantenidos a 4°C

por largos periodos de tiempo.
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3.6.5) Análisis de los fagos recomblnantes

3.6.5.1)Crecimiento y preparación de bacterias competentes para plaquear fagos:

Las bacterias fueron crecidas a partir de una colonia E. coli Y1090. en medio LB

conteniendo 50 pg/ml de ampicilina y 0.4% de maltosa. Las células fueron incubadas a

37°C hasta alcanzar una DOWde 0.5. Las células fueron cosechadas y resuspendidas

en 15 ml de 10mMM9804 frío y estéril. Preferentemente. las células competentes para

plaqueo de fagos fueron usadas frescas. Estas fueron almacenadas a 4°C por menos

de una semana.

3.6.5.2) Plaqueo de fagos:

Para plaquear una suspensión de fagos en placas de agar LB de 90 mm, 100 pl de

células competentes fueron mezcladas con Ia dilución apropiada de fagos en un tubo

de 5 mI e incubadas a 37°C por 30 minutos. Luego, 3 ml de agar blando fundido y

mantenido a 50°C fue vertido sobre la suspensión de bacterias-fagos, mezclado y

vertido sobre una placa de agar pre-calentada a 42°C. La placa fue dejada sobre una

superficie nivelada antes de ser colocada en el incubador. Al cabo de 3 horas de

incubar Ia placa sembrada. a 42°C se comenzaron a visualizar pequeñas placas de

lisis. A partir de este momento se puede inducir la expresión de las proteinas de fusión

con IPTG y transferirlas a filtros de nitrocelulosa (Hybond-C. Amersham,

Buckinghamshire. England) para visualizarla reactividad de las proteinas de fusión con

los sueros. El plaqueo para el rastreo inmunológico y amplificación de la biblioteca de

ADNc fue similar, pero utilizando placas de 150 mm, 250 pl de células competentes de

plaqueo de lagos y 6.5 ml de agar blando.

3.6.5.3)Titulación de los fagos recombinantes:

Los stocks del fago A de Ia biblioteca fueron titulados por plaqueo de diferentes

diluciones sobre células competentes. El titulo de las unidades formadoras de placa

(utp) por ml fue calculado multiplicando el número total de placas de lisis por la



dilución. Diluciones de la biblioteca se plaquearon para determinar la proporción de

fagos recombinantes (blancos) y fagos no recombinantes (azules) por selección de

color, en la presencia de IPTG y X-Gal. Para placas de agar LB de 90 mm preparadas

como se describió previamente se adicionó 30 pl de 100mM IPTG y 30 pl de 2% X-Gal.

.3.6.5.4) Amplificación de ADNpor la reacclón en cadena de la pollmerasa (PCR)

Los estudios de PCR fueron llevados a cabo de acuerdo a Saiki y co|., (1988) a partir

de ADN (20 ng) o placas de lisis de bacteriófagos. El ADN para la amplificación de

recombinantes Agt11 fue realizada de tacos de agarosa conteniendo las placas de

fagos aislados. Estas placas fueron eluidas en 0.2 ml de buffer. SM por 30 minutos a

4°C, centrifugadas por 5 minutos y 5 pl del sobrenadante cuidadosamente removidos y

usados para la amplificación de PCR. El buffer de reacción 10X fue preparado con 100

mM Tris-HCI, pH:8.4; 15 mM MgClz; 500 mM KCl. 1 mglml gelatina, alicuotado y

almacenado a - 20°C. Los primers "forward"y "reverse" se aparean a los extremos 5'y

3' del sitio de clonado EcoRl en lgt11 se usaron, siendo su secuencia la siguiente:

Agt11 forward: 5'-GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG-3'

lgt11 reverse: 5'-TTGACACCAGACCAACTGGTAATG-3'

La reacción de amplificación fue realizada en 100 pl de reacción conteniendo 10 pl de

buffer de reacción 10X, 2 pl10 mM dATP, 2 pl10 mM dCTP. 2 pl 10 mM dGTP, 2 pl10

mM dTTP, 10 pl de una solución 10 pM de cada cebador, 50 pl ADN o fago eluido y 10

pl de agua. Las muestras fueron cubiertas con 100 pl de aceite mineral. Las muestras

fueron inicialmentedenáturadas 951i: 30 segundos, después de lo cual 2U Taq

ADN polimerasa (Promega) fueron?adiïsldnadas. Las etapas de apareamiento inicialfue

realizadoa 65°Cpor 1 minutoMás apareamientosubsiguientesfuerona
60°C por 1 minuto y las etapas deielongac'lólii fueron a 70°C por 1 minuto. El tiempo de

elongación fue incrementándose un 3% después de cada ciclo. Los ciclos (30) se

llevaron a cabo utilizando una Cambio Intelligent heating block (Genesis Instruments,

Cambridge, UK). Después del último ciclo. todas las muestras fueron llevadas a una



extensión final de 70°C por 10 minutos. Diez pl de los productos de amplificación

fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa (1.4%).

3.6.5.5) Amplificación de la blblloteca de ADNc:

La amplificación de la biblioteca de'ADNc fue llevada a cabo por plaqueo de la

biblioteca sobre células Y1090 a alta densidad (8.000 recombinantes por caja de agar

LB de 15 mm). Luego de la aparición de las placas de lisis. las placas fueron

removidas de 42°C y colocadas a 4°C. Luego, 10 ml de buffer SM fue agregado por

placa y dejado por toda la noche con agitación suave. Al dla siguiente, la suspensión

de fagos fue colectada. centrifugada y al sobrenadante se le agregó 5% de cloroformo.

La biblioteca amplificada fue titulada como se mencionó anteriormente. El titulo

obtenido de cada biblioteca fue de 1x10° a 1x101o ufp/ml. Las bibliotecas de ADNc

amplificadas fueron alicuotadas y parte de ellas criopreservada con DMSO de acUerdo

a Sambrook y col.. (1989). El resto de la biblioteca fue mantenida a 4°C.

3.6.6) Preparación en gran escala de ADNde fagos Agt11:

Tres x 10° ufp del fago recombinante de interés y 3 ml de un cultivo de toda la noche

de células Y1090 (crecidos en LB-50 pg/ml de ampicilina) resuspendidos en 10mM

MgSO. fueron adicionados a 100 ml de medio LB suplementado con 150 pl 1M MgSO.

y dejado crecer por toda la noche. Al dia siguiente, el cultivo fue centrifugado a 7.000

rpm por 10 minutos. 80 ml del sobrenadante fue tomado y suplementado con 200 pl de

ARNasa de un stock de 10 mglml, 80 pl de ADNasa de un stock de 10 mg/ml y se dejó

incubando por 1 hora a 37°C (la adición de ADNasa fue para remover el ADN

bacteriano, el ADN del fago recombinante está protegido de la digestión por la

presencia de su cápside). Subsecuentemente, 4 ml de 20% PEG-8.000/2.5M NaCl fue

agregado por cada 25 ml de sobrenadante y colocado a 4°C por 2 horas. La mezcla

fue centrifugada por 40 minutos a 18.000 rpm y el pellet resuspendido en 2 ml de

buffer TE al que se le adicionó 80 pl de EDTA y dejado 10 minutos a temperatura

ambiente.
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Luego la mezcla fue extraída con fenolzcloroformo, precipitada con 0.3M acetato sodio

pH 6.0 y 2.5 volúmenes de etanol absoluto frio. El ADN fue resuspendido en buffer TE

y almacenado a -20°C.

3.6.7) Rastreo inmunológico de la blblloteca de ADNc

3.6.7.1) Método de rastreo:

La biblioteca de ADNc amplificada fue rastreada según Huynh y col. (1985) con

anticuerpos inmunopurificados a partir de sueros de pacientes con Leishmaniasis.

Brevemente. 3x104 ufp fueron mezcladas con células E. coli Y1090 competentes y

plaqueadas como antes se mencionó. Las placas fueron incubadas a 42°C hasta la

aparición de pequeñas placas de lisis (lgt11 contiene un gen represor termosensible.

clw, cuyo producto es inactivo a 42°C). Luego. se colocó sobre el agar un filtro de

nitrocelulosa seco (Millipore)previamente embebido en 10mM IPTG y se incubó a 37°C

por 4 horas. Antes de remover los filtros, éstos fueron marcados con agujas para su

posterior orientación, lavados con TBS-Tw (TBS conteniendo 0.05% de Tween-20) e

'incubados por 1 hora o toda la noche con la solución bloqueadora (ver Western blot).

Las placas fueron mantenidas a 4°C. Luego, los filtros fueron lavados con TBS-Tw e

incubados con el primer anticuerpo (anticuerpos inmunopurificados como se indica más

adelante) por 3 horas con agitación a temperatura ambiente o por toda ¡a noche a 4‘0.

Los filtros fueron lavados 3 veces por 5 min. con TBS-Tw. Se continuó como se

describió para Western blot.

3.6.7.2)lnmunopurlflcaclón de antlcuerpos contra proteinas recomblnantes:

Los anticuerpos contra las proteínas de fusión utilizadas para el rastreo fueron

inmunopurificados a partir de sueros de pacientes siguiendo el método descrito por

Hall y col (1984). Las proteinas se inmovilizaron sobre nitrocelulosa incubando un filtro

de Hybond C (Amersham) de 5 cm? con 3ml de protelna de fusión purificada [3­

galactosidasa/Lbb1 (gentilmente cedida por la Dra. Patricia Levy-Yeyati) durante 2 h a

temperatura ambiente. Se lavó 10 min. con TBS para eliminar el exceso de proteina,
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se bloqueo (ver Western blot) durante 20 min. y se incubó durante toda la noche a 4°C

con 5ml del suero de un paciente con Leishmaniasis mucocutánea diluido 1:10 en

solución de bloqueo y conteniendo 30% de lisado de E. coli Y1089 lisógena para lgt1l

salvaje (ver más adelante). Se lavó 3 veces por 10 min. con TBS-Tw y 2 veces con

0.15M NaCI-0,05% Tween 20. La elución se llevó a cabo incubando el filtro durante 30

min. con 5ml de 0.2M glicina. 0.15M NaCl. 10ug/ml BSA. 1mM PMSF. 0.05% Tween,

pH: 2.8. El material eluido se pasó a un tubo y, manteniéndolo en hielo. se neutralizó

con 5ml de 1M Tris-HCI pH: 8.0 y 2ml de solución de bloqueo. Esta preparación se

alicuotó y se guardó a -20°C.

3.6.7.3) Preparación de Iisado de E. coll Y1089lisógena para lgt11 salvaje:

El Iisado de E. coli Y1089 lisógena para Agt11 salvaje utilizado para competir la

reactividad inespecifica de los sueros, se preparó a partir de 1l de cultivo. Brevemente,

un cultivo de 3m! saturado se diluyó en 1l de medio LB-ampicilina y se dejó crecer

hasta una DOeoo=0.4.La inducción de la replicación del fago se produjo incubando a

42°C durante 30min. Luego se agregó lPTG (5mM final) y se incubó a 37°C por dos

-horas más para Ia expresión de la proteina recombinante. Las bacterias se

centrifugaron a 15009 por 10min a temperatura ambiente. se resuspendieron en 50ml

de TBS y se lisaron por tres ciclos de congelamiento y descongelamiento. El

homogenato final se guardó a -20°C.

3.6.8)Rastreo de la biblioteca con sondas marcadas radloactlvamente:

Del mismo modo descrito para el rastreo inmunológico. se plaquearon 3-5x104 ufp por

placa de 15 cm. de diámetro. Se dejaron crecer 6 horas o toda la noche a 37°C. luego

se colocaron a 4°C durante 1 hora antes de comenzar la transferencia. Para la

transferencia. se utilizaron filtros de Nylon Hybond N’ previamente rotulados y por

duplicado. Se apoyó suavemente el filtrosobre la placa durante 1 minuto, mientras se

marcó con tinta china y un alfiler atravesando el filtro y el agar. El filtro duplicado se

transfirió 2 minutos y se lo marcó del mismo modo y en la misma posición que el

original. Luego de la transferencia se embebieron los filtros en la solución

denaturalizante (0.5M NaOH/ 1.5M NaCl) a temperatura ambiente durante 1 minuto.



Los filtros se trataron con la solución neutralizante (0.5M Tris-HCl, pH:8/ 1.5M NaCl) en

las mismas condiciones 2 veces durante 3 minutos y luego se Iavaron con agitación

suave en 2X SSC. Los filtros se secaron a temperatura ambiente sobre papel

'Whatman y luego se fijó el ADN por exposición durante 5 minutos a luz ultravioleta.

Los filtros asl tratados se hibridizaron con sondas radioactivas como se indica en la

sección de hibridización de Southern-blots.

3.6.9)Alslamlentode los clones recomblnantes posltlvos de lgt11:

Los filtros de nitrocelulosa conteniendo las señales positivas fueron alineadas con las

cajas originales y un trozo de agar conteniendo el fago de interés extraldo con Tip P­

1.000 estéril previamente cortado en la punta y colocado en un tubo Eppendorf

conteniendo 500 pl de buffer SM al que se le añadió 20 pl de cloroformo. Estos fagos

fueron plaqueados a baja densidad y rastreados nuevamente para confirmar su

identidad. Este procedimiento fue repetido al menos 3 veces hasta obtener un clon

positivo aislado. Los fagos positivos fueron mantenidos a 4°C. Las placas de lisis

picadas de una placa fresca daban stocks de 10° a 107ufp/ml.

3.6.10) Ensayo de placa de Ilsls:

Para la formación del césped bacteriano, se mezclaron 0.5 ml de células de plaqueo

de fagos con 3 ml agar blando (previamente fundido y mantenido a 50°C). se

sembraron sobre una placa de agar LB-ampicilinay se dejaron crecer a 37°C por 30

minutos. Luego se depositaron 1 pl de cada preparación de fagos amplificados

(aproximadamente 10'° ufp/ml). Se dejó secar por 10 minutos junto al mechero y luego

la placa se incubó a 42°C por 40 minutos (al final de esta etapa podla observarse el

comienzo de la lisis bacteriana). Por otro lado, se recortaron tiras de nitrocelulosa

(Hybond-C, Amersham, Buckinghamshire, England) que se sumergieron en una

solución 10mM IPTG y se dejaron secar sobre papel filtro. Las tiras de filtro asi

preparadas se apoyaron sobre los fagos sembrados y se incubó la placa a 37°C por 2

horas (durante esta etapa se produce la inducción de la expresión de la protelna de

fusión, que junto con las proteínas bacterianas y del fago quedan inmovilizadas sobre



el filtro).Luego. se retiraron las tiras de nitrocelulosa y se colocaron directamente en la

solución de bloqueo y se continuó como se describió para el rastreo inmunológico.

En este ensayo se usaron los fagos recombinantes Lbb1 (porción C-terminal de la

hsp70 de L.(V.) brazilíensis. RA1 (porción C-terminal de la hsp70 de T. cruzr), JL7

(proteína flagelar de T. cruzi. recombinante diagnóstico de la Enf. de Chagas), JL5

(antígeno marcador de cardiopatía chagásica).

3.7) Producción de proteínas de fusión

3.7.1) Subclonado de ADNcen pGEX1XT:

Los insertos de los fagos recombinantes U4 y Lbb1 fueron subclonados en e! vector de

expresión pGEthT (Pharmacia Inc). Este vector permite Ia expresión de proteínas

foráneas fusionadas con la enzima Glutatión-S-transferasa (GST) de Schístosoma

japonicum. Además de poseer un promotor muy fuerte como el promotor ptac, posee el

gen lac l“. que codifica para el super-represor del operon lac y permite la inducción de

la síntesis de la proteína de fusión por un análogo sintético de Ia lactosa como el IPTG.

El sitio de clonado permite Ia inserción de fragmentos de ADNc provenientes de

bibliotecas de expresión en Agt11 o XZAP ll.

Otra ventaja que presenta este vector es la existencia de reconocimiento de corte de Ia

enzima trombina. lo que permitiría clivar la proteína de fusión y obtener así la proteína

de interés en forma pura.

Para obtener el inserto de fagos recombinantes. éstos se crecieron en cultivo líquido,

previa infección de las bacterias E. coli Y1090 competentes en cultivos de 500 ml de

medio LB. Luego. se indujo la fase lítica por incubación a 42°C por 6 horas.

Posteriormente, los fagos fueron precipitados con 20% PEG 6.000/2.5 M NaCI,

incubados 1 hora sobre hielo y centrifugados a 14.000 Xg por 20 minutos. Se retiró

todo el líquido conteniendo el PEG y el pellet fue resuspendido en 6 ml de buffer TNE

(10mM Tris-HCI. 100mM NaCl. 1mM EDTÁ pH: 8.0). Paralelamente. se equilibró en

buffer TNE una columna de 6 ml de DEAE-ceíulosa (DE-52. Whatman). Los fagos

resuspendidos fueron cargados en Ia columna de DE-52, descartándose el volumen

muerto. Se colectaron las fracciones siguientes y se precipitaron con un volumen de

isopropanol frío. Luego de centrifugar a 14.000 x g por 20 min.. el pellet de fagos fue



resuspendido en 0.5 ml de buffer TE. Se realizaron dos extracciones con fenol. dos

con cloroformo y se precipitaron con 50 pl 3M NaCl y 1.25 ml de etanol absoluto frio.

Se incubó por 20 minutos a -70°C y luego se centrifugó a 13.000 Xg por 20 minutos. El

pellet de ADNdel tago recombinante fue lavado dos veces con 1 ml de etanol 70% y

secado al vaclo. El pellet seco fue resuspendido en 50 p.|de buffer TE y una alícuota

corrida en geles 0.7% de agarosa para posterior análisis. Para liberar el inserto de

ADNc contenido en el fago recombinante, se digirió con Eco Rl:

Buffer de restricción React 3 (BRL) 5 pl

Agua destilada 20 pl

ADN lago recombinante (1 pg/pl) 20 pl

Eco RI (BRL, 20 U/pl) 5 pl

Se incubó la reacción a 37°C por unas 2 horas. Se verificó la digestión completa al

correr una alícuota de la restricción en un gel nativo de 0.4% de agarosa. Debido a que

Ia proporción de masa del vector al inserto era muy grande, por lo que se necesitaba

una cantidad muy grande de ADN digerido para ver el tamaño del inserto, la

verificación indirecta de corte completo fue la visualización de los dos brazos del

vector. Una vez verificada la digestión total, se precipitó el ADN y se resuspendió en 20

pl de buffer TE. A su vez se estimó la concentración de ADN en 20 ng/pl.

Paso seguido se procedió a ligar los insertos de los fagos recombinantes en el vector

de expresión pGEX1ATcomo se describe a continuación:

Autollg. ng.1 :1 ng.1 :3 ng.1 :5

(ll') (lll) (nl) 01')

Buffer AbN ligasa 16X (É'ráL) 1 1 1 1

pGEXMT/Eco Rl/CIP (20 nglpl) 1 1 1 1

ATP (10 mM) 1 1 1 1

Agua destilada 6 5 3 1

Inserto (20 ng/pl) - 1 3 5

T. ADN Iigasa (BRL, 1o U/pl) 1 1 1 1

Se incubaron las ligaciones a 16°C por toda la"noche.



3.7.2)Preparaclón de células competentes y transformaclón:

Todas las soluciones, tubos, pipetas y el rotor fueron enfriados a 4°C antes de usarlos.

Para la preparación de las células DH5aF' competentes. 100 ml de bacterias fueron

crecidas a 37°C en un incubador con agitación orbital a una densidad de

aproximadamente 0.6 00550. Las células fueron centrifugadas a 5.000 rpm por 10

minutos a 2°C y el pellet fue resuspendido en 0.25 vol. de 0.1M MgClz y

subsecuentemente centrifugado como antes. EI pellet fue suavemente resuspendldo

ahora en 0.05 vol. de 0.1M CaClz y colocado en hielo por 45 minutos. Las células

fueron centrifugadas bajo las mismas condiciones usadas previamente. Finalmente. las

células fueron cuidadosamente resuspendidas en 0.05 vol. de solución de

almacenamiento (0.1M MOPS pH:6.5; 50mM CaClz; 20% glicerol) e incubadas en hielo

por 20 minutos antes de ser alicuotados en tubos Eppendorf. Inmediatamente. la

suspensión de células fue congelada en un baño de etanol/hielo seco y almacenada a

-70°C hasta su uso.

La reacción de ligación fue colocada en un baño de agua a 65°C por 10 minutos y la

mitad del volumen de la reacción inicial (5 pl) diluido 5 veces con buffer TE.

El resto de la mezcla de ligación fue mantenida a -20°C. La mezcla de ligación diluida

fue mezclada suavemente con 150 ul de células competentes incubada en hielo por 30

minutos. Inmediatamente se realizó un shock térmico a 42°C por 1 minuto y

posteriormente se agregaron 500 ul de medio LB y se incubó a 37°C por 45 minutos.

Allcuotas de 50, 100 y 150 pl fueron plaqueadas en cajas de agar LB suplementadas

con 50 ul de 0.1M IPTG, 50 ul de 125 mg/ml X-gal y 50 ug/ml ampicilina. Las cajas

fueron incubadas a 37°C por toda la noche. De ambas placas se tomaron 5 colonias

blancas y 1 azul y se realizaron minipreparaciones para extraer plásmidos y se dejaron

crecer en LB-ampicilina (50 ug/ml) por toda la noche. Al día siguiente se extrajeron

plásmidos por el método de lisis alcalina (Birmboin y Doly, 1979) y se corrieron en un

gel de 0.7% agarosa con marcadores de peso molecular. Para verificar que estas

colonias blancas contenían el inserto deseado se realizó una restricción con la enzima

Eco Rl y el producto de las restricciones se corrieron en geles de 0.7% de agarosa

usando como control el plásmido aislado de la colonia azul cortado con Eco Rl.
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Como el clonado era bi-direccional habla que determinar luego cuál de las colonias

recombinantes tenia el inserto subclonado en fase con la Glutatión-S-transferasa

(GST) de Schistosoma japonicum. Para Io cual se crecieron las colonias recombinantes

en LB-ampicilinapor 2 horas a 37°C con agitación vigorosa. Luego se le adicionó IPTG

a 0.1 mM final y se continuó la incubación por 4-6 horas adicionales. Luego se

cosecharon las células por centrifugación a 13.000 Xg por 1 minuto. El pellet celular se

resuspendió en 0.3 ml de PBS conteniendo 0.1 mM final de PMSF y 1% Tritón X-100 y

se rompieron las células por 15 ciclos de congelamiento/descongelamiento. Luego se

centrifugó la muestra y se colectó el sobrenadante, al que se le adicionó 50 pl de 50%

GIutatión-agarosa (Sigma) equilibrado en PBS y se incubó a temperatura ambiente por

unos 20 minutos con agitación suave. La matriz fue colectada por centrifugación a

1.000 rpm por 10 minutos y lavada por 3 veces con 1 ml de PES/0.1% Tritón X-100.

Luego del último lavado, todo el liquido fue retirado con una pipeta Pasteur con punta

afilada y al pellet se le agregaron 25 pl de tampón de siembra 2X (0,02% azul de

bromofenol. 4% SDS. 10% B-mercaptoetanol, 20% glicerol en TBS). Las muestras así

tratadas se colocaron en un baño hirviendo por 3 minutos, se centrifugaron por 1

minuto y el sobrenadante se sembró en un gel 12% SDS-PAGE. Los productos se

analizaron por tinción con Azul de Coomasie y Western blot.

3.7.3) Producción en gran escala de la proteina de tuslón:

A partir de 100 ml de cultivo saturado. se preparó 1 litro de cultivo, el cual se dejó

crecer por 2 horas más a 37°C con agitación vigorosa. Luego se le agregó IPTG al 0.1

mM final y se continuó con la agitación por 6 horas adicionales. Paso seguido. se

cosecharon las bacterias por centrifugación a 3.000 rpm por 10 minutos en una

centrífuga refrigerada Sorvall en un rotor GSA. El pellet fue resuspendido en 5 ml de

PBS. conteniendo 1% Tritón X-100, 0.1 mM PMSF y sometido a 20 ciclos de

congelamiento/descongelamiento. El homogenato bacteriano fue centrifugado a

13.000 rpm por 10 minutos en un rotor SS-34 a 4°C. El sobrenadante fue colectado y

colocado sobre una columna de 1 ml de Glutatión-agarosa (Sigma, St. Louis. MO). El

efluente se pasó 3 veces por la columna de afinidad. Luego. la columna se Iavó con

20-50 volúmenes de PES/0.1% Tritón'X-100.
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La proteína de fusión fue eluida al pasar 3 volúmenes de 5 mM glutatión reducido

(Sigma. St. Louis. MO) en PBS. Se colectaron fracciones de 0.5 ml cada una. las que

IUego se analizaron por Western blot.

3.8) Secuenciamiento de los clones recombinantes

3.8.1) Subclonado en los vectores M13mp18 y pGEM3zf(+):

Las Iigaciones del ADNc al vector M13mp18/EcoRl/BAP se realizó como se describió

para el subclonado en vector de expresión pGEX17iT.Para el caso de transformación

de células competentes con ligaciones de M13mp18 RF, se tomó 0.2 ml de bacterias

competentes en frio, al cual se le agregó 5 pl de la reacción de Iigación y se incubó

sobre hielo por 1 h. Luego. se realizó un shock térmico de 2 minutos a 42°C y se le

agregaron 0.2 ml de un cultivo saturado de células DH5aF', 35 ul de 2% X-Gal. 20 ul

de 100mM IPTG. Se mezció con 3 ml de agar blando fundido y mantenido a 48°C y se

volcó suavemente sobre una placa de 9 cm de diámetro de agar duro y se incubó toda

ia noche a 37°C. Se identificaron las placas de retardo de crecimiento bacteriano y se

extrajo el ADN simple cadena como se indica más adelante para su posterior

secuenciamiento manual o automático. Para el subclonado del ADNc U4 en

pGEM3zf(+),el inserto U4 fue liberado del plásmido de expresión pGEqu mediante

el corte con la enzima Eco RI (1.600 pb) y luego Ia región codificante (550 pb)

separada de la 3' no codificante (1.050 pb) por corte con la enzima Sal I. Ambos

fragmentos fueron purificados de geles preparativos NuSieve como se describe en

2.4.4 y ligados al vector pGEM3z(+)/Eco Rl/Sal I. Se identificaron las colonias que

habían incorporado los plásmidos recombinantes por digestión doble con Eco RllSaI I.

Las bacterias recombinantes fueron crecidas y procesadas como se indica en 2.8.2.1.2

para su secuenciamiento automático usando primers marcados con colorantes

fluorescentes.



3.8.2) Preparaclón del ADNpara secuenciación:

3.8.2.1) Preparación del ADNdel fago M13

Se inoculó 10 ml de medio 2X YT con una colonia de E. coli crecida en agar mínimo

glucosa y se dejó crecer con agitación durante toda la noche a 37°C. Este cultivo se

diluyó 1:100 en medio 2X YT y se agregó el trozo de agar conteniendo la placa de

retardo de interés. Se dejó crecer a 37°C por 6-7 horas con agitación. El cultivo se

centrífugó a 2.500 rpm por 10 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo estéril y se

.volvió a centrifugar a 5.000 rpm por 10 min. Al sobrenadante se agregó 1 ml de 20%

PEG 6.000/2.5M NaCI, se mezcló bien y se incubó a 4°C por 30 min. Luego de

centrifugar a 10.000 rpm por 10 min., las particulas de M13 se resuspendieron en 400

pl de TE. El ADN simple cadena se aisló por 2 extracciones con fenol saturado con

Tris-HCIpH 8.0 seguidas de dos extracciones con cloroformo. El ADN se precipitó con

40 pl acetato sodio, pH: 5.2 y 1 ml 95% etanol. Luego de 20 min. a -70°C se centrifugó

por 15 min. a 13.000rpm. Se aspiro el sobrenadante. se lavó el pellet con 70% etanol y

se lo secó al vacio. El ADN se disolvió finalmente en 20 ul de TE y se cuantificó por

electroforesis en geles de agarosa o espectrofotometrla.

3.8.2.2) Preparación de plásmldos:

Las bacterias transformadas se crecieron a saturación en LB-ampicilina. Una allcuota

de 1,5 ml se centrifugó por 1 min. a 13.0009 y el pellet bacteriano se resuspendió en

200 ul de solución GTE (50 mM glucosa; 25 mM Tris-HCI. pH: 8,0; 10 mM EDTA. pH:

8.0). Se agregaron 300 pl de 0,2N NaOH/1% SDS, se mezcló por inversión e incubó en

hielo por 5 min. Se neutralizó agregando 300 pl de 3M acetato potasio, pH: 4,8. se

mezcló por inversión e incubar en hielo por 5 min. Los restos celulares se removieron

por centrifugación por 10 min. a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfirió a

un tubo limpio.Se agregó ARNasa A (libre de ADNasa) a una concentración final de 20

ug/ml y se incubó a 37°C por 20 min. Se realizaron dos extracciones con 400 pl

cloroformo/alcohol isoamílico. El ADN se precipitó agregando un volumen de

isopropanol y centrifugando por 10 min. a temperatura ambiente.
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El pellet se lavó con 0.5 mI de 70% etanol. se secó al vaclo y se resuspendió en 32 pl

agua desionizada. Se volvió a precipitar agregando 8 pl de 4M NaCI y 40 ul 13% PEG

8.000 y dejando en hielo por 20 min. Se centrifugó por 15 min. a 4°C a 1.0009. Luego

de remover cuidadosamente el sobrenadante. el pellet se Iavó con 0,5 ml de 70%

etanol, se secó al vacio y se resuspendió en 20 pl de agua desionizada.

3.8.3) Secuenclación manual:

La secuenciación de ácidos nucleicos se llevó a cabo por el método de terminación de

la cadena con dideoxinucleótidos (Sanger, 1977). Para ello se utilizó el kit de

secuenciación Sequenasa 2.0TM(USB Corp.) y el primer universal de M13mp18

provisto por el mismo kit. Se siguieron las instrucciones indicadas por los fabricantes

con 1pg (5 pl) de ADN simple cadena de los lagos recombinantes. Por cada reacción

de secuencia se utilizaron 5 pCi [eL-35.8]dATP (1,250 Ci/mmol). Se corrieron geles de

poliacrilamida de 6-8% dependiendo de la zona a resolver y 7M urea. Se usaron las

' siguientes soluciones:

200mM Tris-HCI, pH:7.5

100mM MgClz

250mM NaCI

Buffer Sequenase 5X :

Mezcla de marcado (dGTP) 5X : 7.5pM dGTP

7.5pM dCTP

7.5pM dTTP

Mezcla de terminación ddG (dGTP) : BOpMdGTP, BOpMdATP. 80pM dCTP,

80pM.dTTP. 8pM ddGTP, 50mM NaCl.

Mezcla de terminación ddA (dGTP) : 80pM dGTP, BOpMdATP. 80pM dCTP, 80pM

dTTP, BpM ddATP. 50mM NaCl.
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Mezcla de terminación ddT (dGTP) : SOpMdGTP, BOpM dATP. BOpMdCTP, BOpM

dTTP, BpM ddTTP, 50mM NaCI.

Mezcla de terminación ddC (dGTP) : BOpMdGTP, BOpMdATP, BOpMdCTP, BOpM

dTTP, BpM ddCTP, 50mM NaCI.

Buffer de dilución de enzima : 10.0 mM Tris-HCI pH 7.5

5.0 mM DTT

0.5 mglml BSA.

Buffer Mn : 0.15 M lsocitrato de sodio

0.10 M MnClz.

Solución de parado : 95% Formamida

20 mM EDTA

0.05% azul de bromofenol

0.05% xileno cianol

Se utilizó generalmente 500ng de ADN simple cadena (el volumen de la solución de

ADNsc no debe exceder los 7 pl).

A) Mezcla de "annealing":

ADN 7 pl

Buffer sequenasa 2 pl

Primer 1 pl

Total 10 pl

Se calentó a 65°C 2 minutos en un baño seco y se dejó enfriar lentamente hasta

alcanzar una temperatura menor a 35°C. Luego se colocó en hielo. Mientras se

enfriaba la reacción se prepararon 4 tubos conteniendo 2.5 pl cada uno la mezcla de

terminación (ddA, ddC. ddG, ddT).
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B) Reacción de marcación:

A la mezcla de "annealing" se agregaron:

DTT 0.1 M 1 ul

mezcla de marcación (|15) 2 ul

[cx-358]dATP 0.5 tu

Sequenasa 2.0 (l:8) 2 ul

Se mezcló e incubó a temperatura ambiente durante 3 min.

C) Reacción de terminación:

Se transfirieron 3.5 ul de la reacción de marcado a cada tubo de terminación (ddA,

ddC. ddG, ddT) y se continuó Ia incubación a 37°C por 5 minutos. La reacción se paró

por agregado de 4 ul de solución de parado a cada uno de los tubos. Las muestras se

calentaron a 75°C por 2 minutos antes de colocarlas en el gel. Se sembraron 3 ul de

reacción por calle del gel.

Los geles desnaturalizantes para secuenciación fueron de 6 % de poliacrilamida, y

permitieron leer hasta 400 bases desde el iniciode la reacción.

Se preparó una solución stock de acrilamida 40% de la siguiente forma:

Acrilamida 38 g

Bisacrilamida 2 g

Agua para 100 ml

Se disolvió la solución por calentamiento a 37°C .La solución para los geles de

secuencia se armó en 100 ml en Erlenmeyer de la siguiente forma:

42 g urea (7 M final)

15 ml de acrilamida 40 % (6 % final)

TBE 1X hasta 100 ml

Luego de disolver la urea, se agregaron 100 pl de TEMED y 280 pl persulfato de

amonio 10 %.

Se utilizaron vidrios de 30x40 cm. Los vidrios se limpiaron bien y luego se

impermeabilizaron con un algodón embebido en Silic-glass o Sigmacote (Sigma). Se
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usaron espaciadores de 0.4 mm y se sellaron los vidrios con cinta. Luego se volcó el

gel con una inclinación de 45° continuamente para no interrumpir el flujo y evitar

burbujas de aire. Antes de la polimerización se colocó el peine en posición invertida en

Ia parte superior y se dejó toda la noche a temperatura ambiente. Al otro dla se montó

el gel sobre la cuba en posición vertical. se colocó el peine introduciéndolo en el gel

hasta pinchar la acrilamida y se agregó buffer TBE 1X en la parte superior e inferior de

la cuba. Se pre-corrió el gel a 60 W durante 30 minutos antes de sembrar para que los

vidrios adquirieran una temperatura homogénea. Se sembraron 3 pl de cada reacción.

Como regla general, el segundo depósito se sembró 30 minutos después de salir el

colorante azul de bromofenol. La corrida del gel se paró cuando salió el azul de

bromofenol del segundo depósito.

El gel se desmentó de la cuba y se separó un vidrio (el gel queda adherido al otro). Se

fijódurante 15 minutos en una mezcla 10% metanol ¡10% ácido acético y luego se lavó

con abundante agua destilada. Luego se colocó sobre el gel un hoja de papel

Whatman 3 MM. se cubrió con papel celofán y se secó durante 3 horas en una

secadora de vacío Hoeffer modelo SE ¡160. Finalmente, el gel seco se expuso con

pantalla intensificadora a -70°C durante 2 dias.

3.8.4)Secuenciación automática

Se usó el sistema de secuenciación modelo 373 de Applied Biosystems, que es un

instrumento automático con barrido de gel. El ADN se preparó como se describe más

adelante. Las reacciones de secuenciamiento se llevaron a cabo con primers

marcados con colorantes fluorescentes, en lugar de la usual marca radioactiva. Los

colorantes marcados pueden ser incorporados en el ADN usando primers marcados

con el colorante en el extremo 5' o dideoxinucleótidos terminadores marcados con

colorante en el extremo 3'. Comúnmente. se usan ADN polimerasas. como AmpIiTaq®

y T7ADN polimerasa pueden ser usados para la extensión del primer.

Los cuatro diferentes colorantes fluorescentes permiten distinguir los productos de las

cuatro reacciones de secuenciamiento. Estas reacciones son combinadas y sembradas

sobre un carril del gel de secuencia. Hasta 36 templados pueden ser analizados

simultáneamente en un gel.



Los fragmentos de ADNmarcados con el colorante son sometidos a una electroforesis

en gel de acrilamida y separados de acuerdo a su tamaño. Cuando los fragmentos

alcanzan un posición fija por encima de la cámara inferior de buffer. la fluorescencia de

los colorantes es excitada por la luz del láser, el cual hace un barrido de atrás hacia

adelante a lo largo de esta área del gel. Un tubo fotomultiplicador (PMT) detecta la luz

fluorescente y lo convierte en una señal eléctrica. Estas señales son luego transmitidas

a la computadora y almacenadas para su eventual procesamiento.

Durante un experimento de barrido, el modelo 373 realiza un barrido del ancho del gel

600 veces por hora. Cada barrido consiste de 4 pasadas, una vez a través de los 4

diferentes filtros coloreados. Para cada color. la señal que corresponde a la cantidad

de fluorescencia son medidas en 194 canales separados a través del gel. El modelo

373 puede secuenciar 550 bases por hasta 18 muestras en 8 horas y 36 muestras en

aproximadamente 17 horas.

3.9) Análisis estadísticos:

Para evaluar el valor diagnóstico de los diferentes recombinantes se utilizó el lndice

kappa. Para cada recombinante se calculó Ia sensibilidad como el número de muestras

positivas por serología clásica y el ensayo en placa de lisis dividida por el número de

muestras encontradas positivas por la serologla clásica (sensibilidad=a/A). La

especificidad fue calculada como el número de muestras negativas determinado por la

serologla clásica y por ensayo de placa de lisis. dividido por el número de muestras

negativas determinado por la serologla clásica (especificidad=b/B). La concordancia

observada fue estimada como Po=a+bfT. donde T era el número total de sueros. Los

verdaderos positivos obtenidos por azar fue calculado como ae=A.afl’. La

concordancia esperada por azar, Pe=2(ae)+D-A/T; donde D corresponde al número

total de muestras negativas. El lndice kappa se calculó como K=(Po-Pe)/(1-Pe). Este

índice es 0 cuando la concordancia es sólo al azar. alcanza el valor de 1 cuando hay

una total concordancia y muestra valores negativos en los casos cuando la

discordancia es más que meramente casual (Camargo y col., 1986; Moncayo y

Luquetti, 1990).
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3.10) PCR de los sueros de pacientes con la Infección mixta L.(V.)braziliensislT.

cruzi

Para la detección de ADN de Leishmania spp. y/o T. cruzi de los sueros de pacientes

con Ia infección mixta L.(V.) braziliensislT. cruzi (50 ul) se incubaron con Proteinasa K

(img/ml final) a 55°C por 15 min. Luego, las muestras fueron hervidas a 95°C por 20

min, se centrifugó a 10.000 rpm por 10 min. y se tomaron Sul para la reacción de PCR.

Se usó el protocolo "hot start" en las reacciones de amplificación con el uso de

Ampliwax Gem (Perkin-Elmer) para separar las 2 fases (Chou y coi.. 1992).

La fase inferior consistía de 5pi de 10X buffer Taq ADN polimerasa; 7,2},1Ide una

mezcla 10mM dNTP; 13,5pl 25mM MgCIzy 200 ng. de los primers específicos tanto de

Leishmania spp. como de T. cruziy 27,3ul de agua.

La fase superior consistía de 7,5ul de la muestra de ADN; 2,5ul buffer Taq ADN

polimerasa; 2.5U Taq ADN polimerasa y agua hasta 25ml.

3.10.1) PCR de Leishmania spp.

Se usaron ios primers que están dirigidos para amplificar la región conservada dei ADN

del kinetoplasto de los minicirculosde varias cepas de Leishmania spp.:

V1: 5' GGG(GfT)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA 3'

V2: 5' (G/C)(G/C)(G/C)(A/C)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC 3'

3.10.1.1) Condiciones del PCR

La reacción de PCR se llevó a cabo en un Termociciador modelo 9600 Perkin-Eimer

Cetus.

1 ciclo: 94°C por 5 minutos

33 ciclos: 94°C por 30 segundos

50°C por 20 segundos

72°C por 20 segundos

1 ciclo: 72°C por 10 minutos.



3.10.2) PCR de T. cruzi

Se usaron los primers que están dirigidos para amplifica'r la región variable de los

minicírculos de T. cruzi:

oligo 121: 5' AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA 3'

oligo 122: 5' GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA 3'

3.10.2.1) Condiciones de PCR:

La reacción de PCR se llevó a cabo en un Termociclador modelo 9600 Perkin-Elmer

Cetus, usando 2 ciclos a 98°C por 1 min. y 64°C por 2 min. Luego, 33 ciclos a 94°C por

1 min. y 64°C por 1 min. y finalmente un ciclo de extensión a 72°C por 10 min.

Los productos amplificados se corrieron en un gel de 2% agarosa Nu-Sieve con

maracadores adecuados. Se espera un amplicón de 120 pb. en el PCR de Leishmania

spp., mientras que en el PCR de T. cruzi se espera un amplicón de 330 pb.

3.11) Digitalización de las figuras

Las figuras fueron digitalizadas en un Scanner de página completa ScanMaker,

MiCrotek.modelo E3 y armadas usando el programa de manejo de imágenes Paint

s'hop Pro 3.1 (JASC, inc.).

La impresión se hizo usando papel especial HP Bright White de Hewlett Packard. en

una impresora Deskjet 600. Hewlett Packard.
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4.1) Respuesta humoral en Lelshmanlasls Cutánea Andina (LCA),Leishmaniasis

'Cutánea Selvática (LCS), Lelshmanlasls Mucocutánea (LMC), la infección mixta

Leishmania (Viannía) braziliensis/Trypanosoma cruzi (IM) y la Enfermedad de

Chagas (ECh)

Para evaluar la respuesta humoral desarrollada por pacientes con LCA. LCS, LMC, IM

y ECh. se llevaron a cabo experiencias de Western blot con extractos de parásitos y

los sueros de cada grupo. El perfil antigénico de los extractos proteicos de L.(V.)

peruviana, L.(V.)braziliensis y T. cruzi con sueros de pacientes con Leishmaniasis y la

Enfermedad de Chagas se muestran en la Fig. 8 (los resultados que se muestran en

esta figura son representativos de un gran grupo de sueros analizados por Western

blot; en esta primera etapa se analizaron 9 de 23 sueros LCA, 10 de 11 sueros LCS,

38 de 45 sueros LMC,5 de 6 sueros IMy 40 de 45 sueros ECh).

Observamos en los sueros de pacientes con LCA a dilución 1:100 una débil reacción

con el extracto proteico de L.(V.)pemviana. Una de la bandas reconocidas con más

intensidad dentro del marco de una reacción general suave. corresponde a una

proteina de 70 kDa (Fig. 8A, calle 1). Los sueros de pacientes con LCS también

presentan una reacción débil con el extracto proteico de L.(V.) braziliensis. pero

reconocen intensamente una proteína de 70 kDa (Fig. 8A. calle 2). Los sueros de

pacientes con LMC muestran una reacción fuerte con proteínas parasitarias en un

amplio rango de pesos moleculares (Fig. 8A, calle 3). Se destaca la reacción contra

una proteína de 70 kDa, como se observa para pacientes con LCA y LCS. Cabe

destacar que el perfil de la calle 3 de la Fig. 8A fue obtenido con una dilución 12500 del

suero. mientras que los resultados de la calle 1 y 2 fueron obtenidos con una dilución

12100. indicando un mayor nivel de anticuerpos contra proteinas parasitarias en LMC.

En IM existe una fuerte respuesta humoral contra las proteinas de L.(V.) braziliensis

(Fig. 8A. calle 4), entre las cuales se destaca, notablemente, la proteina de 70 kDa.

Una banda del mismo peso molecular también es reconocida en el extracto de T. cruzi

(Fig. 8A, calle 5). Como fue demostrado anteriormente (Mesri E.. Tesis doctoral, 1990;

Levitus G.. Tesis doctoral. 1991; Kaplan D., Tesis doctoral, 1995) los sueros

chagásicos crónicos presentan niveles elevados de anticuerpos contra un amplio

espectro de antígenos del extracto de T. cnlzi (Fig. 8. calle 6).
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A diferencia de lo observado con los sueros de pacientes con Leishmaniasis. la

proteína de 70 kDa no es inmunodominante en la infección chagásica.
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Fig. 8: Reacción de los sueros leishmanicos y chagásicos con proteínas de L.(V.) peruviana, L.(V.)
braziliensis y T. cruzi analizadas por Western blot. Los extractos proteicos (Jong/calle) se
separaron por electroforesis en geles pequeños de poliacrilamida (7,5%). (A): reacción de los
sueros LCA, LCS, LMC, lM y ECh con los extractos de parásitos homólogos. Calle l, reacción de
un suero LCA (|:l00) con proteínas de L.(V.) peruviana. Calle 2, reacción de un suero LCS
(|:l00) con proteinas de L.(V.) braziliensis. Calle 3, reacción de un suero LMC ( 1:500) con
proteínas de L.(V.) braziliensis. Calle 4, reacción de un suero IM (l :500) con proteínas de L.(V.)
brazilíensis. Calle 5, reacción del mismo suero IM (¡:500) con proteínas de T. cruzi. Calle 6,
reacción de un suero chagásico (12500) con proteínas de T. cruzí. (B): Reacción cruzada entre los
sueros LCA y LMC con extractos de parásitos heterólogos. Calle l, reacción de un suero LMC
(¡2500) con proteínas de L.(V.) peruviana. Calle 2, reacción de un suero LCA (l:l00) con
proteínas de L.(V.) braziliensis. (C): reacción cruzada entre sueros LMC y ECh con extractos de
parásitos heterólogos. Calle l, reacción de un suero LMC (1:500) con proteínas de T. cruzi. Calle
2, reacción de un suero ECh (l :500) con proteínas de L.(V.)_brazíliensis.
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El perfil de los sueros de pacientes con las distintas formas cllnicas de Leishmaniasis

pone de manifiesto la importancia de la reacción con la proteina de 70 kDa. Dos

fenómenos son evidentes: la reacción cruzada de los sueros de individuos con LCA y

LMC (Fig. BB, calle 1 y 2), y entre los sueros de individuos con ECh (Fig. 8C, calle 1) y

LMC (Fig. 8C, calle 2).

A partir de lo observado. se supuso que la banda de 70 kDa podrla ser la proteina de

choque térmico de 70 kDa (HSP70). Esto se confirmó utilizando el anticuerpo

monoclonal (AcM)D4F18 que reconoce las HSP70 (Blisnick y co|., 1988). Se observa

que este AcM reconoce la HSP70 de varias especies de Leíshmania sp, como por

ejemplo: L.(V.) braziliensis, L.(V.) peruviana, L.(V.) panamensis, L.(V.) guyanensís y

L.(L.) chagasí (Fig. 2, calles 1, 2, 3, 4, 5 y 6). Llama la atención que el AcM en el

extracto de L.(L.)chagasi reconoce una banda aproximadamente 68 kDa, ligeramente

inferiora la HSP70 de las otras especies de Leishmanía sp analizadas (Fig. 9, calle 5).

1 2 3 4 5 6

Fig. 9 Reacción del ACM D4Fl8
con extractos proteicos de
diferentes especies de Leishmania
sp. Los extractos proteicos
(Song/calle) se separaron por
electroforesis en geles grandes de
poliacrilamida (7,5%).
Calle l y 6: extracto de L.(V.)
braziliensfs
Calle 2: extracto de L.(V.)

70 kDa.-9 - peruvíana
Calle 3: extracto de L.(V.)
panamensis
Calle 4: extracto de L.(V.)

guyanensís
Calle 5: extracto de L.(L.) chagasi
La flecha indica la posición de la
proteína HSP70 (70 kDa).
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Se observa que la banda de 70 kDa reconocida por un suero LMC(Fig. 10, calle 1) y la

banda reconocida por el AcMD4F18 (Fig. 10, calle 2) tienen movilidades semejantes.

;—':;.f‘.,—\ A
A I

I

7okDa

Fig. IO Reacción del suero LMC 145 y el ACM D4Fl8 con la proteína de 70 kDa de L.(V.)

braziliensis por Western blot. Los extractos de L.(V.) braziliensis (30pg) se corrieron en un gel
7,5% SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se reveló con el suero LMC
|45 (calle l) o con el ACM D4Fl8 (calle 2).

. El laboratorio disponía de un recombinante, Lbb1 (Levy-Yeyati P.. Tesis doctoral, 1992)

que cubre los 228 aminoácidos C-terminales de la proteina HSP70 de L.(V.)

braziliensis. Esto permitió realizar un mapeo epitópico grueso para determinar la

importancia de esta región en la inducción de la respuesta anti-HSP70 en

Leishmaniasis. Asi. se realizó una experiencia de competición. en la cual un suero

LMC se hizo reaccionar con un extracto de L.(V.) brazi/¡ensis antes (Fig. 11, calle 1) y

después de pre-incubarlo con el recombinante Lbb1 (Fig. 11. calle 2). La desaparición

específica de la reacción con la banda de 70 kDa indica la Identidad de la banda y al

mismo tiempo ubica los epltopes en la región C-terminal de la proteina.
i'Iii“ l'­
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Fig. l l Inhibición de la reactividad
anti-HSP7O de un suero LMC con

; el recombinante Lbbl.

w? El homogenato total de L.(V.)
braziliensis (SOug/calle) se
resolvió en geles de poliacrilamida
y se transfirió a membranas de
nitrocelulosa. Las tiras de
nitrocelulosa fueron incubadas con

el suero LMC 143 (¡22.000) calle
l, o con la misma dilución del

suero pre-incubada durante | hora
con 20pg de la proteína de fusión
GST-Lbbl, calle 2.

Durante esta serie de experiencias se observó un fenómeno sobre el que no existen

antecedentes en la literatura. Los sueros de los pacientes LMC 143 y 145 poseían

titulos muy elevados de anticuerpos anti-Leíshmania (véase calle 1 de |a Fig. 10 las

reacción del suero 145, dilución 1:5.000). Estos sueros conservaban reactividad

inclusive hasta dilución 1:20.000. En este caso la única banda reconocida en el

Western blot era la de 70 kDa (Fig. 12).

i Fig. l2 Reactividad del suero
LMC I45 con el extracto de

L.(V.) braziliensis a altas
diluciones. El extracto de

L.(V.) braziliensis (30pg) se
l _ _> corrió en un gel 7,5% SDS­
70 kDa .5}; PAGE y transfirió a

" ' ' membranasde nitrocelulosa.
Una tira (calle l) fue revelada

t . r. z- ,i con el suero LMC ¡45 diluido
en ¡220.000.
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4.2) Construcción de una biblioteca de expresión en lgt11 de L. (V.¡‘peruviana

Dado que ya se disponía de las HSP70 de L.(V.) brazíliensis y T. cruzi, se decidió

completar la caracterización de la respuesta anti-HSP70 en Leishmaniasis y clonar el

ADNc de la HSP70 de L.(V.)peruviana. Con este fin, se construyó una biblioteca de

expresión de L.(V.)pen/Viana en el vector th11 a partir de ARN pon-adenilado de

promastigotes de Ia fase estacionaria temprana de la cepa LCZBde L.(V.)peruviana.

Se sintetizaron 431.2 ng de ADNc simple cadena, indicando que se transcribió un

43.12% del ARN pon-adenilado y 355 ng de ADN doble cadena dando una eficiencia

de transcripción de 82,4% (Tablas 1 y 2).

Tabla 1.

Sintesis de ADNcde L.(\_/.)geruvlana

ARNm 1 ug

Transcriptasa Reversa 20 U/pg

Primera cadena ADNcsintetizada 431,2 ng

Porcentaje ARNtranscripto 43.12%

Segunda cadena ADNcsintetizado 355 ng

Porcentaje segunda cadena ADNctranscripto 82.4%

Cantidad total de segunda cadena sintetizada 711 ng

Tabla 2.

Clonado de ADNcde L.(\_/.zgeruvlana en lgt11

Brazos Agt11/Eco RI/CIP 1 pg

Inserto ADNc L026 50 ng

Eficiencia de clonado (ufp/pg inserto) 2x107
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El porcentaje de fagos recombinantes con inserto presentes en la biblioteca fue de un

80%, dando una eficiencia de clonado de 2x107 ufp/pg de inserto. La biblioteca sin

amplificar tenia un titulo de 2x106 ufp totales y al amplificarla alcanzó un titulo de 1x10e

ufp/ml. El tamaño promedio de los insertos de Ia biblioteca de ADNc se analizó por

PCR (Saiki y col.. 1988). Los fragmentos amplificados a partir de los insertos de 10

fagos recombinantes tomados al azar variaron entre 400 y 1.300 pb, mientras que la

amplificación de un fago no recombinante (placa de lisis azul) no dio producto de

amplificación (resultados no mostrados).

4.3) Clonado y caracterizaclón de la hsp70 de L.(V.)peruviana

4.3.1) Aislamiento del clon U4

El aislamiento de la hsp70 de L.(V.)peruviana se realizó simultáneamente por rastreo

inmunológico con anticuerpos anti-Lbb1 y el ADNc de Lbb1 marcado radioactivamente

(Materiales y Métodos). Se rastrearon 100.000 fagos independientes de la biblioteca de

expresión de L.(V.)peruviana con los anticuerpos anti-Lbb1 del suero de un paciente

con LMC(ver suero de la Fig. 8A, calle 3, y Apéndice) y con la sonda correspondiente.

Trabajando con réplicas se identificaron 3 fagos recombinantes que eran positivos por

ambos rastreos. Se seleccionó el recombinante U4 por poseer la más alta reactividad

con el anticuerpo anti-Lbb1 y dar una señal muy fuerte de hibridización con la sonda

Lbb1. El tamaño del inserto contenido en el recombinante U4 se determinó por

digestión con Eco RI, dando un tamaño de aproximadamente 1.6 Kb.

4.3.2) Secuenciación del clon U4

El inserto fue subclonado en el vector M13mp18 para su secuenciación. La secuencia

del ADNc de U4 no se pudo completar con el "primer forward" (-40) de M13mp18,

Ieyéndose sólo 400 pb de la región codificante (Figs. 14a y 16).
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Para completar la secuencia se sintetizó un oligo (5' TCGAAGGAAGAGTACAGGCA3')

basado en la secuencia nucleotídica obtenida. Desafortunadamente, el "primer"se unía

inespecificamente a otras regiones del ADNc,dando lecturas de bases superpuestas.

Se intentó leer desde el extremo 3' no codificante usando el "primer forward" sobre la

hebra complementaria del ADNc de U4. Luego de leer el adaptador, usado para la

construcción de la biblioteca y la cola de poly-A, no se pudo leer más (Figs. 14a, flecha

a la derecha y 17).

Este resultado coincide con lo informado por Yeyati en su tesis doctoral (Levy-Yeyati_

1992) cuando analizó la secuencia del recombinante Lbbl. En su tesis, Yeyati informa

sobre Ia presencia de una región 3' no codificante no secuenciable debido

' probablemente a la presencia de secuencias repetitivas y un alto contenido de bases

GC. Este fenómeno también fue informado por otros investigadores (Lee y col.. 1988;

Mc.Farlane y col._ 1990; Bock y Langer, 1993).

Finalmente, se diseñó otra estrategia para completar Ia lectura de la secuencia

codificante. Al analizar la secuencia nucleotídica de las HSP7O de L.(V.) brazi/¡ensis

(Levy-Yeyati P.. Tesis doctoral, 1992) y la de L.(L.) amazonensís (Bock y Langer, 1993)

se observó que la secuencia correspondiente al último codón codificante y el codón de

terminación correspondía al sitio de corte de la enzima Sal l (Fig. 14a). Esto permitió

realizar un clonado direccional por corte con Eco RI para liberar el inserto y con Sal l

para separar la región codificante de la no codificante. Efectivamente, al cortar con Eco

RI y Sal I se obtienen 2 fragmentos: uno de 550 pb. correspondiente a la región

codificante (Fig. 13, calle 2) y el otro de 1.050 pb correspondiente a la región 3' no

codificante incluyendo la cola de poly-A (Fig. 13, calle 3).

pb M1 1 2 3 4 M2 Fig. l3 Fragmentos derivados de U4 utilizados
en el subclonado.

Los fragmentos purificados correspondientes a la
región codificante (550 pb. calle 2) y no

3200- codificante (¡.050 pb, calle 3) de Ud‘ así como el
1500- inserto completo (¡.600 pb, calle 4) y el vector
1.050- pGEM3zf(+) digerido con Eco Rl y Sal l se

550- resolvieron por electroforesis en gel de agarosa
(l%) y revelaron con Bromuro de Etidio. Ml:
marcador A/l‘lind lll y M2 marcador l Kb
ladder.



Estrategia de secuenciación del recombinante U4 de L.(V.)peruviana

Región codificante Región 3’ no codificante

Sal l

1.050 pb

Fig. l4 Estrategia de secuenciación del recombinante U4 de L.(V.) peruvíana

a) Diagrama del ADNc contenido en el recombinante U4 y la estrategia usada para la
secuenciación parcial del recombinante. b) Diagrama de la región codificante y no codificante del
recombinante U4 obtenidas por corte con Sal l y la estrategia de secuenciación para completar la
región codificante. Las áreas claras corresponden a la secuencia del adaptador usado en el clonado.
El área punteada clara corresponde a la región codificante. El área negra corresponde a la región 3'
no codificante. El área gris corresponde a la cola de poly-A. Las flechas indican la región
secuenciada y las flechas de dos cabezas indican el tamaño de las regiones codificante y 3‘ no
codificante respectivamente.
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U4 tiene un marco de lectura abierto de 525 pb que codifica los 174 aminoácidos C­

terminales de la HSP70 de L.(V.)peruviana (Fig. 15). De los 1.075 pb correspondientes

a la región 3' no codificante, se leyeron aproximadamente 300 pb posteriores al codón

de terminación. Desde el pon A se leyeron aproximadamente 300 pb (Fig. 19). Una

vez subclonados los fragmentos, se utilizóla secuenciación automática para completar

la lectura de las diferentes regiones de U4 (Figs. 16-19).
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GAATTCGAGGATCCGGGTACCATGG CG TTC GAC CTG GAC GCG AAC GGC ATC CTG AAC GTG
F D L D A N G I L N V

TCC GCG GAG GAG AAG GGC ACC GGC AAG CGC AAC CAT ATC ACC ATC ACC AAC GAC

S A E E K G T G K R N H I T I T N D

AAG GGC CGA CTG AGC AAG GAC GAG ATC GAG CGC ATG GTG AAC GAT GCG TCG AAG

K G R L S K D E I E R M V N D A S K

TAC GAG CAG GCC GAC AAG ATG CAG CGC GAG CGC GTG GAG GCG AAG AAC GGC CTG

Y E Q A D K M Q R E R V E A K N G L

GAG AAC TAC GCG TAC TCG ATG AAG AAC ACG GTC TCC GAC ACG AAC GTG TCC GGC
E N Y A Y S M K N T V S D T N V S G

AAG CTG GAG GAG AGC GAC AGG TCC GCG CTG AAC TCG GCG ATC GAC GCG GCG CTG

K L E E S D R S A L N S A I D A A L

GAG TGG CTG AAC AGC AAC CAG GAG GCG TCG AAG GAA GAG TAC GAG CAC CGC CAG

E W L N S N Q E A S K E E Y E H R Q

AAG GAG CTG GAG AGC ACA TGC AAC CCG ATC ATG ACC AAG ATG TAC CAG AGC ATG

K E L E S T C N P I M T K M Y Q S M

GGC GGC GGC GCG GGC GGC ATG CCC GGC GGT ATG CCG GAC ATG AGC GGC ATG GGC

G G G A G G M P G G M P D M S G M G

GGT GGT GCG GGT CCG GCC GCC GGA GCC TCC TCC GGC CCC AAG GTC GAG GAG GTC

G G A G P A A G A S S G P K V E E V

GAC TAG GCTCTGTGTGCACCACCGGCTGTAGTGCTCGCGGGTGAATGCCATATATCCTGCTCACGCCGC

TGA¿u¿n¿u¿ 1.¿GL-u.una. ¿UUbUUflLUbUUUL Il Id IHR I "I l l CCTCGAACTGATGGATA

TGGTGCTACTATGTCCTGTTCAGGTGTTTTCTTGCCTTGCTTTGACGCGCGGGTGTCTTACAGTGGCGCTG

CGACTCTTTCTCCTCGCATATGCGGCGTGTCTCTCCGTGTGTGTATGTCT““‘ -¿¿¿uu¿u¿u¿1¿

AAAATTTCCTTCCTTTGGTACTAGAGCGTTTT..(fl)..TTTTTTTTAATTTTTTCCCCCCCTTTTGGGCC

TTTTTTCCCCGGGTTTTCCCCCCCTTTTTTTTTCCCCGCCCTTCCCCTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCC

LLLLLLLleLlllTTqfi(¡(l ‘llm‘ll‘ll‘lTI‘IT“‘l‘lI‘l‘lT‘l‘lll‘ll‘ll‘l

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA CCATGGTACCCGGATCCTCGAATTC

Fig. IS Sccucncia nuclcotídica parcial y de aminoácidos dcl rccombinantc U4 correspondiente a la
porción C-tcrminnl dc la HSP70 dc l,.(V.) peruvíana. El adaptador usado cn el clonado está
subrayado.
H región no sccucnciada, " codón determinación.
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i Del análisis del marco de lectura abierto del recombinante U4 en un banco de datos se

observa que dicho recombinante presenta homología con Ia porción C-terminal de las

proteínas de choque termico de 70 kDa (HSP70) ya informadas para otros

kinetoplástidos (Lee y coI.. 1988; Mc.FarIane y co|._ 1990; Bock y Langer, 1993;

Quijada y col.. 1996). Las HSP70 de los kinetoplástidos muestran homología, sobre

todo en la región N-terminal, donde se localizan los sitios de unión ai ATP y

calmodulina, Iigandos que modulan su actividad como chaperonas moleculares.

Previamente, en el laboratorio se habían aislado los ADNc de las porciones C­

terminales de las hsp70 de T. cruzi (recombinante RA1. 236 aminoácidos) y de L.(V.)

braziliensis (recombinante Lbb1. 228 aminoácidos) (Levy-Yeyati P., Tesis doctoral.

1992). Ambos recombinantes presentan una homologla que decae hacia el extremo C­

terminal, donde se observan el mayor número de substituciones no conservativas (ver

Introducción). En la Fig. 20 se comparan los últimos 174 aminoácidos C-terminales de

los 3 recombinantes.

Al comparar la secuencia de aminoácidos del recombinante U4 con Lbb1 observamos

una homologÍa de 98% (97% identidad y 1% substituciones conservativas). mientras

que con el recombinantes RA1, la homologta alcanza un 87% (74% identidad y 13%

substituciones conservativas). La gran homología entre los recombinantes U4 y Lbb1

coincide con los resultados de la Fig. 1 y 2, donde se demuestra la conservación de

epítopes en las dos especies de Leishmania sp. Llama Ia atención Ia presencia de 2

motivos GGMP en U4 y Lbb1 y 6 en RA1.
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Fig. 20 Comparación de la secuencia de aminoácidos de la porción C-terminal de las hsp70 de
L.(V.)peruviana (U4), L.(V.) hraziliensis (Lbbl ) y Trypanosoma cruzi (RAI). Los puntos indican
aminoácidos idénticos. Los guiones se introdujeron para permitir un mejor alineamiento de la
secuencia. El motivo repetitivo GGMP está subrayado. Se comparan los 174 últimos aminoácidos
C-terminales de los 3 recombinantes.
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4.3.3) Organización genómica del Iocus hsp70 en L.(V.) peruviana y L.(V.)
braziliensis

Para confirmar la identidad del inserto U4 y compararlo con Lbb1 se analizaron

Southern blots de ADN genómico de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis y digeridos

con diferentes enzimas de restricción (Fig. 21 y 22, respectivamente).

Se observa para Ia mayoría de las enzimas evaluadas una o dos bandas hibridizantes.

Io que sugiere que el gen de la HSP70 de estas especies estaria organizado en un

locus genómico. Sin embargo, teniendo en cuenta la organización multicopia en

tandem que los genes hsp70 mantienen en la mayoria de las especies de Leishmania

sp (ver Introducción), las bandas hibridizantes en las digestiones Pst l. Sal I, Bgl ll,

Bam HI. Sma I y Hae Ill, reflejarian las unidades repetitivas del tandem. Mientras que la

banda de 23 Kb de las digestión Eco RI, Kpn I y Hind lll representa el cluster que

contiene las unidades repetitivas (Figs. 21 y 22).

Como era de esperar siendo dos especies tan emparentadas, el análisis del Southern

blot de L.(V.)pen1viana y L.(V.)braziliensis muestran la ausencia de polimorfismo inter­

especies con las enzimas estudiadas.

12345678910 Fig.2] Análisisde la
W- r»? -‘ organización genómica de la

HSP70 de L.(V.) peruviana
9.4__ por Southern blot.

"" El ADN genómico de L.(V.)
peruviana (20 pglcalle) sin
digerir (calle l) y digerido con

“_ las enzimas de restricción Pst
' i, Sal l, Kpn I, Bgl n. Hind

' lll, Bam HI, Eco Rl, Sma l y
Hae III (calles 2 a lO,

?.J— respectivamente) fiJe sometido
2.o— a electroforesis en gel de

agarosa (0,8%), transferido a
membranas de nylon e
hibridado con una sonda

radioactiva correspondiente al
clon U4.
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Kpb12345673910
¿"rïujg Fig.22 Análisisde la23, —.-' ' " ' 1 organización genómica de la
' " HSP70 de ¡“(I/Í) hrazilicnsix

9'4— por Southern blot.
5‘5_ El ADN genómico de I..(V.)

brazilicmis (20 ¡Lg/calle) sin
digerir (calle l) y digerido con

43‘- las enzimas de restricción Pst l,
Sal l, Kpn l, Bgl ll, Hind lll,
Bam HI, Eco R], Sma l y Hae

2,3 — lll (calles 2 a lO,
2,0_ respectivamente) Fue sometido

a electroforesis en gel de
agarosa (0,8%), transferido a
membranas de nylon e
hibridado con una sonda

radioactivacorrespondienteal
7 clonU4.

4.3.4) Subclonado y expresión de las HSP70 de Leishmania (Viannia)peruviana y

L.(V.)brazilíensls en cultivos bacterianas

Con el fin de evaluar Ia respuesta humoral anti-HSP70 de pacientes con Leishmaniasis

los ADNc de las porciones C-terminales de las hsp70 de L.(V.) peruw'ana, L.(V.)

braziliensis y T. cruzi se subclonaron en el vector de expresión pGEX1XT. Del

subclonado del recombinante U4 en pGEX11T se obtuvieron 2 plásmidos

recombinantes (pU4.2 y pU4.5). que habían incorporado el inserto, pues al digerir los

plásmidos recombinantes con Eco RI, liberaban un fragmento de 1,6 Kb

correspondiente al ADNc clonado (Fig. 23A, calles 5 y 6). Como el subclonado fue bi­

direccional, quedaba por determinar si los ADNchabían sido clonados en Ia orientación

adecuada, lo que permitiría la expresión de una proteína de fusión con la proteína

"carrier", Glutatión S-transferasa (GST). POr esta razón, se analizó la expresión de la

proteína de fusión por Western blot, usando como inmunosonda el suero de un

paciente con LMC(143) que presenta títulos elevadísimos de anticuerpos anti-HSP70

(ver Fig. 11).
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En la Fig. 238 calles 3 y 4, se muestra la reactividad de una banda de 47 kDa para

ambos clones recombinantes que corresponde a la expresión de una proteina de

fusión (GST-U4), lo que indicaba el clonado de U4 en la orientación adecuada.

Del subclonado del recombinante Lbb1 en pGEXHT se obtuvieron también 2 clones

recombinantes (prb1.2 y prb1.6). cuyos plásmidos al ser digeridos con Eco RI

liberaron un fragmento de 2 Kb, correspondiente al ADNc Lbb1 (Fig. 23A, calle 7). En

forma similar a Io realizado para el clonado del ADNc de U4, se verificó el clonado en

la orientación correcta. Un primer análisis de las proteínas recombinantes expresadas

indicaban que sólo el recombinante prb1.6 habia sido clonado en Ia orientación

correcta, obteniéndose una proteína de fusión de 53 kDa (Fig. 238. calle 1). Ensayos

posteriores demostraron que el otro recombinante (prb1.2) expresaba poca proteína

de fusión (datos no mostrados). La razón de esta expresión disminuida no se ha

elucidado.

A

Fig. 23 Subclonado en pGEXllT de U4 y12345678 Lbbl.
A) Plásmidos aislados de las bacterias no
recombinantes (calle 2) o recombinantes
U4.2 (calle 3), U4.5 (calle 4) y Lbbl.6
(calle 5). Los plásmidos pU4_2, pU4.5 y
prbl.6 se digirieron con Eco Rl (calles
6, 7 y 8, respectivamente). Calle l'
Marcador NHind lll. La figura
corresponde a un gel de agarosa l°/oteñido
con Bromuro de Etidio.

B) Análisis de la expresión de proteina

B recombinante U4 y Lbbl por Western
blot.
Las bacterias recombinantes fueron

crecidas a 37°C, inducidas con IPTG y
sonicadas. El sobrenadante colectado e

incubado con glutation-agarosa. Luego de
varios lavados, a la matriz se le adicionó

53 “339 (- 47 kDa. loading buffer. Las muestras se corrieron
en un gel [0% SDS-PAGE y se
transfirieron a membranas Hybond C. El
Westem blot se reveló con un suero LMC

l45 (|15.000). Calle l: Lbbl_6, calle 2:
prbl.2, calle 3: pU4.5. calle 4: pU4i2_
calle 5: no recombinante.

12345
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Del subclonado del ADNc contenido en el fago recombinante RA1, se obtuvo un clon

recombinante, cuyo plásmido al ser digerido con Eco RI liberaba el inserto de 939 pb y

por Western blot expresaba una proteína de aproximadamente 55 kDa (Fig. 24, calle 1)

reconocida por el suero LMC143 (datos no mostrados).

M 1 y 2 3
Fig. 24 Subclonado en pGEXlXT de los

208- AD'NicideRAl yJL7. H '
r. .t Anahsrs de la expresnon de proteina

recombinanteRA] y JL7 por SDS­
79|5— PAGE.

' -- Las bacterias recombinantes fueron

' . crecidas a 37°C, inducidas con lPTG y
,-lL u sonicadas. El sobrenadante colectado e

incubadoconglutation-agarosa.Luego
de varios lavados, se adicionó a la matriz

4‘ loading buffer. Las muestras se
34|8_ü corrieronen un gel l0% SDS-PAGE.

t- .7 M: Marcador de peso molecular; calle l:
2913 í“? Ü GST-RAI; calle 2: JL7, clonado en

forma invertida; calle 3: GST-JL7.

n

4.3.5) Reactividad humoral contra el recombinante U4en diferentes infecciones

Dado que los epitopes de HSP70 se concentran en su extremo C-tenninal (ver pag. 93,

Fig. 11 de la presente tesis, Wallace y col._ 1992 y Amon'n y col., 1992) decidimos

evaluar la respuesta anti-HSP70 usando como antígeno el recombinante U4. Es

importante destacar, además, que U4 contiene el único epitope que ha sido

completamente mapeado en Leishmaniasis humana entre los residuos 520 y 540 de la

proteína (Wallace y col.. 1992) y el epitope reconocido por el AcM. Se realizaron 3

ensayos diferentes: ELISA,Ensayo de Placa de Lisis (EPL) y Western blot.
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4.3.5.1) ELISA

Los resultados de los ensayos de ELISA se resumen en la Tabla 3 y la Fig. 25. La

reactividad anti-U4 de los sueros de pacientes con LCA y LCS resulta débil como se

preveía de acuerdo a los resultados de la Fig. 8. La mayoría de estos sueros no

reacciona con U4. Sobre los 23 sueros LCA, sólo 8 son positivos (35%), mientras que

sólo 4 de 11 muestras LCS son positivas (36%). Esto contrasta con lo observado para

LMC, donde 38 de 45 (84%) sueros analizados provenientes de Perú y Bolivia

reaccionan intensamente con U4, con valores de densidad óptica oscilando entre 0,65­

3.35 (Fig. 25).

Los sueros de pacientes con IM(todos provenientes de Bolivia)presentan un 60% de

positividad con U4 (3/5). Estos tres sueros reaccionaron con valores de densidad

óptica semejantes a los obtenidos para LMC(Fig. 25 y Tabla 4).

Cuando se evaluó Ia reactividad de los sueros chagásicos crónicos se observó que 8

de los 45 sueros analizados (18%) reaccionaban con U4 con valores de densidad

óptica ligeramente superiores a la línea de corte, indicando probablemente Ia presencia

de anticuerpos anti-HSP70 contra epítopes compartidos entre ambos parásitos. Este

resultado coincide parcialmente con lo informado sobre la reactividad de la HSP70 de

Leishmania sp. con sueros chagásicos, donde a pesar de la homologia

(aproximadamente 85%) entre las HSP70 de ambos Tripanosomátidos, los sueros

chagásicos no reaccionan con Ia HSP70 de Leishmania sp. (McFarIane y col, 1990;

De Andrade y col. 1992; Quijada y col, 1996).

En el grupo de enfermedades no relacionadas, sólo 2 sueros, uno de un paciente con

Malaria y otro con Lepra Iepromatosa, reaccionan con U4 con densidades ópticas

ligeramente superiores a Ia linea de corte (un informe completo de esros resultados se

encuentran en el Apéndice).



106

Tabla 3

Evaluación de la reactividad de los

sueros LCAl LCSl LMCl IMl ECh 1

Enfermedades no relacionadas

contra U4 medida Qor ELISA

Enferm N + %

LCA 23 e 35

LCS 11 4 36

LMC 45 38 84

IM 5 3 60

ECh 45 e 18

ENR 28 2 7

N: Número total de sueros

+2Sueros positivos; %: Porcentaje de sueros positivos
liNR: Enfermedades no relacionadas
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Fig. 25 Reactividad anti-U4 de los sueros de pacientes con LCA, LCS, LMC, lM y ECh. La
reactivide anti-U4 se midió por ELISA empleando la proteina de fusión GST-U4 como antígeno.
Los valores presentados para cada suero corresponden a una dilución 11400 y se expresaron como
la diferencia entre las DO obtenidas con la proteína de Fusión y los obtenidas con la proteina
"carrier" (GST). La reactividad de cada suero se determinó en 2 experiencias independientes y los
valores se proniediaron.
Abs.Rel. = absorbancia relativa, se define como d, según D0: i + d DS.
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Tabla 4

Evaluación de niveles de anticuerpos anti-U4 en

pacientes IM

Pacientes con lnfecclón mixta, IM(N=5)

Suero Proc. DO d

SR B 0.94 35,8 ++++ X = 0'044

HA B 0.06 0,6 - DS = 0.025
CUT OFF = 0,119

LCH B 1,08 41,4 ++++

CB B 0,07 1,0 ­

FR B 1,59 61,8 ++++

Proc: Procedencia (B: Bolivia)
DO: Densidad óptica
d: se define según, DO= x + d DS.
DS: Desviación stándard obtenida para el grupo de los
sueros normales.

La Tabla 5 resume Ia tabla del Apéndice y Ia Fig. 25 expresando Ia reactividad de los

distintos grupos con un sistema de cruces (reacción débil +; reacción muy intensa

++++).

En el grupo de LCA y LCS. uno de los 44 sueros analizados reacciona con U4

intensamente (++++). 11 sueros reaccionan débilmente (+ y ++) y 22 sueros no

reaccionaron. En el grupo LMC, 35 de los 45 analizados reaccionaron intensamente

con U4 (+++ y ++++), mientras que 3 reaccionaron débilmente (+ y ++) y 7 no

reaccionaron. En el grupo IM,3 de los 5 sueros analizados reaccionaron intensamente

con U4 (++++) y los 2 restantes no reaccionaron.
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Tabla 5.

Reactividad de diferentes sueros humanos contra U4medida por ELISA

Enfermedad N - + ++ +++ ++++

Leishmaniasis cutánea andina (LCA) 23 15 7 1 0 0

Leishmaniasis cutánea selvática (LCS) 11 7 2 1 0 1

Leishmaniasis mucocutánea (LMC) 45 7 1 2 3 32

Infección mixta (IM) 5 2 0 0 0 3

Enfermedad de Chagascrónica(Ech) l45 37 8 o o o

Enfermedades no relacionadas 28 26 2 0 0 0

N: número total de sueros en cada grupo. (-): DO< x + 3DS; (+): x + 3DSS x + 9DS; (H): x +
9DSS DO < x + lSDS; (+l-+): x + lSDSS DO < x + 2|DS; (H++): x + 2|DSS DO.

4.3.5.2) Ensayo de Placa de Lisis (EPL)

Este ensayo permitió comparar la reactividad de U4 con respecto a la de Lbb1 y RA1

(Fig. 26). Además. se incluyeron los recombinantes JL7 (diagnóstico de Enfermedad

crónica de Chagas), JL5 (marcador de cardiopatía chagásica). Tc C-PO (proteína

ribosomal P0 de T. cruzr) y extractos proteicos de T. cmzi y L.(v.) braziliensis. En este

ensayo también se evaluó la reactividad de otras proteínas recombinantes de

Leishmania spp, los resultados correspondientes a estas proteínas se discuten más

adelante.

A diferencia del ELISA, sólo se analizaron 13 sueros LCA. Dos de estos sueros. 919 y

961, reaccionaron débilmente con U4 (Fig. 268, 1 y 3). El suero 961 lo hizo también

con Lbb1 (Fig. 268. 3). Los restantes 11 sueros no reconocieron ni U4. ni Lbb1, ni otro

recombinante (Fig. 268, 2).
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Es importante notar que los sueros 927, 937, 958, 965 y 1115 que reaccionaron

NEGATIVAMENTEen EPL fueron positivos débiles (+) por ELISA (ver más arriba y

Tabla 3).

También se analizaron 12 sueros LCS (el suero 635 se agotó y no se evaluó por

ELISA). Cinco sueros (271, 343, 639, 903 y 956) fueron positivos débiles con U4 (Fig.

26C, 1, 2 y 3). Además, 343 y 956 reaccionaron con Lbb1 y RA1.

La comparación con los resultados de ELISAconfirma la positividad de los sueros 903

(+) y 956 (++++) e identifica como positivos los sueros 980 (+) y 1129 (++) que son

negativos por EPL. Tomando en conjunto estos resultados, resulta que de los 11

sueros ensayados en ELISAy EPL 7 son positivos. Sin embargo, 2 son positivos sólo

por ELISA y 3 son positivos sólo por EPL. Si consideramos como positividad un sólo

ensayo positivo (cualquiera de ellos) pasamos a tener un porcentaje de detección de

64%, superior al 36% por ELISA y 42% por EPL.

Los sueros LMC (N=45) se probaron diluidos 12500. Cuarenta sueros reaccionaron

intensamente con U4 y Lbb1 (89%) (Fig. 260, 1, 2 y 3). Sin embargo, por ELISA sólo

detectamos un 84% de positividad. Se repite el fenómeno observado en LCS. En

efecto. los 7 sueros negativos por ELISA son el 512, 652, 979, 1130, 1178, AI y CO:

de éstos soi 512, 979, 1178 y AL son negativos por EPL. Si bien 652 y 1130

presentan leve positividad por EPL, el suero CO presenta una reacción más intensa

(++),

Es notable también que un suero (L2) negativo en EPL reacciona fuertemente (++++)

por ELISA. De los 40 sueros positivos, 29 reaccionaron con RA1 (64%).

En el gmpo IM analizamos 6 casos, 5 sueros reaccionaron intensamente con U4 y

Lbb1 (Fig. 26E; 1, 3, 4, 5 y 6); 4 sueros también reaccionaron con RA1 (Fig. 26E; 1, 3,

4 y 6) y sólo 2 sueros reaccionaron con JL5 y JL7 (Fig. 26E; 2 y 3). En este grupo de

pacientes los resultados de ELISAy EPL coinciden salvo en el caso del suero CB que

es negativo por ELISAy dudoso para JL7 por EPL (Fig. 26E, 4).

Ningún suero chagásico reaccionó con los recombinantes U4 y Lbb1 (Fig. 26F; 1, 2 y

3). Sólo el 38% reaccionó con RA1, 66% reaccionó con JL5 y 94% reaccionó con JL7.

Ninguno de los sueros de pacientes con enfermedades no relacionadas o individuos

normales, ninguno reaccionó con los recombinantes probados.

En la Tabla 6 se resumen los datos obtenidos por este ensayo para los diferentes

grupos de sueros.
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Fig. 26. Rcactividad de los sueros LCA, LCS, LMC, IM y ECh por EPL.
A) Esquerna de la ubicación de los fagos recombinantes
B) Reactividad de los sueros LCA: 919 (l), 927 (2) y 961 (3) a dilución l:l00.
C) Reactividad de los sueros LCS: 639 (l), 94l (2) y 956 (3) a dilución lleO.
D) Rcactividad delos sueros LMC: 143 (l), 93! (2) y 145 (3) a dilución ¡2500.
E) Reactividad de los sueros lM: SR (l), HA (2), LCH (3), CB (4), FR (5), LSH (6) a dilución

¡2500.

F) Reactividad de los sueros ECh: MS (l), MQ (2) y NE (3) a dilución 12500.
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Tabla 6.

Prevalencia de sueros humanos gue reconocen los antígenos

recombinantes U4l Lbb1l RA1IJL5 y JL7 por EPL.

U4 Lbb1 RA1 JL5 JL7

Grupos de sueros + % + % + % + °/o + %

LCA (N=13) 2 15 1 8 0 0 0 0 0 0

LCS (N=12) 5 42 2 17 2 17 0 0 0 0

LMC (N=45) 42 93 41 91 29 64 0 0 0 0

IM (N=6) 5 83 5 83 3 50 3 67 4 67

ECh (N=50) 0 0 0 0 19 38 33 66 47 '94

Otras enferm. (N=48) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ind. sanos (N=40) 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0

N = Número total de sueros analizados, + = Número de sueros positivos, % = Porcentaje de sueros
positivos

A partir de los resultados obtenidos por EPL (Tabla 6), se determinó el valor

diagnóstico de los recombinantes empleados para LMC.ECh e IM(Tabla 7).

Para correlacionar la presencia de anticuerpos anti-U4. anti-Lbb1 y anti-RA1 con

Leishmaniasis mucocutánea y doble infectados como un único grupo. De Ia misma

manera. la correlación entre Enfermedad de Chagas crónica y la existencia de

anticuerpos anti-JL5, JL7 y RA1 se determinó considerando a los pacientes con

Enfermedad de Chagas y doble infectados en conjunto.

El análisis estadístico de los datos reveló que los recombinantes U4 y Lbb1 presentan

una alta sensibilidad (92 y 90%, respectivamente) y especificidad (100% para ambos)

para el diagnóstico de LMC. Efectivamente, el Índice Kappa calculados para estos

antígenos fueron muy altos: 0,95 (U4) y 0,92 (Lbb1).
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Por el contrario, RA1 derivado de la HSP70 de T. cruzí fue reconocido sólo por el 64%

ed los sueros LMC, 38% de los sueros ECh y 50% de los sueros IM. resultando en

Indices Kappa de 0.55 para LMCy 0,32 para ECh.

Como era de esperar (Luquetti 1990; Moncayo y Luquetti, 1990 y Levin et al. 1991) el

antígeno recombinante JL7 de T. cruzí presentó muy alta sensibilidad (91%) y

especificidad (100%) para el diagnóstico de Ia Enfermedad de Chagas. dando un

índice Kappa de 0,93. La reactividad anti-JL5, a pesar de ser menos sensible (64%)

resultó altamente específica (100%) para esta enfermedad (indice Kappa=0,70).

Tabla 7.

Valor diagnóstico (indice Kappa) de los antígenos recombinantes U4l

Lbb1l RA1lJL5 y JL7 para Leishmaniasis mucocutánea y Enfermedad de

Chagas crónica.

LMC ECh

U4 Lbb1 RA1 JL5 JL7 RA1

Total positivos (C) 47 46 51 36 51 51

Total negativos (D) 142 143 138 153 143 138

Verdaderos positivos (a) 47 46 32 36 51 22

Verdaderos negativos (b) 138 138 119 133 138 104

Sensibilidad 0.92 0.90 0,63 0,64 0.91 0,39

Especificidad 1,00 1,00 0,86 1,00 1,00 0,78

Concord. Observada (P0) 0,98 0,97 0,80 0,89 0,97 0.66

Indice Kappa (K) 0.95 0,92 0,55 0,70 0,93 0.32

La sensibilidad. especificidad, concordancia e lndice kappa se calcularon según se

describe en Materiales y Métodos. Los índices Kappa se consideraron excelentes entre

0,8 y 1,0; buenos entre 0,61 y 0,8; débiles entre 0.41 y 0,6 y malos si son menores que

0.4.
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4.3.5.3) Western blot

EIanálisis por Western blot (Fig. 27) se usó básicamente para completar la información

sobre la reactividad de los sueros IM. Los sueros de pacientes con LCA (Fig. 27A,

sueros 961 y 965) y LCS (Fig. 278, suero 980) reaccionaron muy débilmente con U4 y

Lbb1 pero no con JL7. El suero 956 (Fig. 27B) reaccionó intensamente con U4 y Lbb1.

Todos los sueros de pacientes con LMC reaccionaron intensamente con los

recombinantes U4 y Lbb1 (Fig. 27C, sueros 143 y 931), confirmando la presencia de

altos niveles de anticuerpos anti-HSP70. Llama la atención la débil reacción cruzada

con JL7 de algunos sueros LMC(Fig. 27C, suero 143).

De los cinco sueros IM. 3 (SR. LSH y LCH) reaccionaron con U4/Lbb1 (Fig. 27D),

mientras que de los dos restantes. reaccionaron intensamente (HA)y débilmente (CB)

con JL7 (Fig. 27D).

Los sueros chagásicos reaccionaron con JL7 y no Io hicieron con U4 y Lbb1 (Fig. 27E,

suero 48), salvo aquellos que por ELISA mostraron una ligera reacción positiva (Fig.

27E, sueros MS y 79).

Ningún suero normal (Fig. 27F, sueros NA y NJ) y de enfermedades no relacionadas

reaccionaron con U4, Lbb1 y JL7.
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Fig. 27 Reactividad de los sueros LCA, LCS, LMC, IM, ECh y normales con las proteínas
recombinantes U4, Lbbl y JL7 por Western blot.
Las proteínas recombinantes la proteína GST (calle l), JL7 (calle 2), Lbbl (calle 3) y U4 (calle 4)
fueron corridas en un gel ¡0% SDS-PAGE y electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa. Las
tiras conteniendo los recombinautes fueron incubadas con los sueros a una dilución (¡:500) y
reveladas.

A) Reactividad de los sueros LCA: 96l y 965
C) Reactividad de los sueros LMC: ¡43 y 93]
D) Reactividad de los sueros IM: LSH, (‘B y LCH
E) Reacti'vidad de los sueros ECh: 48.
F) Reactividad de los sueros nonnales.
Las proteínas rccombinantes U4 (calle l), Lbbl (calle 2), JL7 (calle 3) y la proteína GST (caiie 4):
B) Reactividad de los sueros LCS: 956 y 980
D) Reactividad de los sueros IM: SR y HA
E) Reactividad de los sueros ECh: MS y 79
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Para completar la reactividad de los sueros IM,se realizó un ensayo de ELISA usando

como antígeno la proteína recombinante JL7. En este ensayo se usaron todos los

sueros IM,algunos sueros chagásicos y unos pocos sueros LMC(Tabla 8).

Observamos que de los 5 sueros IM,sólo un suero (HA)reacciona con el recombinante

JL7 con una densidad óptica de 0,25 (línea de corte: 0,095). De los dos sueros con

LMC analizados, uno (143) reacciona con JL7 con una DO de 0,10; mientras que el

otro suero (931) no reacciona con JL7. Todos los sueros chagásicos analizados (MS,

48 y 79) reaccionan fuertemente con JL7, con valores de DO entre 0,55-0,79.

Tabla 8.

Reactividad de diferentes sueros humanos

contra JL7 determinada por ELISA.

Suero Grupo DO d

SR '1,5 ' X___
HA IM 0,25 18,5 +++ SD = 0.010

CUT OFF = 0,095
LCH IM 0,06 -0,5 ­

CB IM 0,08 1,5 ­

LSH IM 0,04 -2,5 ­

143 LMC 0,10 3,5 +

931 LMC 0,00 -6,5 ­

MS ECh 0,75 68,5 ++++

48 ECh 0.55 48,5 ++++

79 ECh 0,79 72,5 ++++

Grupo: lM, infección mixta L.(V.) braziliensis-T. cruzi; LMC, leishmaniasis mucocutánea: ECh.
enfermedad de Chagas crónica. DO: Densidad óptica; x: DO media obtenida nara el grupo de
sueros normales (N=5). DS: Desviación Standard obtenida para el grupo de sueros normales
(N=5). Cut ofl‘: Línea de corte definida como x + 3DS; d se define según: DO= x + dDS. (-): DO<
x + 3DS; (+): x + 3DSS x + 9DS; (H): x + 9DSS DO < x + ISDS; (44+): x + ISDSS DO < x +
2| DS; (444+): x + 2|DSS DO.
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Estos resultados correlacionan con los resultados de Western blot donde hallamos

una ligera reacción cruzada de algunos sueros chagásicos con U4 y de algunos

sueros LMC con JL7 (Fig. 27).

4.3.5.4) Análisis por PCR

Para completar la caracterización de los sueros IM se realizaron amplificaciones por

PCR de minicírculos de los 2 parásitos sobre ADN extraído de alicuotas de suero (Fig.

28).

A B

l-‘ig.28 PCR de sueros de pacientes IM.

A) PCR de los sueros IM con primers de T. cruzi.
B) PCR de los sueros IM con primers de L.(V.) braziliensis.
Sueros IM: HA (calle l). CB (calle 2), SR (calle 3) y LCH (calle 4).

En la Tabla 9 se comparan los ensayos usados (ELISA, EPL y Western blot) para

evaluar las respuesta humoral en pacientes con Leishmaniasis y Ia Enfermedad de

Chagas contra los antígenos U4 y JL7 y se incluye el resultado de las amplificaciones.

Lo más notorio es la amplificación de ADN de T. cruzi en sueros con nulo o bajo nivel

de anticuerpos contra el reactivo diagnóstico específico, en este caso JL7 (Fig. 28 A y

B y Tabla 9).
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Los resultados de PCR confirman Ia caracterización clínica de estos gacientes en los

gue se encuentran síntomas de ambas infecciones.

Tabla 9.

Pacientes IM:

Comgaración de los 3 ensayos usados gara evaluar la

respuesta humoral contra U4 y JL7 con la reacción PCR sobre

sueros

ELISA EPL Western blot PCR

U4 JL7 U4 JL7 U4 JL7 L.b.b T.c

SR ++++ - ++++ — ++++ — + +

HA — +++ - ++ - ++ ­

LCH ++++ ++ +/- ++++ - +

CB - + - - + - +

LSH NR - NR ++ - NR NR

FR ++++ NR ++ NR NR NR NR

L.b.b: L.(V_)hruzilíensis ; T.c: T. cruzi



4.4) Proteínas ribosomales de tipo P2 de L.(V.)peruviana y L. (V.)braziliensis

Trabajos previos de nuestro laboratorio han identificado y caracterizado el sistema de

proteínas ribosomales P de T. cmzi (Levin y co|._ 1993). Más aún, Levitus y col.. 1991

informaron la falta de reactividad de sueros de pacientes con Leishmaniasis visceral

contra el epítope inmunodominante de las proteinas ribosomales de tipo P2. sugiriendo

que Ia respuesta humoral desarrollada por pacientes con Leishmaniasis visceral era

diferente a la descripta para infecciones con T. cruzi. Sin embargo, evidencias surgidas

del estudio de infecciones animales (Soto y co|., 1993a, 1993b. 1995a y 1995b)

indicaban que las proteínas ribosomales P de Leishmania sp. podrían ser antigénicas

en la infección humana, por Io que se decidió clonar las proteínas ribosomales P de

L.(v.) peruviana y L.(v.) braziliensis. Su aislamiento se intentó por rastreo inmunológico

y con sondas radioactivas sobre bibliotecas de expresión en lgt11 de L.(V.)pemviana

y L.(V.) braziliensis.

4.4.1) Clonado de las proteinas ribosomales P2a y P20 de L. (V.)peruviana y de la

proteína P20 de L. (V.)brazilfensfs

Los primeros ensayos para aislar fagos recombinantes conteniendo ADNc de las

proteinas ribosomales P de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis mediante rastreo

inmunológico con una mezcla de sueros de pacientes con LCA, LCS y LMC fueron

negativos. Por lo que decidimos realizar el rastreo de ambas bibliotecas de expresión

con sondas radioactivas correspondientes a las proteínas ribosomales de tipo P2a y

P20 de L.(L.) ¡nfanfum

4.4.1.1) Proteína ribosomal P20.de L.(V.)peruviana

Se rastrearon 100,000 ufp de la biblioteca de expresión de L.(V.) peruviana con las

sondas mencionadas. Luego de sucesivos rastreos se aisló un fago recombinante con

cada sonda. Ambos insertos fueron subclonados en el vector M13mp18 para su

secuenciación. El recombinante P20. de L.(V.)pemviana (prP2a) contiene un inserto

de 900 pb, de los que se secuenció 715 pb (Fig. 29).
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Dicho recombinante presenta un marco de lectura abierto de 327 pb que codifican 108

aminoácidos. faltándole sólo los 3 pn'meros aminoácidos N-terminales para la

secuencia codificante completa (Fig. 29). La región 3' no codificante comprende 573 pb

incluyendo la cola de pon-A. No se completó la secuencia de la región 3' no

codificante.

RecombinanteprPZa de L.(V.)peruviana

Región codificante Región 3’ no codificanteil _Il
370 pb 345 pb

900 pb

Fig 2° Estrategia de secuenciación del recombinante prPZa de l,. (V.) peruviana

Las áreas claras corresponden a la secuencia del adaptor usado en el clonado. El área punteada
clara corresponde a la región codificante. El área negra corresponde a la región 1‘ nn codificante."
El área gris corresponde a la cola de pon-A. Las flechas indican la región secuenciada y la flecha
de dos cabezas indican el tamaño de las regiones codificante y 3’ no codificante. respectivamente.
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En la Fig. 30 se muestra la secuencia obtenida y en la Fig. 31 la comparación de

aminoácidos de las proteínas P20. de L.(V.) peruviana (prP2a). de L.(L.) infanium

(LiP'). de T. cruzi (TcP2a) y Ia P2 humana (Hs). El recombinante prP2a presenta la

más alta homologia con Ia proteína P2a de L.(L.) infantum, 95% (89% de identidad y

6% de cambios conservativos); con la de T. cruzi, 87% (74% de identidad y 13% de

cambios conservativos) y con la humana, 65% (44% de identidad y 21% de cambios

conservativos). Del análisis de Ia secuencia del recombinante prP2u se deduce

además que el inserto entra en fase con la p-galactosidasa de Agt11, debiendo por Io

tanto expresar una proteina de fusión p-galactosidasa-prPZa. Esto permite el

subclonado directo del ADNcprP20. en el vector de expresión pGEXMT.
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Fig. 30 Secuencia nuclcotídica _\'dc aminoácidos del rccombinanlc Ll)pP2a dc l,.(l'.) peruvunm
La sccucncia del adaptador usado cn cl clonado está subrayado.
H regiónlu)sccucnciada.
* axbn(ktcnnmadóu



pr KYLAAYALASLSK-ASPSQADVEAILiMST.............­
Tc..M...........N.-PT.GR
Hs MR.V.S.L..A.GGNS...AK.IKK

prCKAVHIDVEKDTLSFVMESVAGRDMAAL
Li ........DQA .A. T V T
Tc ...CG.E S A... .I. SV T
Hs LDS.G.EADD R.‘NK ISELN KNIEDV

pr MAEGAAKMSAMPAAGSGAAAGVTAS--­

Li
Tc V VAVSAA - D- AAPl
Hs I Q IG LASV .G.AV VSAAPG --­

pr--AAGAAAPVAAAA--KKEEP---EEEA
Li --...D A. -- D --­
Tc AA.G A. D -- ----- E
Hs --..P..GSAP EE D KKEES S

pr DDDMGFGLFD
Li

Tc

Hs

Fig. 3| Comparación de las secuencias aminoacídicas de las proteínas ribosomales P2a de L.(V.)
¡n'rm'irma (pr). L.(L.) ínfanlum (Li), T. cruzi (Tc) y humana (Hs). Los puntos indican
aminoácidos idénticos. Los guiones se introdujeron para permitir un mejor alineamiento de las
secuencias.
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4.4.1.2) Proteína ribosomal P20 de L.(V.)peruviana

Con el ADNc del gen de la proteina ribosomal P20 de L.(L.) infantum se aisló el ADNc

de Ia proteína ribosomal P23 de L.(V.) peruv/ana. El esquema de secuenciación se

detalla en Ia Fig. 32.

Recombinante prPZB de L.(V.)peruviana

Región codificante Región 3’ no codificante

32] pl)

I’ig 32 Estrategia de secuenciación del rccombinanle prPZB dc L.(V.) peruvmna

Las areas claras corresponden a la secuencia del adapter usado en el clonado. El area punteada
clara corresponde a la región codificante. El área negra corresponde a la region 3' no codificanle
[Elarea gris corresponde a Ia cola dc poly-A. Las flechas indican la región secuenciada _\'la flecha
de dos cabezas indican el lamaño dc las regiones codificanle _\'3‘ no codificanle respectivamente
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En la Fig. 33 se muestra la secuencia nucleotídica y de aminoácidos del recombinante

prPZB. Este recombinante consta de un ADNcde 341 pb. presentando un marco de

lectura abierto de 144 pb que codifican los 47 últimos aminoácidos C-terminales de Ia

proteína ribosomal de tipo P20 de L.(V.)peruvíana. Las restantes 197 pb corresponden

a Ia región 3' no codificante.

GAATTCGAGGATCCGGGTACCATGG C TCA AAG CTG GTG GGG TCT GGC TCT

S K L V G S G S

GCC GCT CCG GCT GCC GCT GCC TCC ACT GCC GGC ACC GGC GTC GCC

A A P A A A A S T A G T G V A

GCG GTG GCC GAT GCG AAG AAG GAG GCG TCG GAG GAG GAG GCC GAC

A V A D A K K E A S E E E A D

GAT GAC ATG GGC TTC GGC CTG TTC GAC TAB GCGTTACACTGGCTAGGCCG
D D M G F G L F D *

TCGCALULLLLlULL 1U1LnGGTGTCTGTTCTTGTTGTAGCCGTCTGTCGTAT

CCTTGTTTCTTCGGTATGGAGGATTTTTCATTTCAAAAAAAAAAAA CCATGGTACCCGG

ATCCTCGAATTC

Fig. 33 Sccucncia nuclcolidica _\'dc aminoácidos dcl recombinante l..pr2[3 dc L.(i'.) pcmwana
La secuencia dcl adaptador usado cn cl clonado está subrayado. * codón dc terminación.

AIanalizar la secuencia de nucleótidos de este recombinante observamos que no entra

en fase con la B-galactosidasa del vector lgt11. Por lo tanto, no se subclonó en

pGEX1AT.

En la Fig. 34 se muestra la comparación de aminoácidos de esta proteína P28 con

L.(L.) infantum (LiP), T. cruzi (TcP2l3), T. brucei (TbPZB) y humana (Hs). La

comparación con la de L.(L.) infantum muestra una homología de 90% (81% de

identidad y 9% de cambios conservativos), con la de T. cruzí muestra un 86% (78% de

identidad y 8% de cambios conservativos), con la de T. brucei muestra un 78% (66%

de identidad y 12% de cambios conservativos) y con Ia humana un 73% (59% de

identidad y 14% de cambios conservativos).



Li MQYLAAYALVALSG-KTPSKA VQAVLK
Tc K G - SA E
Tb K IS. - . E .
Hs R V S L A G NSS AK IKKI D

L1 AAGVAVDASRVDAVFQEVEGKSFDALVA
Tc .P P ..L.A.FA DE TVCT
Tb . .P. S EELLS . D . C
Hs SV IEA DD LNK IS LN NIEDVI.

pr SKLVGSG---S-AAP-AAAAST-AG
LJ. EGRT .—--.- -.G V ­Tc .K -G.VTR---- -N..--.- S
Tb .KA -G.VTAGG SG.. AHA A
Hs Q.IG ASVPAGGAV VSA PGSAAP A

prT-GVAAV---- ADAKKEAS-EEEADDDLi A- AG .----- E ..EPE.
Tc APTA AASSGA.AP--A AA. ETb ASAP A----A. ------ D
Hs GSAP AEEKK-DE- E--S S

MU'OF­

Fig. 34 Comparación dc las sccucncias aminoacídicas dc las proteínas ribosomalcs PZB dc L.(I'Ï)
¡wrmrmna (pr). l.. (1,.) iii/¿mlmn (Li). 7'. crnzi (Tc). 'l'. hrucci (Tb) y humana (Hs). Los puntos
indican aminoácidos idénticos. Los guiones sc introdujeron para pcnnitir un mejor alineamiento dc
las secuencias.

4.4.1.3) Proteina ribosomal P20 de L.(V.)braziliensis: Una proteína ribosomal que

rompe un dogma

AI rastrear la biblioteca de expresión de L.(V.) brazilíensis con la sonda P2a de L.(L.)

¡nfantum se obtuvo un fago recombinante (LbbPZB).El esquema de secuenciación se

presenta en la Fig. 35.
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Recombinante LbbPZB de L.( V.)braziliensis

Región codificante Región 3’ no codificante

335 pl)

750 pb

Fig. 35 Estrategia de secuenciación del recombinante LbbPZB de L.(V.) brazi/iemis

Las áreas claras corresponden a la secuencia del adaptor usado en el clonado. El área punteada
clara corresponde a la región codificante. El área negra corresponde a la región 3' no codificante.
El área gris corresponde a la cola de poly-A. Las flechas indican la región secuenciada y la flecha
de dos cabezas indican el tamaño de las regiones codificante y 3‘ no codificante respectivamente.

En Ia Fig. 36 observamos su secuencia nucleotídica y de aminoácidos del clon

LbbP2p. El recombinante tiene un inserto de 750 pb, con un marco de lectura abierto

de 264 pb que codifica los 87 aminoácidos C-terminales. Los restantes 486 pb.

corresponden a ia región 3’ no codificante, incluyendo la cola de pon-A. De la

secuencia nucleotídica se deduce que este recombinante entra en fase con la B­

galactosidasa. Por Io tanto, se subc|onó en el vector de expresión pGEX1lT.
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GAATTCGAGGATCCGGGTACCATGG TG CCC ACC TCG GCC GAG AAC ATC GCC

P T S A E N I A

GCG GCA GTG AAG GCT GCC GGC GTG AGT GTA CGC CCC ACC ATG CCC
A A V K A A G V S V R P T M P

ATC ATC TTT GCC CGC TTC CTG GAG AAG AAG TCT GTG GAG GCG CTG
I I F A R F L E K K S V E A L

ATG GCA GCG GCT GCC ACG CAA GCC CCG ACG GCC ACG TCT GCC GCG

M A A A A T Q A P T A T S A A

GCG GCG CCA GCT GCC GGG GAA GCG AGC GGC AAG GCG GAG GAG AAG

A A P A A G E A S G R A E E K

AAG AAG GAG GAG CCC GAG GAG GAG GGC GAT GAC GAC ATG GGC TTC

K K E E P E E E G D D D M G F

GGT CTG TTC GAC TAA AGCGTCCCGCACAGAGGCTCACACACGCAGGCGCATCGTT

GTCT...("). . . . . . . CCATGGTACCCGGATCCTCGAATTC

Fig. 36 Secuencia nucleotidica y de aminoácidos del recombinante LbbPZB dc L.(V.) hrflZÍÍÍÜHXIS
La secuencia del adaptador usado cn el clonado está subrayado.
il región no secuenciada.
‘ codón de terminación.

Cuando se comparan las secuencias de aminoácidos del recombinante LbbPZB con

prP2B se observa sólo 72% de homología (52% de identidad y 20% de cambios

conservativos). Con ia de L.(L.) ¡nfantum la homología es de 69% (49% de identidad y

20% de cambios conservativos). Con la T. cruzi Ia homología es de 53% (31% de

identidad y 22% de cambios conservativos). Con la de T. brucei la homología es de

58% (38% de identidad y 20% de cambios conservativos). Con la P2 humana Ia

homología es de 64% (35% de identidad y 29% de cambios conservativos) (Fig. 37).
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Lbb PT-SAENIAAR--V-RA-A-GVSVR
Li MQYLAAYALVAL G- - - - --KTPS DVQA -LK
TC MKYLAAYALVG .G - - - - --GTPS SAVEA -LK
Tb MKYLAAYALIS G- - - - -- TPS DVEA -LK
Hs MRYVASYLLAAGG- ----SSPSAKDIKKI-LD

LbbPTM-PII-FARF--L--E--K-KSV-----E--A
Li A-AGVAVDAS.VDAVFQ.VE-G.SFDALVR.GRT
pr S
Tc A-AGVPVDPS.VDA.FA.FA-G.DEDALVA.GRT
Tb A-AG DSS VE L VE-G DFDTV T GKS
Hs S-VGIEADDD LNKVI N-G NIEDVIAQGIG

Lbb- M-AAA-ATQA-PTA---TSAAA PA GEA--S
Lpr VGSG-- S- A -.AAAST- G -G A-.V-­
Li K VGSG---S- A.-.GAVST- G -G. -.V-­
Tc K V-GGVTR---- -NAA--T- S .T.A-.AA
Tb K V-GGVTAG A SGAAA H. S PA-.A-­
Hs K ASVP.GGAV. 8A.PGSAAP GS PA-.AEE

LbbGKAEE --KKKEEP--EEEGDDDMGFGLFD
pr——--—ADA- -As- .A
Li -----AEA- .P-E .A
Tc SG --AAP---AAA-A .E
Tb -- --ADA - - - - - - -- .D
HB K ---DE - ---S .8

Fig. 37 Comparación de las secuencias de aminoácidos de las proteínas ribosomales PZD de l..(V.)
brazil/crisis" (Lbb) con las de I..(V.) peniviana (pr), L.(1,.) infanlum (Li), 'I'. cnizi (Tc), 'I'.
bruce: (Tb) y la humana (Hs). Los puntos indican aminoácidos idénticos. Los guiones se
introdujeron para permitir un mejor alineamiento de las secuencias.

Este recombinante posee el dominio C-terminal tipico de las proteinas ribosomales P

de Leishmania sp.. pero con cambios importantes y llamativos. La comparación de la

Fig. 37 revela que es una proteína ribosomal ácida atípica.
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Las características distintivas son:

a) Mientras las proteínas ribosomales ácidas de Leishmania sp contienen a 11

aminoácidos del extremo C-terminal una Ala (A), en el recombinante LbbP2p se

encuentra un residuo de Gly (G), hecho inusual si se tiene en cuenta la

conservación de esta posición entre T. cruzí y T. bruceí y entre especies tan

distantes evolutivamente como levadura, humano y rata.

b) Presenta motivos que no se encuentran en ninguna de las proteínas ribosomales P

descnptas hasta la fecha.

4.4.2) Antigenicidad de las proteinas ribosomales P20. de L.(V.)peruvíana y PZB

de L. (V.)brazllíensls

El análisis de la respuesta humoral de los sueros de pacientes con las distintas formas

clinicas de Leishmaniasis determinada por EPL (ver 5.7.2), además de incluir los

recombinantes correspondientes a las hsp70 tanto de T. cruzi (RA1), L.(V.)peruvíana

(U4) y L.(V.)braziliensis (Lbb1), también incluían los recombinantes prP2a y LbbPZB.

Los resultados del ensayo demostraron que 4 de los 45 sueros (9%) LMCanalizados

reaccionan claramente con los recombinantes prP2a y LbbP2l3 (otros 10 sueros

presentan reacciones dudosas que fueron inicialmente interpretadas como negativas;

este resultado se encuentra actualmente en proceso de reconsideración). En la Figs.

38 y 39 se muestran las reacciones típicas de los sueros mencionados con los

diferentes recombinantes P por EPL.
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*—_._ e.__.._._fi_- N7,. "7...7.
A

RA1 Lbbi U4

WT JLT LTc LL

JL52 JLU LbP LpP

B 1 2 3

.. d. i l
¿"l

C 11 ¡2 3

. ¡I
‘ o l H ,

.sïq I

D 1 2 3

I

Q n o Í

I I n . .

Fig. 38 Reactividad de los sueros LMC y ECh con los recombinantes prPZa, LbbPZD, JLS, Tc
C-PO, JL7, RA 1, U4 y Lbbl por EPL.

A) Diagrama de la ubicación de los fagos recombinantes.
B) Reactividad de los sueros LMC: 147, 93] y QI
C) Reactividad de los sueros LMC: ¡65, 625 y RD.
D) Reactividad de los sueros ECh: P6, VC y ZA.
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A

RA1 Lbb1 U4

WT JL7 LTc LL

JL52 JL5 LbP LpP

B 1 2 3!
l

C 1 2 3

J

!

D 1 2

Fig. 3° Reactividad de los sueros LMC, IM, con Lepra, Malaria, TBC, LES normal por EPL.

A) Diagrama de la ubicación de los fagos recombinantes.
B) suero LMC, ¡47(1), suero IM, FR (2) y suero LMC, RD (3).
C) sueros de enfermedades no relacionadas: suero de paciente con Lepra, LE 56 (l), Malaria, MA

IZ (2) y Tuberculosis, TBC ¡72 (3).
D) Rcactividad de uu suero nonual 32 (l) y con LES (2).
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Los sueros de LMCtambién reconocen la proteína P0 de T. cruzi como se demuestra

en EPL usando antígeno la proteína Tc C-PO. hecho que identifica otro antígeno

compartido, la proteína P0 de Leishmania spp. (ver Fig. Tabla 10 y Apéndice).

Tabla 10.

Prevalencia de sueros humanos gue reconocen los

antígenos recombinantes ngPza, LbbPZQlJL5 y JL52.

LpP LbP JL5 Tc C-PO

LCA(N=13) 0 0 0 0 0 0 1 7.7

LCS(N=12) 0 0 0 0 0 0 O 0

LMC(N=45) 3 6,7 2 4,5 0 0 15 33

IM (N=6) 1 17 0 0 2 33 2 33

LpP:prPZrI
th': l.hl)P2B

Como ya indicarnos, el análisis de la secuencia nucleotídíca nos permitió observar que

de los 3 recombinantes de las proteínas ribosomales de tipo P2 de Leishmania sp. sólo

2. prP2a y LbbPZB,podían ser subclonados directamente en pGEX1lT.

La Fig. 40 muestra los plásmidos recombinantes obtenidos luego del subclonado.



Kpb

23’0 _ Fig. 40. Subclonado de los

g 4 ADNc de prPZu y LbbPZBen
’ _ pGEXIXT.

6,5_
4 4 Se prepararon plásniidos a

’ "— partir de los subclones
recombinantes. Para verificar In

presencia del inserto se digirio
2,3 _ con Eco RI y los fragmentos se
2,0 ——' resolvieron por electroforesis en

gel de agarosa (l%)_
Ml: l/Hind Ill; MZ: (13X­
l74/Hae lll; M3; I Kb laddcr;

calle l: prpPZd/Eco RI; calle
2: prbPZíB/Eco RI

Una vez subclonados ambos ADNc, se confirmó la expresión de ambas proteínas. Las

proteinas purificadas por cromatografía de afinidad con glutatión-agarosa fueron

analizadas por Western blot con un suero de un paciente con LMC (147) que tenía

altos títulos de anticuerpos contra las 2 proteínas ribosomales de tipo P2 de

Leishmanía sp (resultados no mostrados).

Con el objeto de confirmar los resultados observados en EPL, se realizó un ELISA

usando las proteínas recombinantes prP2r1 y TcP2[l como antígeno.

Se analizaron 3 sueros de pacientes con LMC que reaccionaban con las proteínas

ribosomales de tipo P2 de Leishmania spp (Fig. 41),
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.7

0.0.415nm

0.8 í

0,4 Á

0.2 ñ

i Í

0,0' "
N1 N2 N3 MS P20 147 931 939

Normales ECh LMC

Fig. 4] Reactividad de sueros LMC y ECh con las proteínas reoombinantes prPZa y TcPZB por
ELISA.

Se cubrieron placas de ELISA con las proteínas recombinantes prPZa y TcPZB y se evaluaron 3
sueros nonnales (NI, N2 y N3), dos sueros ECh (MS y P20) y tres sueros LMC (¡47, 93] y 939).
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Finalmente. se seleccionó el suero de un paciente con LMC(147) que presentaba aitos

titulos de anticuerpos contra las proteinas ribosomales de tipo P2 de Leishmania sp.

(prP2a y LbbPZB)para realizar experiencias de competición con péptidos sintéticos y

proteínas recombinantes de las proteinas ribosomales de tipo P2 de L.(V.)peruviana y

L.(V.) braziliensis. Los resultados de Ia experiencia de competición se muestran en la

Fig. 34 y 35, donde observamos que para ambas proteinas ribosomales de tipo P2 de

Leishmania sp. (recombinantes prP2a y LbbPZB). la reacción sólo se inhibe

incubando con la proteina recombinante entera. Sin embargo. esto no ocurre cuando

se compite con péptidos sintéticos correspondiente a los 13 últimos aminoácidos C­

terminales de las proteinas ribosomales de tipo P2 de T. cruzi (R-13) y de Leishmania

sp. (L-13), indicando que el epitope inmunodominante en Leishmaniasis no se localiza

en el extremo C-terminai de las proteinas ribosomales P2.
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Fig. 34 Competición de la reactividad anti-prPZa con el suero LMC, con las proteínas de Fusión
prPZa, LbbPZB, LiP2a, GST y los péptidos TMVP y L13 por ELISA.
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Fig. 35 Competición de la reactividad aliti-prPZB con el suero LMC, con las proteinas de Fusión
prPZu. LbbPZB,LiPZa, GST y los péptidos TMVP y Ll3 por ELISA.
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5.1) La respuesta humoral

Una primera evaluación de la repuesta humoral en pacientes infectados por

Leishmania sp. (Figs.1-4) demuestra que las Leishmaniasis más frecuentes en

territorio peruano puede clasificarse en dos grupos: El primer grupo (I) está formado

por las Leishmaniasis que presentan una respuesta humoral débil contra el parásito:

LCA y LCS. Estos enfermos se caracterizan por haber tenido un contacto

relativamente reciente con el parásito. El segundo grupo (Il) incluye sólo los

pacientes con LMC, pacientes todos ellos con un largo y en muchos casos

documentado contacto con el parásito. En ellos Ia respuesta humoral es muy

intensa y abarca la mayoría de los antígenos parasitarios (Fig. 1C).

El análisis de Western blot de ambos grupos revela que Io que los diferencia es la

intensidad de reconocimiento de las protelnas parasitarias, ya que en ambos casos

el espectro de proteínas que se reconoce es similar. Varla la intensidad. Así, la

mayor intensidad de la respuesta humoral se asocia con los síntomas más severos

de la enfermedad. esto es. con las formas metastásicas mucocutáneas (LMC).

Datos de otros autores coinciden con esta observación. En 1980, Anthony y col..

basándose en un estudio sobre la presencia de anticuerpos antiparásito en

pacientes con Leishmaniasis cutánea y Leishmaniasis mucocutánea, proponen que

la intensidad de la respuesta humoral está relacionada con la severidad de los

sintomas clinicos. Si bien existe un consenso generalizado sobre una respuesta

humoral más intensa en LMC.existen discrepancias en los niveles de anticuerpos

anti-Leishmania medidos. Mientras Carvalho y col. (1995) observan en experiencias

de ELISA absorbancias del orden de 0,1 con sueros LMCdiluidos 1:100. nosotros

determinamos por Western blot una intensa reacción antiparásito con diluciones

1:20.000 (Figs. 3 y 4). Esta intensidad de respuesta que se detectó en 2 sueros

LMC(143 y 145), no ha sido descripta previamente.

En LMCjunto con la respuesta humoral se registra una fuerte respuesta inmune

mediada por células (Walton y col._ 1972; Ridley y col.. 1980; Castes y col, 1984).
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5.2) Parásito y respuesta humoral

Uno de los temas más arduamente discutidos en los últimos años es el rol del agente

infeccioso en: a) la inducción y modulación de la respuesta inmunológica contra la

infección. y b) su participación en la génesis de las lesiones tisulares.

Mientras que una serie de investigadores presentan evidencias que demuestran que la

respuesta está dirigidadirectamente contra el agente infeccioso presente en el sitio de

la lesión (Walton y col., 1972; Anthony y co|., 1980; Ridley y co|., 1980; Mauel y Behin,

1987; Grimaldi Jr. y Tesh, 1993; Convit y col., 1993; Carvalho y col, 1995; Milon y col,

1995), otro grupo de investigadores insiste en la naturaleza autoinmune de las lesiones

y los cuadros clínicos característicos de las diversas infecciones (Galvao Castro y col..

1984; Argov y col._ 1989; Lamb y col., 1989).

En el marco de esta controversia es importante mencionar que el presente trabajo se

realizó con muestras de suero de pacientes Ieishmánicos 00n lesiones activas en las

que se detectó parásito (ver Materiales y Métodos). Esta observación en las lesiones

de LCS y LMC es clásica (Grimaldi y McMahon-Pratt, 1991). También el parásito se

detecta por PCR sobre ADN obtenido de biopsias de lesiones humanas (López y col..

1993). De modo que. en los casos que estudiamos, los niveles de anticuerpos contra el

parásito representan el reconocimiento del agente infeccioso por el sistema inmunitario

(agente presente en Ia lesión activa). Asl, en pacientes del grupo l (LCA Y LCS) el

parásito se encuentra en un entorno distinto al que se plantea para LMC(grupo ll). El

entorno en la primera infección se caracteriza por tener temperaturas más bajas y un

determinado tipo de macrófagos. diferentes a los de la lesión metastásica. Así, las

diferencias en la intensidad de respuesta inmune pueden deberse a un procesamiento

antigénico diferente en uno y otro caso.

La hipótesis autoinmune parece menos probable, por Io menos desde el punto de vista

humoral. En efecto. Levy-Yeyati (tesis doctoral, 1992) demostró que anticuerpos

aislados de pacientes c0n LMCno reconocen proteinas propias (mamiferas).
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5.2.1) Reactividad anti-HSP70

Las experiencias de los Western bIot de extracto total de parásitos demuestran que si

bien todo el espectro de proteínas parasitarias son reconocidas por el sistema inmune

del hospedador. existe un blanco predominante: Ia proteína HSP70 (Figs. 1-4). Este

rasgo acompaña la reactividad antiparásito. Consecuentemente, son los pacientes del

grupo I los que reconocen menos intensamente la HSP70 (Fig. 1 A ).

La presencia de una reacción cruzada anti-HSP70 entre pacientes del grupo I (LCAy

LCS) y del grupo II(LMC)confirma que la respuesta humoral en ambas formas clínicas

de Leishmaniasis no depende de la diferente antigenicidad de las proteínas de las dos

especies de parásitos (Fig. 1B), sino más bien de las diferencias en la forma en que se

reconoce y responde al parásito. Esta respuesta anti-HSP70 es típica de la infección

con Leishmania sp. y sienta las bases para intentar una serologia específica de

Leishmaniasis. En efecto, si bien pudimos detectar reacción cruzada con U4 en sueros

de pacientes con Malaria y Lepra lepromatosa, estas reacciones se dieron en pocos

sueros y fueron débiles (Apéndice).

Los pacientes chagásicos crónicos desarrollan una fuerte respuesta humoral contra

antígenos de T. cruzi. pero a diferencia de Io observado para Leishmaniasis (LCA, LCS

y LMC)la proteína de 70 kDa no es el mayor blanco antigénico de la respuesta contra

el parásito (Fig. 1A).

La inmunodominancia de HSP70 en Leishmaniasis podría estar relacionada con: a) Ia

particular forma en que los epitopes son procesados y presentados por las células

presentadoras de antígenos, y/o b) el hecho de encontrarse las células parasitarias en

estado de choque térmico (inducción de HSP70).

En ECh la situación es distinta. T. cruzi también se encuentra en el hospedador

humano en condiciones de choque térmico. Sin embargo, HSP70 no es

inmunodominante.

Claramente, estos parásitos (Leishmania sp. y T. cruzr) involucran diferentes

componentes del sistema inmunológico en la respuesta contra cada uno de ellos.

Justamente. la diferencia en la manera en que el parásito es encarado por el

organismo. provee las bases para diferenciarlos serológicamente.
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Como se describe en Resultados, los pacientes Ieishmánicos se caracterizan por

presentar una mayor o menor reacción inmunológica contra la HSP70 parasitaria.

mientras que un típico paciente chagásico reconoce JL7, una proteina flagelar (Cotrim

y col, 1995) (Fig. 17 A, B, C y E). Esto se observa en el ensayo EPL, Fig. 17, Tablas 6

y 7, y Apéndice.

Tomando en conjunto ELISAy EPL con el recombinante U4 como reactivo diagnóstico

de las distintas formas clínica de Leishmaniasis, observamos que para el grupo LCA,

se obtiene un mejor diagnóstico por ELISA que por EPL. Mientras que para LCS y

LMC, un mejor y más seguro diagnóstico de Ia enfermedad se logra mediante el uso

conjunto del ELISA y EPL. Las causas de este tipo de reacción con los diferentes

ensayos no es conocida aún, pero cambios en la sensibilidad de una reacción sobre

diferentes soportes han sido frecuentemente observados (Moncayo y Luquetti, 1990).

En los ensayos por EPL y Western blot (Figs. 17 y 18, respectivamente) observamos

una mayor reactividad de los sueros de pacientes con LCA, LCS y LMC con el

recombinante U4 que con Lbb1. Esto es llamativo porque presentan secuencias

semejantes (Fig. 11). Aún cuando U4 es más corto que Lbb1, es reconocido por un

mayor número de sueros Ieishmánicos. Tal vez su menor tamaño permite a U4

plegarse en forma distinta a Lbb1 exponiendo en U4 regiones que se ocultan al

reconocimiento en Lbb1.

Otra explicación de la diferencia entre U4 y Lbb1 podría basarse en una mayor

producción de U4 que de Lbb1 en Ia célula bacteriana (EPL): esta teoría no se

corresponde con Ia observación de que ambas placas de lisis (EPL de U4 y Lbb1)

reaccionan por lo general con la misma intensidad con sueros que presentan niveles

elevados de anticuerpos anti-HSP70 (Fig. 17D). Estos resultados también reflejan una

fina diferencia estructural entre U4 y Lbb1.

El estudio de esta reactividad anti-HSP70 con los recombinantes U4/Lbb1 nos llevó a

constatar que los pacientes con Leishmaniasis reconocen ia HSP70 de Leishmania sp.

y de T. cruzi, mientras que la respuesta anti-HSP70 en chagásicos no permite el

reconocimiento de Ia HSP70 de Leishmania sp.
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Este hecho puede tener dos explicaciones:

a) un simple problema de especificidad de reconocimiento. a saber, la presentación

antigénica que opera en Leishmaniasis lleva a reconocer epitopes comunes entre

Leishmania sp. y T. cruzi. Por el contrario, Ia forma en que es presentada la HSP70 en

la enfermedad de Chagas no induce una reacción cruzada contra la proteína de

Leishmania sp.

b) Sólo un problema de nivel, de diferencias en los niveles o intensidades de la

respuesta inmune. Los altos títulos de anticuerpos desarrollados en Leishmaniasis

permiten la detección de una población de anticuerpos que presentan reacción

cruzada con la HSP70 de T. cruzi. Por el contrario, el bajo nivel de respuesta anti­

HSP70 en ECh impide la detección de alguna población de anticuerpos con reacción

cruzada contra la HSP70 de Leishmania sp.

Ambas hipótesis podrían explicar el fenómeno observado por EPL.

Los sueros de pacientes con LMC presentando una elevada reactividad anti-HSP70

reconocen más intensamente U4 que RA1 (ver ensayo EPL. Fig. 17). A su vez. los

sueros de pacientes chagásicos no reconocen U4 o sólo lo hacen débilmente. El

reactivo diagnóstico especifico es JL7 y es reconocido exclusivamente por los sueros

chagásicos y prácticamente no reconocido por los sueros leishmánicos (LCA. LCS y la

mayoria LMC). salvo por un bajo porcentaje de sueros LMC (Fig. 18 E y Tabla 7) (Mesri

E. tesis doctoral. 1990; Kaplan D, tesis doctoral. 1995, Cotrim y col._ 1995).

5.4) Proteínas ribosomales P2 de Leishmania sp.

Los antígenos ribosomales P de Leishmania sp. y T. cruzi también pueden contribuir al

diagnóstico serológico de ambas infecciones. Quizás también aquí se pongan de

manifiesto las diferentes formas en que se procesan los antígenos de cada parásito.

La ventaja de las proteínas ribosomales P como reactivos de diagnóstico radica en su

tamaño pequeño y en el hecho que el epltope fundamental ha sido localizado en la

región C-terminal para ECh y LES, circunscripto a los últimos 13 aminoácidos (Tabla 1;

Mesri y col._ 1992; Levitus y col. 1991). Sin embargo, los resultados serológicos

obtenidos en este estudio demuestran que en Ia Leishmaniasis la región C-terminal

(péptido L-13) no es antigénica. Una posible causa de este reconocimiento diferencial
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puede deberse a la diferente forma en que se procesa el antígeno. pero además a la

diferencia entre L-13 (EEADDDMGFGLFD) Y R-13 (EEgDDDMGFGLFD). En efecto. la

secuencia de Leishmania sp. se parece a la humana (Tabla 1) y podría ser reconocida

como propia por el sistema inmune.

Tabla 11.

Secuencia aminoacidica del extremo C-terminalde las proteinas ribosomales P de

Leishmania sp, Taganosoma sp y humanas.

Especie Secuencia C-terminal Referencia

L.(V.)pemviana P2a EE A DDDMGFGLFD esta tesis

L.(V.)peruviana P28 EE A DDDMGFGLFD esta tesis

L.(V.) braziliensis P213 EE _G_DDDMGFGLFD esta tesis

L.(L.) ¡nfantum P2a EE A DDDMGFGLFD Soto y co|., 1993

L.(L.) ¡nfantum P23 EE A DDDMGFGLFD Soto y co|.. 1993

T. cruzi P2a EE E DDDMGFGLFD Vázquez y col., 1992

T. cruzi PZB EE E DDDMGFGLFD Schijman y co|., 1990

T. bmcei P28 EE E DDDMGFGLFD S. Kunz y N. Muller, com. personal

Humana P2 EE S DDDMGFGLFD Rich y Steitz, 1987

Qué ventaja adaptativa presenta este cambio aminoacidico? Por qué razón en T. cruzi

se selecciona una secuencia totalmente ácida para el extremo C-terminal, mientras que

una secuencia menos cargada se conserva en Leishmania 5p.? Tendrá esto que ver

con ei ciclo de vida intracelular del parásito? O tendrá que ver con aigún tipo de

adaptación hospedador-parásito?

Estas preguntas pueden constituir la base de las tesis doctorales que sean

continuación de la presente.
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Sean cuales fueran las respuestas a estas interrogantes, lo cierto es que las proteinas

ribosomales P son excelentes reactivos diagnósticos para diferenciar serológicamente

ambas infecciones. Los sueros ECh, que reaccionan en su mayoría con las proteinas P

de T. cruzi, no reaccionan o Io hacen suavemente con Ia proteínas ribosomales P de

Leishmania 5p., mientras que los sueros de pacientes con LMC, que reaccionan

intensamente con las proteínas ribosomales P de Leishmania sp., no reaccionan con

las proteínas ribosomales P de T. anzi. Es más, el ensayo diagnóstico tal cual está

planteado tiene una consecuencia de interés diagnóstico adicional. En efecto. permite

detectar sueros lúpicos con anticuerpos anti-proteinas ribosomales P (ver Fig. 33), ya

que éstos anticuerpos de LES reaccionan con las proteínas P de Leishmania y T.cruz¡.

Si bien se han descripto antígenos P de L.(L.) infantum en la infección canina (Soto et

a|., 1995), cabe mencionar que estos antígenos no han sido descriptos previamente en

infecciones humanas. En la infección canina la respuesta anti-P es inmunodominante

(Soto y coI., 1995).

Se debe tener en cuenta además. que los porcentajes de reactividad anti-P

observados en LCA, LCS y LMC sólo han sido evaluados masivamente por EPL. El

análisis por ELISApuede cambiar esta apreciación inicial.

5.5) Formulación de un ensayo diferencial

El diagnóstico de la Enfermedad de Chagas (ECh) o la infección mixta (IM)en zona

endémica se basa actualmente en la presencia de anticuerpos circulantes contra

proteinas de extractos de parásitos. Este ensayo garantiza una alta sensibilidad. pero

una baja especificidad. En la medida en que aumenten las posibilidades de tratamiento

de estas infecciones se hace imperativo aumentar Ia especificidad del diagnóstico

serológico. Los recombinantes permiten un acercamiento óptimo a la solución de este

problema. Su empleo permite diferenciar las dos infecciones crónicas y Ia continuación

de los trabajos que derivan de mi tesis permitirán mejorar aún más la calidad del

ensayo.

Asi, los resultados obtenidos con U4 de L.(V.) peruviana (Kappa 0.95, para el

diagnóstico serológico de LMC) y JL7 de T. cruzi (Kappa 0.93, para el diagnóstico

serológico de ECh) y los obtenidos con los antígenos ribosomales P,
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fundamentalmente, permiten la formulación de un ensayo serológico para diferenciar

ambas infecciones. Dado el porcentaje de sueros positivos, la base de este ensayo

son las proteínas recombinantes U4 y JL7. A ellas se agregan los otros recombinantes:

prP2a. LbbPZB. y los de T. cruzi, JL5 y Tc C-PO.
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5.5.1) Modelos de reacción por EPL para los sueros de pacientes leishmánícos,

chagásicos y con la infección mixta con los recombinantes U4, prP2a. LbbPZB,

JL7, JL5 y Tc C-PO a©
06969ooo oo o®® ®® ¡aa .63

LCA/LCS LMC LMC LMC

O®® © ©® 630.®® .9 o: ®®0
LMC ECh ECh SLE
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5.5.2) Modelo de reacción por ELISApara los sueros de pacientes leishmánicos,

chagásicos y con la infección mixta

- U4
C] prP2a
- LbbP2b

. D JL]
1,01 — n JLS

[:] TcCP0

UB­

É u,8—
L0 .

V.

0- l
o 0.4 —

U2

0,0 ——-———+ ————. —
LCA LCS LMC IM

Sueros

En resumen, los resultados de la presente tesis permiten la formulación de un reactivo

diagnóstico único en su tipo, ya que es capaz de diagnosticar cualquiera de las dos

infecciones en base a reacciones específicas para cada una, medidas o detectadas en

el mismo ensayo (ELISA o EPL).
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Esto resulta de máxima utilidad para zonas en donde conviven las dos endemias.

como por ejemplo Perú, o más ampliamente en todo el continente americano.

Actualmente. como se menciona más arriba, esta detección se hace con reactivos

diagnósticos que tienen como base antigénica el extracto del parásito. por lo que la

especificidad del diagnóstico es baja.

Es notable que en la realización de este ensayo diagnóstico intervenga la mayoría de

antígenos de familias conservadas en la evolución como las HSP70 y las proteinas

ribosomales P, que son además en enfermedades autoinmunes. autoantigenos. Sin

embargo, hay que subrayar que si bien los autoanticuerpos de pacientes lúpicos

reaccionan claramente con las proteínas parasitarias, el fenómeno inverso no se

cumple, es decir anticuerpos generados contra las HSP70 o proteinas ribosomales P

de parásitos no reaccionan en forma cruzada con sus contrapartes humanas (Levy­

Yeyati, 1992 para la HSP70 y Levitus, 1991; Kaplan. 1995 para proteinas ribosomales

P).

La sensibilidad de la detección de anticuerpos anti-U4 en pacientes del grupo I (LCA y

LCS) merece un comentario adicional. Los resultados indican que si bien la respuesta

anti-HSP70 en estos sueros es de baja intensidad, existen métodos que permiten

detectarlos como el ELISA, para un cierto porcentaje de pacientes con LCAy el ELISA

y EPL para LCS. De esta manera. es. posible imaginar que si se desarrollan métodos

que aumenten la sensibilidad de las determinaciones se podría mejorar la detección de

los anticuerpos anti-U4. camino por el cual se podría llegar a un reactivo universal para

las diferentes formas de Leishmaniasis del Nuevo Mundo.

5.6) La infección mixta (IM)

La situación más dificil para el diagnóstico es Ia doble infección (IM). Resultados

preliminares de nuestro laboratorio hacian suponer (Levy-Yeyati. Tesis doctoral, 1992)

que la caracterización del paciente con IM podía realizarse midiendo niveles de

anticuerpos anti-HSP70 (anti-U4) y anti-JL7. Efectivamente, Levy-Yeyati habia medido

bajos niveles de anticuerpos contra JL7 en varios pacientes con IM, postulando en

consecuencia que el ensayo serológico era suficiente para caracterizar un paciente

con IM.
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A diferencia de Levy-Yeyati, dispuse de más recursos para analizar los sueros lM.

Todos ellos provienen de pacientes con síntomas clinicos de ambas infecciones. Sin

embargo, sólo se pudo detectar anticuerpos anti-JL7 en un suero con IM (suero HA),

siendo además el único en que no se detectaron anticuerpos anti-U4. Sin embargo. en

toda la serie de pacientes los rasgos cllnicos atestiguan la IM.Cuáles son los síntomas

clínicos? Una cardiopatía chagásica crónica, implicando una probable infección

durante la infancia. La infección con Leishmania sp. es posterior y probablemente

debida a un cambio repentino en Ia vida del individuo que lo llevan a vivir y trabajar en

regiones endémicas para Leishmaniasis. Asi, la lesión metastásica se da sobre un

trasfondo de la ECh. Es llamativo que los resultados de PCR puedan detectar T. cruzí

en 3 casos en los cuales los títulos de anticuerpos anti-JL7 son bajos o nulos. Sin

embargo. en dos de ellos los niveles de anticuerpos anti-U4 son elevados.

El hecho de amplificarADNde T. cruzien suero representa en realidad la existencia de

T. cruzí circulante, como ocurre en los casos agudos (Russomando y col. 1992).

Quizás. el fenómeno pueda interpretarse como que la infección por Leishmanía sp.

suprima el proceso de control inmunológico de T. cruzí, disminuyendo el títqu de

anticuerpos contra éste y permitiendo su pasaje al torrente sanguíneo. Es llamativo

además, que en 3 de los casos analizados los pacientes presenten un perfil típico de

LMC,indicando que ¡nmunológicamente sólo está reconociendo la Leishmania sp.

5.7)Los recombinantes prP2a, prPZB y LbbPZB

EI recombinante prPZa representa prácticamente la proteina completa, faltándole

sólo los 3 aminoácidos N-terminales, de acuerdo a la comparación con la P2a de L.(L.)

¡nfantum, con respecto a Ia cual presenta una elevada homologia (89% de identidad y

6% cambios conservativos) (Fig. 22). Presenta además rasgos característicos de las

proteínas ribosomales P de Tripanosomátidos. Una región rica en Ala y un extremo C­

terminal rico en residuos ácidos. En el extremo C-terminal presenta un residuo de Ala,

tipico de las proteínas ribosomales P de Leishmania sp. (Tabla11).
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El recombinante prPZB, contiene parte de la región rica en Ala y el extremo C­

terminal típico de las proteínas ribosomales P de Leishmania sp. Al igual que prP2r1,

presenta en el extremo C-terminal un residuo de Ala.

El recombinante LbbPZB,es una proteína ribosomal P atípica. Presenta una mediana

homología con sus homólogas de L.(V.) pemviana (52% identidad y 20% cambios

conservativos) y L.(L.) infantum (49% identidad y 20% cambios conservativos). Su

excepcionalidad se expresa en el extremo C-terminal donde en vez de Ala se ubica Gly

(Tabla 11). Presenta una región rica en Ala y en la región más N-terminal del

polipéptido clonado motivos "no P" como el péptido ENIAAA.

EI descubrimiento de una nueva proteína ribosomal, LbbP2[3_ es otro resultado

trascendente de mi trabajo. El cambio de Gly por Ala representa el cambio del codón

GCG para prP2a (Ala)y GCC para prPZB (Ala) por el codón GGC que codifica un

residuo de Gly en LbbPZB. Este cambio es una transversión. Es un cambio poco

frecuente y si bien no representa un cambio fundamental en las propiedades de los

aminoácidos ya que Gly y Ala presentan carga neutra, implica un importante desvío

evolutivo entre L.(V.)peruviana y L.(V.)braziliensis. Esto podría ser un marcador de la

clara diferencia evolutiva entre ambas. La caracterización de otras proteínas

ribosomales P de bajo peso molecular de L.(V.) braziliensis permitirá obtener un

panorama más detallado de las diferencias evolutivas entre estas especies.

Todas estas características de LbbPZBhan dado pie a una hipótesis que se investiga

actualmente en el laboratorio. Esta propone que LbbPZB no sería en realidad una

verdadera proteína P de bajo peso molecular. Representaría el fragmento C-terminal

de una proteína ribosomal P intermedia entre la proteina PO de 38 kDa y la proteinas

ribosomales P de bajo peso molecular (10-12 kDa.), la proteína ribosomal P de 19 kDa.

Esta proteina de 19 kDa. ha sido descripta para T. cruzi, a nivel de Western blot, pero

su clonado fracasa constantemente. Es atractivo pensar que esta proteina es en

realidad la proteína de 19 kDa. de L.(V.) braziliensis. De ser asi, el ADNc de LbbPZB

serviría para aislar el gen correspondiente de T. cruzi.

El análisis de los genes HSP70 y las proteinas ribosomales P de Leishmania sp.,

muestran un patrón similar en la utilización de codones por ambos tipos de proteinas.

salvo en el uso del codón stop.
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Mientras en las HSP70, se usa preferentemente el codón stop, TAG; en las proteínas

ribosomales P hay una tendencia a usar el codón stop, TAA(ver Apéndice).

Los resultados del análisis de composición de bases por posición correlacionan con Io

informado por Langford y col., 1992 y Alonso y co|.. 1992, donde se destaca para

Leishmania sp. una muy elevada tendencia al uso de bases G o C en la tercera

posición de codón. Este alto contenido en bases GC en la región codificante podría ser

una adaptación a las condiciones del medio ambiente, donde codones ricos en GC

(codificando residuos de Alanina y Arginina) serían seleccionados como una

adaptación al hospedador homeotermo (Alonso y col.. 1992).



CONCLUSIONES

1. AIanalizar la respuesta humoral contra extractos de Leishmania sp. determinamos

que todas las formas de Leishmaniasis peruanas reconocen un amplio espectro de

proteínas del parásito. Los sueros de pacientes con LMCpresentan una intensidad

de reacción elevada en comparación con pacientes con LCAy LCS. Se ha medido

en pacientes con LMCreactividad anti-Leishmania a diluciónes 1:20.000.

2. La proteína de choque térmico de 70 kDa (HSP70) de Leishmania sp. es

inmunodominante en sueros de pacientes con LCA, LCS, LMCe IM.

3. La intensidad de la respuesta anti-HSP70 acompaña la intensidad de la respuesta

anti-extracto total detectándose mayores niveles de anticuerpos anti-HSP70 en

pacientes LMCque en los otros grupos.

4. Se determinó que la región C-terminal de esta molécula contiene !cs epítcpes

reconocidos por por los sueros de pacientes.

5. Se aisló y caracterizó por primera vez la región C-terminal de la HSP70 de L.(V.)

peruviana (U4).

6. La molécula recombinante U4 demostró ser un excelente reactivo diagnóstico para

las Leishmaniasis del Perú. En conjunto con el recombinante JL7. reactivo

diagnóstico de la Enfermedad de Chagas constituyen la base de un ensayo

diagnóstico diferencial para ambas infecciones.

7. Se demostró que otros antígenos de Leishmania sp. podrían contribuir a la

caracterización serológica de sueros leishmánicos y se demostró que la proteina

ribosomal P0 de T. cruzi es un antlgeno reconocido por pacientes con

Leishmaniasis y pacientes con la Enfermedad de Chagas.

8. Los nuevos recombinantes de Leishmania sp.: proteína ribosomal P2a de L.(V.)

peruviana (prP2a), proteina ribosomal P2B de L.(V.) peruviana (prP2B) y
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proteína ribosomal P26 de L.(V.) braziliensis (LbbPZB). Es la primera vez que se

descubren estos antígenos para Leishmaniasis del Nuevo Mundo.

El recombinante LbbPZB representa la porción C-terminal de una proteína

ribosomal P atÍpica. Reemplaza por una Gly la Ala típica de la región C-terminalde

las proteínas ribosomales P de Leishmania sp.

. El epítope fundamental de las proteínas P de T. cruzi en la Enfermedad de Chagas

es el péptido que define su región C-terminal (R-13). En Leishmania sp. esta región

no es antigénica. Esto representa un caso excepcional en Io que respecta a la

antigenicidad de las proteínas ribosomales P, ya que en todos los casos descriptos

hasta la fecha (ECh y LSE) el epÍtope se localizaba en la región C-terminal. Estas

características apoyan la formulación de un reactivo diagnóstico diferencial basado

en los recombinantes U4, JL7. prP2a y LbbPZBpara el diagnóstico serológico de

LMC y ECh.
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Anexo 1

Reactividad de diferentes sueros humanos contra U4 determinada
por ELISA.

1) Pacientes con Leishmaniasis Cutánea (N=34)

Cutáneos Andinos (Uta) (N=23)

Suero Proc. DO d

458 P 0,11 2,8 - x = 0'044
460 P 0,08 1,3 - SD = 0 025
463 P 0,11 2,8 - '464 p 0'15 4'3 + =0,1
470 P 0,08 1,3 ­
634 P 0,08 1,4 ­
638 P 0,06 0,6 ­
703 P 0,08 1,4 ­
919 P 0,32 10,9 ++
927 P 0,12 3,0 +
937 P 0,21 6,2 +
943 P 0,11 2,2 ­
958 P 0,18 5.4 +
961 P 0,16 4,6 +
965 P 0,16 4,6 +
1073 P 0,06 0,6 ­
1105 P 0,00 -1,8 ­
1115 P 0,22 7.o +
1119 P 0,10 2,2 ­
1122 P 0,00 -1,8 ­
1136 P 0,10 2,2 ­
1144 P 0,06 0,6 ­
595241 P 0,00 -1,8 ­

Cutáneos Selváticos (N=11)

Suero Proc. DO d

271 P 0,03 -0,6 ­
343 P 0,10 2,2 ­
639 P 0,00 -1,8 ­
903 P 0,25 8,2 +
941 P 0,11 2,6 ­
956 P 0,62 23,0 ++++
980 P 0.13 3,4 +
1102 P 0.08 1,8 ­
1125 P 0,06 0,6 ­
1129 P 0,30 10,2 ++
1154 P 0,00 -1,8 ­



2) Pacientes con Leishmaniasis mucocutánea (N=45)

Suero Proc. DO d
2 P 0,85 23,4 ++++
68 P 1,55 44,0 ++++
140 P 2,54 73,1 ++++
143 P 3,35 97,0 ++++
144 P 1.59 45,2 ++++
147 P 2,39 68,7 ++++
148 P 2,89 83,4 ++++
150 P 0,65 17,6 +++
156 P 1,12 33,7 ++++
164 P 2,03 97,0 ++++
165 P 3,18 92,0 ++++
512 P 0,07 0,5 ­
617 P 0,44 11,4 ++
625 P 1,59 45,2 ++++
652 P 0,10 1,4 ­
805 P 0,94 20,6 +++
917 P 2,50 72,0 ++++
929 P 1,79 51,1 ++++
931 P 3,02 87,3 ++++
939 P 2,29 65,8 ++++
942 P 1,59 45,2 ++++
979 P 0,00 -1,6 ­
1090 P 1,67 47,6 ++++
1093 P 0,55 14,6 ++
1130 P 0,03 -0,7 ­
1178 P 0,05 0,0 ­
QE P 0,29 7,0 +
PH P 2,01 57,6 ++++
ST P 3,00 86,7 ++++
TT P 3,26 94,3 ++++
AL B 0,10 1,4 ­
CA B 2,95 85,2 ++++
CM B 1,76 50,3 ++++
CO B 0,06 0,3 ­
CR B 2,75 79,3 ++++
L2 B 1,53 43,4 ++++
NE B 0,71 19,3 +++
PA B 1,24 34,9 ++++
PM B 3,09 89.3 ++++
QI B 3,03 87,6 ++++
RD B 3,17 91,7 ++++
RQ B 1,84 52,6 ++++
RU B 1,21 34,0 ++++
TA B 1,30 36,7 ++++
TR B 2,21 63,4 ++++

X = 0,053
SD = 0,034
CUT OFF = 0,155



3) Pacientes con infección mixta (N=5)

Suero Proc. DO d

SR B 0,94 35,8 ++++ _
HA B 0_05 0.5 _ X - 0,044
LCH B 1,08 41,4 ++++ SD = 0,025
CB B 0,07 1,0 - CUT OFF = 0,119
FR B 1,59 61,8 ++++

4) Pacientes chagásicos crónicos (N=45)

Suero Proc DO d
' -4 A 0,27 5,5 +

—5 A 0,04 -1_2 - X = 0'050
-5 A 0_05 0.o _ SD = 0,040
-9 A 0,33 7,0 + CUT OFF = 0,17
-19 A 0,10 1,3 ­
-24 A 0,03 -0,5 ­
-28 A 0.12 1,8 ­
-35 A 0.06 0,3 ­
2 A 0,33 7,0 +
6 A 0,05 0,0 ­
9 A 0,28 5,8 +
12 A 0,07 0,5 ­
13 A 0.00 -1.3 ­
14 A 0,02 -0,8 ­
15 A 0,03 -0,5 ­
18 A 0,07 0,5 ­
21 A 0,05 0,0 ­
22 A 0,06 0,3 ­
23 A 0,25 5,0 +
26 A 0,00 -1,3 ­
27 A 0,05 0,0 ­
28 A 0,19 3,5 +
31 A 0,04 -0,3 ­
33 A 0,09 1,0 ­
35 A 0,06 0,3 ­
36 A 0,10 1,3 ­
39 A 0,00 -1,3 ­
40 A 0,23 4,5 +
41 A 0,12 1,8 ­
42 A 0,05 0,0 ­
47 A 0,02 -0,8 ­
48 A 0,09 1,0 ­
52 A 0,12 1,8 ­
55 A 0,03 -0,5 ­
56 A 0,02 -0,8 ­
67 A 0.00 -1,3 ­
75 A 0,07 0,5 ­
76 A 0,00 -1,3 ­
79 A 0,07 0,4 ­
80 A 0,11 1,4 ­
81 A 0,00 -1,3 ­
82 A 0,06 0,3 ­

l 9‘)



83 A 0,07 0,5 ­
PG A 0,07 0.5 ­
MS A 0,25 5,1 +

5) Pacientes con enfermedades no relacionadas (N=28)

Suero Proc. DO d

M1 P 0,08 2,5 - X = 0'030
M3 P 0,04 0,5 - SD _ 0 020
M5 P 0,02 -0,5 - _ '
M11 p 0'06 1'5 _ CUT OFF = 0,09
M12 P 0,16 6,5 +
M13 P 0,05 1,0 ­
M16 P 0,04 0,5 ­
M17 P 0.00 -1,5 ­
M18 P 0,06 1,5 ­
M19 P 0,05 1,0 ­
L42 P 0.00 -1,5 ­
L56 P 0,09 3,0 +
L58 P 0,00 -1.5 ­
L60 P 0.01 -1,0 ­
L78 P 0,02 -0,5 ­
L88 P 0.00 -1,5 ­
L91 P 0,00 -1.5 ­
L99 P 0,02 -0,5 ­
L107 P 0,06 1,5 ­
L116 P 0,00 -1,5 ­
T8158 P 0,03 0,0 ­
T8172 P 0.00 -1.5 ­
T8179 P 0,04 0,5 ­
T8181 P 0,02 -0,5 ­
T8207 P 0,02 -0,5 ­
TXMA P 0,00 -1,5 ­
TXSA P 0,00 -1,5 ­
TX2049 P 0,00 -1,5 ­

Proc.: procedencia; P: Perú; B: Bolivia; A: Argentina; M: Malaria; L: Lepra; TB:
Tuberculosis; TX: Toxoplasmosis. DO: Densidad óptica; x: DO media obtenida
para el grupo de sueros normales (N=11). DS: Desviación Standard obtenida
para el grupo de sueros normales (N=11). Cut off: Linea de corte definida
como x + 3DS; d se define según: DO= x + dDS. (-): DO< x + 308; (+): x +
3DSS x + 9DS; (++): x + 9DSS DO < x + 1508; (+++): x + 15DSS DO < x +
21DS; (++++): x + 21DSS DO.

201)
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Anexo 2

Reactividad de diferentes sueros humanos contra los recombinantes U4, Lbb1,
RA1, JL5, JL7, JL52, LbP y LpP por el Ensayo de Placa de Lisis (EPL).

1) Pacientes con Leishmaniasis Cutánea

Cutáneos andinos (Uta) (N=13)

Suero U4 Lbb1 RA1 L.L L.Tc JL5 JL7 JL52 LbP LpP

919 + - + + +
927 - - - - ­
937 - - - - ­
943 - - - - ­
958 - - - - ­
961 + + + - ­
965 - - - - ­
1105 - - - - ­
1115 - - - - ­
1119 - - - - ­
1122 - - - - ­
1136 - - - - ­
5952 - - - - ­

Cutáneos selváticos (N=12)

Suero U4 Lbb1 RA1 L.L L.Tc. JL5 JL7 JL52 LbP LpP

271 +
343 + + + ­
635 - ­
639 + - - ­
903 +
941 - - - —

956 ++ ++ + +
980 - - - ­
1102 - - - ­
1125 - — - ­

1129 - - - ­
1154 — — — ­
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2) Pacientes con Leishmaniasis mucocutánea (N=45):

Suero U4 Lbb1 RA1 L.L L.Tc. JL5 JL7 JL52 LbP LpP

2 ++ + + + - - ­
68 ++ ++ + + - - - ­
140 ++ ++ + + — + - .

143 +++ ++ ++ ++ + - ­
144 + + + + - . . .
147 ++ ++ + + — ++ ++ ++
148 ++ ++ + + . + . ­
150 ++ + + + - _ _ _

156 ++ ++ + + + - — .

164 ++ ++ + + - + - ­
165 ++ ++ + + — ++ - ­

512 - - - + — - - ­

617 + + - + - - - '
625 ++ ++ - + - ++ - _
652 + + - + — - - ­

805 + + - + - - - ­
917 +++ ++ - + - + - ­
929 ++ ++ + + . + - —
931 ++ ++ + ++ + - - ­
939 +++ ++ + + + + - +
942 ++ ++ + + - - ­
979 - - - + + + - ­
1090 ++ + + + - - — ­

1093 + + - + - - - ­
1130 + + + + - - ­

1178 — — — - - - - ­

PH +++ ++ + + + - - ­
ST ++ ++ + + - + - —

TT ++ ++ + + - + . ­

AL - — - - - - - ­

CA ++ ++ + + - - - ­
CM ++ ++ + + - - - ­
CO ++ ++ + + - - - ­
CR ++ + - + - - - ­
L2 - - - + - - - ­

NE + + - + - - - ­
PA ++ ++ ++ + - - - ­
PM +++ ++ ++ ++ + - — ­

QI + + + + - + + +
RD ++ ++ + + - ++ ­
RQ + + + - - - ­
RU + - - + - - - ­

TA + + . + — - - ­

TR + + + + - - - ­



203

3) Pacientes con la infección mixta EspundialEnfermedad de Chagas (N=6)

Suero U4 Lbb1 RA1 L.L L.Tc JL5 JL7 JL52 LbP LpP

SR ++++ +++ ++ ++ — — ++ +
HA - - - - + ++ + ­
LCH ++ ++ + + + + _
CB + + + + - - - ­
FR ++ ++ - + - - - ­
LSH ++ + + + - . - _

Anexo 3

Datos clinicos de los pacientes con Leishmaniasis mucocutánea, cutánea andina
y cutánea selvática provenientes de distintas regiones del Perú.

Cód.

140

143

144

145

147

148

167

805

903

917

924

931

939

942

956

979

Proced.

Cuzco

Cuzco

Cuzco

Cuzco

Cuzco

Cuzco

Cuzco

M. de Dios

M. de Dios

M. de Dios

Huánuco

M. de Dios

Ting. Maria

M. de Dios

M. de Dios

M. de Dios

Lesión Enferm.

1

2

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Cut. Selv.

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Mucosa

Cut. Selv.

Cut. Selv.

Fecha

2/9/90

21/9/90

21/9/90

21/9/90

21/9/90

21/9/90

18/2/92

7/3/90

25/7/90

1/8/90

2/1/91

1/9/90

12/9/90

19/9/90

26/9/90

DTH

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

6x6

13x12

17x14

6x5

N.D

5x5

Positivo

Positivo

17/10/90 N.D

Observaciones

1 cicatriz cutánea

Lesiones paladar

2 cicatrices

4 cicatrices

2 cicatrices

1 cicatriz
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980 Cuzco 1 Cut. Selv. 17/10/90 9x9

988 Cuzco 1 Mucosa 21/11/90 Negativo

1090 Huánuco Mucosa 19/6/91 15x12

1093 M. de Dios 2 Mucosa 19/6/91 N.D 1 cicatriz

1121 Lima Cut. And. 11/9/91 21x18 les. múltiiples

Anexo 4

1) Uso de codones de las hsp70 de Leishmania spp.

Codón Aminoácido Número % de uso

TTT F 1 20
TTC F 4 eo
AGT s - ­
AGC s 13 38,24
TCT s - ­
TCC s 13 38.24
TCA s - ­
TCG s 8 23,52
TAT Y - ­
TAC Y 11 100

TAA Stop - ­
TAG Stop 2 100
TGA Stop - ­
TGT C - ­
TGC C 3 100
TGG w 2 100
CTT L - ­
CTC L - ­
CTA L - ­

CTG L 21 91,30

TTA L 1 7 . ­

TTG L ¿j 2 " '8¡70

CCT P =;¿ I :. ­
CCC P T4 ¿26,67
CCA P f“1 ¡ 6.67

CCG P “:10 66,66
CAT H 2 33,33
CAC H 4 66,67
CAA Q 1 6,25
CAG Q 15 93,75
CGT R - ­
CGC R 11 73.34



CGA
CGG
AGA
AGG
ATT
ATC
ATA
ATG
ACT
ACC
ACA
ACG
AAT
AAC
AAA
AAG
GTT
GTC
GTA
GTG
GCT
GCC
GCA
GCG
GAT
GAC
GAA
GAG
GGT
GGC
GGA
GGG

OOOOmmÜÜ>>>><<<<XXZZ-1-l-l4g-—JJJUWZJ

13,33

13,33

100

100

42,10
10,53
47,37

100

100

41,18

58,82

22,86

77,14
7,69

92,31
2,5

97,5
18,18
77,27
4,55

2) Composición de bases por posición

Posición

Primera
Segunda
Tercera
Total

°/o G

40,00
19,01
48,39
35,80

°/o A

31,11

%T

11,36
38,52 20,25
2,22

23,95
3,21
11,61

°/o C

17,53
22,22
46,18
28,64
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Anexo 5

1) Uso de codones de las proteinas ribosomales de tipo P2 de Leishmania spp.

Codón Aminoácido Número % de uso

TTT F 2 22,22
TTC F 7 77,78
AGT S 1 5,26
AGC S 4 21,05
TCT S 6 31,58
TCC S 4 21,05
TCA S 1 5,26
TCG S 3 15,79
TAT Y - ­
TAC Y 2 100

TAA Stop 3 100
TAG Stop - ­
TGA Stop - ­
TGT C ­
TGC C 100
TGG W - ­
CTT L - ­

CTC L 3 27,27
CTA L - ­

CTG L 8 72,73
TTA L - ­
TTG L - ­
CCT P - ­
CCC P 5 45,45
CCA P 1 9,09
CCG P 5 45,45
CAT H - ­
CAC H 1 100
CAA Q 1 50
CAG Q 1 50
CGT R - ­
CGC R 3 75
CGA R - ­
CGG R - ­
AGA R - ­
AGG R 1 25
ATT l - ­
ATC I 5 100
ATA I - ­

ATG M 10 100
ACT T 2 22,22
ACC T 4 44,44
ACA T - ­



ACG
AAT
AAC
AAA
AAG
GTT
GTC
GTA
GTG
GCT
GCC
GCA
GCG
GAT
GAC
GAA
GAG
GGT
GGC
GGA
GGG

OOOOmmUÜ>>>><<<<XXZZH

1

33,33

100

100

7,14
28,57
7,14

57,14
19,70
39,39
4,55
36,36
35,29
64,71
4,17
95,83
26,32
63,16
5,26
5,26

2) Composición de bases por posición

Posición

Primera
Segunda
Tercera
Total

°/o G

57,33
11,89
42,21
37,16

°/oA

19,26
27,05
4,92
17,08

°/o T

11,88
20,08
14,75
15,57

°/o C

11,48
40,98
38,11
30,19
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