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Estudio molecular y funcional de la patologia
cardiaca inducida por inmunizacion con proteinas
ribosomales P de Trypanosoma cruzi

RESUMEN

El estudio de la respuesta inmune contra las proteinas ribosomales P de
Trypanosoma cruzi en el suero de pacientes chagasicos cronicos sugind que esta
respuesta inmune podria jugar un importante rol en el desarrolio de la cardiomiopatia
chagasica. En funcién de esos resultados se encar6 una tarea de clonado de las
proteinas ribosomales P2B y PO de T. cruzi en vectores procariontes con el objeto de
expresar y purificar abundantes cantidades de proteinas recombinantes. Estas
proteinas se utilizaron para desarrollar modelos de inmunizacioén en ratones. En
primer término se determiné la especificidad de la respuesta inducida mediante
estos modelos. Luego se estudio la respuesta contra los principales epitopes de
éstas proteinas localizados en el extremo C-terminal (péptido R13 en TcP2p y P015
en TcP0O). Se determin6é que la respuesta contra estos epitopes fue similar a la
observada en sueros humanos. Paralelamente, se realizaron estudios tendientes a
determinar alteraciones en la funcion cardiaca de los animales inmunizados. De
esta forma, mediante la realizacibn de electrocardiogramas, se establecio el
desarrollo de alteraciones en la generacion del impulso nervioso (arritmias),
alteraciones en la conduccion intraventricular y en la repolarizaciéon. La participacion
de los anticuerpos anti-P en la generacion de alteraciones cardiacas también fue
confirmada en ensayos realizados sobre corazones aislados de conejo.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Enfermedad de Chagas, Proteinas

ribosomales P, cardiomiopatia, autoinmunidad, inmunizacién, respuesta humoral,

electrocardiograma



Molecular and functional study of the cardiac pathology
induced by immunization with ribosomal P proteins from

Trypanosoma cruzi

ABSTRACT

The study of the immune response against nbosomal P proteins of Trypanosoma
cruzi in chronic Chagas disease patient’s sera suggested that this immune response
might play an important role in the development of Chagasic Cardiomiopathy. The
molecular cloning of the ribosomal P2B and PO proteins allowed us to express and
purify high amounts of recombinant proteins. These proteins were used to develop
animal models of immunization. First, we assessed the specificity of the induced
response and determining the induction of high levels of anti-P antibodies. Then, we
determined that the response against the C-terminal epitopes of these proteins
(peptide R13 in TcP2p and peptide P015 in TcP0) was similar to those observed in
human sera. Immunized animals showed a modified electrocardiographic pattern
compared to that in control mice. The participation of anti-P antibodies in the
induction of cardiac disturbances was also assessed in a whole rabbit heart isolated

system.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas Disease, ribosomal P proteins,

cardiomiopathy, autoimmunity, immunization, humoral response, electrocardiogram
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1. Introduccion



1.1. GENERALIDADES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

1.1.1. Reseiia histérica

En 1908 el médico brasilefio Carlos Chagas fue comisionado por el
Ministerio de Salud Publica del Brasil para estudiar un brote de malaria en la
poblacién de Lassance, estado de Minas Gerais. Durante su estadia, Chagas
comenzd a analizar la conducta de insectos que habitaban las casas del lugar ya
que sospechd que podrian actuar como transmisores de alguna enfermedad. Estos
insectos eran denominados “barbeiros” por los lugarenos debido a su costumbre de
picar a la gente en la cara durante las horas de sueno. Chagas descubrié que estos
insectos hemat6fagos domiciliarios estaban infectados por un Trypanosoma hasta
ese momento desconocido, al que denominé Schizotrypanum cruzi en homenaje a
su maestro, el Dr. Oswaldo Cruz. Al cabo de un ano de trabajo Chagas, a la corta
edad de 29 anos, logré describir el agente etioldgico, los vectores, los signos
clinicos y la existencia de reservorios animales de una nueva enfermedad que
posteriormente se denomind en su honor, Enfermedad de Chagas (Chagas, 1909,
1911).

" . julgamos tratar-se de uma trypanozomiase humana, molestia occasionada

pelo Schizotrypanum cruzi, cujo transmissor é o Conorrhinus sanguisuga...
(Chagas, 1909).

1911 Carlos Chagas presenta en la Academia Nacional de Medicina evidencias

de la existencia de transmision congénita de la enfermedad.

1913 Guerreiro y Machado proponen un método para realizar el diagnostico

serologico.

1916 Carlos Chagas demuestra que el sistema digestivo también se encuentra

afectado por esta enfermedad (Brener, 1989).

Luego de esta etapa inicial de grandes descubrimientos comienza un

periodo con fuertes criticas hacia los descubrimientos de Chagas que se extiende

1



hasta comienzos de la década del 30. Durante este tiempo la Enfermedad de

Chagas es practicamente olvidada. La revalorizacion de los descubrimientos de

Chagas se debe al trabajo de investigacion del médico Salvador Mazza, quién

impulsoé la creacién de un Instituto Nacional dedicado a estudiar las enfermedades

regionales. En 1928, se cred oficialmente la "Mision de Estudios de la Patologia

Regional Argentina” (MEPRA). Durante el trabajo de Mazza en esta institucion se

describieron mas de mil casos de esta afeccion (Mazza, 1934 y 1943). Las

observaciones realizadas confirmaron la existencia de la Enfermedad de Chagas,

impulsaron estudios epidemiolégicos y aumentaron el conocimiento acerca de los

sintomas y lesiones caracteristicos de la infeccion.

1936

1952

1953

1956-

1964

1980

1988-
1989

Mazza sugiere que por medio de transfusion sanguinea puede transmitirse
la enfermedad (Mazza, 1936). Debido a esto, en la década del "40 el codigo
Sanitario Argentino recomienda a los bancos de sangre descartar o
rechazar la sangre de donantes con Enfermedad de Chagas (Battaglia,
1949).

Se confirma el primer caso de Enfermedad de Chagas por transfusion

sanguinea (Freitas, 1952).

Se describioé la utilidad del Violeta de Genciana para el tratamiento de

sangre contaminada (Nussenzweig, 1953).

Laranja (1956) y Rosembaum (1964) realizan una minuciosa descripcion de

la miocardiopatia chagasica.

Se inicia el clonado de material genético de T. cruzi con la secuenciacion
del ADN de minicirculo (Morel, 1980).

Se publican los primeros resultados relacionados al clonado de antigenos

de T. cruzi



1990 Los ensayos realizados en forma conjunta por organismos internacionales y
laboratorios latinoamericanos demuestran la utilidad de los antigenos

clonados como reactivos diagnostico.

1991  Se lanza la iniciativa conjunta de los paises del Cono Sur para interrumpir la
transmision vectorial de la Enfermedad de Chagas (Kingman, 1991;
Schofield, 1999).

1994 Se inicia el Proyecto Genoma de T. cruzi, encarado fundamentalmente por
laboratorios sudamericanos (Degrave, 1997; Zingales 1997).

1997 Los paises de América Central lanzan una iniciativa conjunta para
interrumpir la transmision vectorial de la Enfermedad de Chagas (Schofield,
1997).

Se desconoce la antigiedad de la Enfermedad de Chagas en el continente
americano. Sin embargo, resulta de interés destacar que recientemente mediante
técnicas de PCR se detectd la presencia de ADN de T. cruzi en muestras de un
hombre momificado hace 4000 afos (Guhl, 1999).

1.1.2. Epidemiologia

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es la tercera
enfermedad parasitaria en importancia, después de Malaria y Schistosomiasis en el
continente americano. Actualmente existen entre 18 y 20 millones de personas
infectadas y se calcula que 90 millones de personas (1/4 de la poblacién
latinoamericana) se encuentran en riesgo potencial de infeccidn por vivir en areas
endémicas. La Enfermedad de Chagas es endémica del continente americano en
una region delimitada por el paralelo 42 norte y 46 sur, es decir, desde México hasta
el centro de Argentina y Chile. Se informan aproximadamente 550.000 casos
nuevos de Enfermedad de Chagas por afio y 50.000 muertes. Ademas de la valiosa
pérdida de vidas humanas, se estima que la Enfermedad de Chagas produce una
pérdida global anual de aproximadamente 8.156 millones de ddlares debido a

mortalidad temprana e incapacidad laboral en jovenes infectados. Esta pérdida
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anual equivale a un 2,5% de la deuda externa del continente en 1995 (World Bank,
1993; Moncayo, 1993; Schofield, 1991; Moncayo, 1997).

La Enfermedad de Chagas es considerada una enfermedad socioeconémica
tipica, inseparable de la pobreza y el subdesarrollo. Su distribucién geografica
coincide con la de los insectos transmisores de habitos domiciliarios (Romana,
1963) y la incidencia de la enfermedad es mayor en areas rurales, dada la gran
vinculacién que existe entre la proliferacion de los vectores y la precariedad de las
viviendas, en las cuales pueden alimentarse, guarecerse y proliferar (Santos-Buch,
19895).

1.1.3. Ciclo de vidade T. cruzi y vias de transmision

Trypanosoma cruzi es un parasito correspondiente al sub-phylum
Mastigophora del phylum Sarcomastigophora que comprende protozoos flagelados
con una estructura mitocondrial particular, denominada kinetoplasto. Su ubicacién

sistematica es:

Reino: Protista Familia: Trypanosomatidae
Phylum: Sarcomastigophora Género: Trypanosoma
Sub-phylum; Mastigophora Subgénero: Schizotrypanum
Clase: Zoomastigophorea Especie: cruzi (Chagas, 1909)
Orden: Kinetoplastida (Hoare, 1972).

Suborden: Trypanosomatina

El ciclo de vida de T. cruzi se desarrolla en 2 tipos de hospedadores, un
hospedador vertebrado y uno invertebrado (vector). El ciclo de vida selvatico de la
Enfermedad de Chagas comprende la interaccion entre vectores salvajes
invertebrados y hospedadores vertebrados en distintos ecosistemas naturales del
continente americano. En el ciclo selvatico generalmente existe un balance
ecoldgico entre el parasito y sus vectores y hospedadores, ya que aparentemente el
parasito no afecta a los vectores invertebrados ni a sus reservorios salvajes. El
ciclo doméstico resulta del contacto entre el humano y el vector infectado debido a

la colonizacion de ecosistemas artificiales por los vectores invertebrados y/o a la
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invasion de ecosistemas naturales por parte del hospedador humano. En este ciclo,
donde el hospedador vertebrado es el hombre y sus animales domésticos, el
parasito puede causar un dafo importante en el hospedador con altos niveles de
morbilidad y mortalidad. La interacciéon de los ciclos selvatico y doméstico ocurre
como producto de distintos factores sociales y ecologicos. A modo de ejemplo de la
influencia de estos factores resulta interesante destacar que en regiones selvaticas
de Brasil las poblaciones indigenas conviven con vectores infectados y sin
embargo, los indigenas no padecen la Enfermedad de Chagas ya que el medio
ambiente es preservado por la cultura nativa. Otro ejemplo es la ausencia de casos
autdctonos de Enfermedad de Chagas en los Estados Unidos debido a que el
progreso social no permite la existencia de ecosistemas artificiales que puedan ser

colonizados por vectores infectados (Barreto, 1979).

Mas de cien especies de mamiferos, incluyendo animales domésticos y
reservorios silvestres pertenecientes a los ordenes Marsupialia, Edentata, Rodentia,
Carnivora, Lagomorpha, Artiodactila, Chiroptera y Primata se comportan como
hospedadores vertebrados (Brener, 1979). Se han descripto mas de 80 especies de
insectos pertenecientes a la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae que se
comportan como hospedador invertebrado de T. cruzi. Los géneros Pastrongylus,
Triatoma y Rhodnius son los mas frecuentes. El tipo de vector que transmite la
enfermedad varia de acuerdo a la regidn geografica considerada, siendo en
Argentina, el principal Triatoma infestans. Del idioma quechua surge su

denominacién popular de "vinchuca" (Mazza, 1943).

Diversos intentos han sido realizados para clasificar y/o relacionar los
distintos aislamientos de T. cruzi realizados en distintas partes del continente. Los
métodos bioquimicos o moleculares tales como perfiles electroforéticos, analisis por
esquizodemos, cariotipificacién y “fingerprint” de ADN entre otros, han demostrado
la gran variabilidad existente entre los distintos aislamientos de T. cruzi. Sin
embargo, evidencias recientes indican que es posible agrupar los multiples
aislamientos de T. cruzi en dos linajes principales. Llamativamente, los
aislamientos asignados al linaje 1 corresponden al ciclo doméstico de la
enfermedad mientras que los asignados al linaje 2 corresponden al ciclo selvatico
(Fernandes, 1998; Macedo 1998, de Diego, 1998).



A pesar de la existencia de vias alternativas de transmision, la infeccion por
el vector es la verdadera causa del mantenimiento de la endemia. Estos insectos se
ocultan en grietas y hendiduras del techo y las paredes de viviendas humildes y por
la noche se dejan caer sobre sus habitantes para alimentarse de su sangre mientras
éstos duermen. Inmediatamente después de succionar la sangre, el hematéfago
defeca liberando parasitos que se encuentran en el estadio de tripomastigotes
metaciclicos en las heces. El prurito causado por la picadura lleva al individuo a
facilitar el contacto de las heces contaminadas con la herida, favoreciendo la
penetracion del parasito a través de la piel. La conjuntiva ocular es otra puerta de

entrada frecuente en la infeccion por 7. cruzi (Romana, 1963; Brener, 1979).

Luego de ingresar al individuo, los tripomastigotes metaciclicos invaden
células de varios tejidos, donde se diferencian a amastigotes. Estos se multiplican
por division binaria (cada 12 horas) diferenciandose sélo algunos de ellos en
tripomastigotes. A los 4 6 5 dias la célula parasitada se rompe liberando los
tripomastigotes a la circulacion. Los mismos se diseminan por via hematica e
ingresan a otras células. La infeccién del insecto se produce durante su ingesta, por
succion de las formas tripomastigotes presentes en la sangre del huésped mamifero
(tripomastigotes sanguineos). Estas pasan a la region posterior del intestino donde
se transforman en epimastigotes cortos, que luego de sucesivas divisiones dan
lugar a epimastigotes, responsables del mantenimiento de la infeccion en el
huésped invertebrado. Finalmente, algunos epimastigotes alcanzan el recto y se
diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los cuales son eliminados con las heces
del insecto y depositados sobre la piel o0 mucosas del mamifero. T. cruzi es un
parasito intracelular obligado y por lo tanto debe penetrar en las células del
huésped mamifero para replicarse. Sin embargo, no todas las células tienen la
misma probabilidad de ser infectadas ya que el parasito posee un marcado tropismo

por células de musculo esquelético, tejido cardiaco y nervioso (Santos-Buch, 1985).

Dentro de las vias alternativas de transmisién de la Enfermedad de Chagas
se encuentran la transfusion sanguinea y la transmision transplacentaria (Chagas
congénito). Se estima que en algunas regiones de nuestro pais aproximadamente
el 20% de los dadores de sangre estan infectados (Perez, 1989). En las ultimas

décadas el numero de casos de Enfermedad de Chagas ha aumentado
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considerablemente en zonas urbanas. ElI motivo de este cambio es la
emigracion permanente por motivos socio-econémicos hacia centros poblados de
personas infectadas residentes en zonas rurales.

CICLO DE VIDA DE Trypanosoma cruzi

Tripomastigotes Amastigotes
(sangre} freymbun |
S NN T N N N N e .

INSECTO

Epimastigote: forma flagelada replicativa en el intestino medio del
insecto vector. El flagelo emerge de la regién lateral anterior respecto
a la direccidon del movimiento del organismo y el kinetoplasto es
anterior al nucleo celular. Tripomastigote: forma flagelada no
replicativa dentro de ambos hospedadores. El flagelo emerge del

extremo apical posterior y el kinetoplasto es posterior al nucleo
celular. Amastigotes: forma no flagelada, de localizacion intracelular
en vacuolas acidicas y replicativa en el citoplasma del hospedador.




Una de las consecuencias de estos movimientos poblacionales es la
contaminacion de los bancos de sangre por donantes seropositivos que desconocen
que estan infectados. Se estima que aproximadamente 300.000 individuos
infectados viven actualmente en San Pablo, 200.000 en Buenos Aires y 100.000 en
los Estados Unidos de América. Esta migracion de pacientes infectados es
responsable de la deteccion reciente de los primeros casos de Enfermedad de
Chagas en Estados Unidos. EI mayor riesgo de la presencia de personas
infectadas en regiones donde la Enfermedad de Chagas no es endémica o habitual
se debe a que no se realizan las determinaciones correspondientes a los donantes
de sangre (Schmufiz, 1977, Wendel, 1992 y 1998). Los casos de Chagas
congénito ocurren aproximadamente en el 2% y 4% de los nacimientos de madres
infectadas. Las madres se encuentran usualmente en la etapa indeterminada de la
enfermedad y la transmision se asocia a complicaciones ocurridas durante el parto.
La sintomatologia que presentan estos nifios es muy similar a la observada en la
fase aguda. Finalmente, con menor frecuencia, la transmision puede ocurrir por
contaminacién con heces de triatominos, con parasitos en cultivo, o bien con sangre

de animales inoculados en el laboratorio (Santos-Buch, 1985).

1.2.  FASES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

1.2.1. Fase aguda

La infeccion por T. cruzi ocurre en la mayoria de los casos durante la
primera década de vida del individuo, encontrandose las mayores frecuencias en
nifos de hasta cinco afios de edad. E! periodo agudo puede ser asintomatico o
presentar algunos de los siguientes signos o sintomas: fiebre, temblores,
parasitemia, hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, vomitos y diarrea. En un bajo
numero de casos (1-5%) se observa la aparicion de miocarditis, generaimente
reversible, caracterizada por taquicardia, cardiomegalia y disfuncién cardiaca, a
veces acompafada por alteraciones electrocardiograficas (Laranja, 1956;
Rosenbaum, 1964; Elizari, 1993). Otros signos de importancia diagnostica son los
edemas de puerta de entrada del parasito, dentro de los cuales el mas frecuente
(50% de los casos) es el edema unilateral rodeando al ojo, que también puede

abarcar la glandula lacrimal, conocido como “signo de Romana”. En los casos en
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que la piel es la via de entrada del parasito (25% de los casos) se producen
lesiones cutaneas conocidas como “chagoma”. Ambos tipos de lesiones (signo de
Romafia y chagoma) permanecen durante 30-60 dias (Andrade, 1971). El
diagndstico de la Enfermedad de Chagas aguda se realiza por la observacién de los
sintomas y/o signos mencionados o mediante la deteccion del parasito, antigenos
circulantes o anticuerpos especificos, los cuales aparecen 2 6 3 semanas luego de

la infeccion (Santos-Buch, 1985).

1.2.2. Fase indeterminada

Luego de uno o dos meses del comienzo de la infeccidn desaparecen los
signos y sintomas caracteristicos de la fase aguda y el paciente entra en la fase
indeterminada de la enfermedad. Durante esta etapa, caracterizada por la ausencia
de sintomas, el diagnéstico se realiza mediante la deteccion de anticuerpos contra
T. cruzi o mas dificiimente por la deteccion de parasitos en sangre. La mayoria de
las personas infectadas permanece en este periodo de la enfermedad durante el

resto de su vida (Santos-Buch, 1985).

1.2.3. Fase crénica

Aproximadamente un 30 % (con grandes diferencias regionales) de los
pacientes que se encuentran en la fase indeterminada desarrollan muy lentamente,
con el correr de los anos, sintomas de dano visceral, caracteristica fundamental de
la fase crénica de la Enfermedad de Chagas. La existencia de dafo visceral
comienza a ser aparente entre 10 y 30 afos después de la infeccién (Santos Buch
1985). La manifestacion clinica mas frecuente e importante de dafo visceral en la
Enfermedad de Chagas crénica es la Miocardiopatia Chagasica Crénica
(Rosembaum, 1964). Otras manifestaciones de la Enfermedad de Chagas crénica
observadas con menor frecuencia son los desérdenes de tipo neurolégico o las
formas digestivas (megasindromes) las cuales son atribuidas a la destruccion de
células del sistema nervioso vegetativo (Koberle, 1968) y alteraciones del sistema
nervioso periférico (Sica et al.,, 1986; Gonzalez Cappa, 1987, Losavio et al., 1989).

Al igual que el porcentaje de individuos que desarrollan la patologia chagasica, la



incidencia de las distintas manifestaciones varia considerablemente con la regién

geografica analizada (Santos Buch 1985).

La gran diversidad de sindromes clinicos observados en la Enfermedad de
Chagas y de respuestas inmunoldgicas frente a la infeccidon parasitaria ha sido
atribuida tanto a factores del hospedador como a caracteristicas inherentes a la
cepa infectante de T. cruzi. Una misma cepa de 7. cruzi puede presentar diferentes
grados de virulencia en distintas especies de hospedadores (Wrightsman, 1985;
Macedo 1998). Ademas, una misma cepa puede provocar una enfermedad mas o
menos severa dependiendo de la edad y el estado fisiolégico del hospedador. La
importancia de la cepa parasitaria en la afeccion chagasica, fue evaluada en
experimentos con lineas consanguineas de ratén. Animales singeneicos
presentaron perfiles inmuno-bio-patologicos diferentes de acuerdo a la cepa con la
cual fueron inoculados experimentalmente. Estos experimentos permitieron
caracterizar distintas cepas de laboratorio con diferentes grados de virulencia. Otro
factor de importancia es la cantidad de parasitos inoculados y la existencia de

reinfecciones (Santos-Buch, 1985).

1.3. MIOCARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

La Miocardiopatia Chagasica Cronica (MCC) se manifiesta con frecuencia
en la tercer o cuarta década de vida del individuo. Se trata de una enfermedad
cardiaca altamente incapacitante, progresiva e irreversible practicamente en la
totalidad de los casos. El pronéstico en general es desalentador, ya que
aproximadamente el 90% de los pacientes con MCC mueren dentro de un lapso de
5 anos luego de su diagnéstico. Esencialmente se trata de una panmiocarditis, que
en estadios avanzados cursa con un marcado agrandamiento de las cavidades
cardiacas, hipertrofia, deterioro de la funcion sistolica, disturbios en la conduccién y
arritmias. La MCC se caracteriza por la presencia de una necrosis microfocalizada
y diseminada. Los cardiocitos se observan necrotizados o hialinizados, pero mas
frecuentemente se observa la presencia de cicatrices de tejido conectivo denso que
reemplazan fibras necrotizadas. Este proceso se denomina fibrosis y se encuentra
acompanado por la presencia de un infiltrado celular de tipo inflamatorio (células

mononucleares). La localizacion de los infiltrados también es panmiocardica y
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microfocalizada. En una primera etapa los focos de necrosis, fibrosis e infiltracion
son pocos Yy dispersos; no registrandose signos clinicos ni alteraciones en el
electrocardiograma (ECG) (no pudiéndose distinguir de la etapa indeterminada o
asintomatica). Luego de cierto tiempo el proceso se agrava por la multiplicaciéon de
los microfocos apareciendo los signos clinicos y electrocardiograficos de la MCC
(Laranja, 1956, Rosembaum, 1964; Elizari, 1993).

Las anomalias mas importantes observadas a nivel auricular en estos
pacientes son extrasistoles, disturbios en la conduccién intra-auricular y fibrilacion.
A nivel ventricular, los disturbios en la conduccién y las arritmias son la expresion
evidente del daflo miocardico. El bloqueo de rama derecha, y el hemibloqueo
anterior izquierdo, separados o en forma conjunta son los problemas de conduccién
mas comunes. Un dano mayor del sistema de conduccion puede llevar a distintos
grados de bloqueo auriculo-ventricular. En las zonas endémicas la observacion de
bloqueo de rama derecha y/o bloqueo auriculo-ventricular es una sefal casi
inequivoca de Enfermedad de Chagas. En los casos avanzados de MCC son
frecuentes las contracciones ventriculares prematuras y repetitivas. Estas arritmias
implican un mayor riesgo de eventos de muerte subita, la cual en caso de ocurrir,
representa para algunos pacientes la primera manifestacion de la enfermedad
(Elizari, 1993).

Las anomalias mencionadas son habitualmente detectadas en un ECG de
rutina. A pesar que muchas de estas alteraciones son muy caracteristicas no se
debe soslayar la importancia de cierta subjetividad durante el analisis del ECG.
Recientemente, en un estudio multicéntrico a ciegas seis cardiblogos de seis paises
de América analizaron en forma independiente 100 ECG de pacientes con MCC. La
conclusion de este estudio fue que para algunas anomalias electrocardiograficas,
especialmente las de baja prevalencia, se observoé un bajo nivel de concordancia
inter-observador, indicando que en muchos casos las alteraciones leves no son
correctamente diagnosticadas. En consecuencia, se plante6 un método
estandarizado para la realizaciéon de los ECG con e! fin de alcanzar una unificacion

en el diagnéstico (Elizari, 1993).
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Las caracteristicas distintivas de los ECG que facilitan el diagnéstico
diferencial con respecto a otras cardiopatias dilatadas son: bloqueo de rama
derecha y hemibloqueo anterior, alteraciones segmentarias de la motilidad apical y
aneurisma apical, frecuencia cardiaca lenta por compromiso del nodulo sinusal,
ondas Q anormales, ondas T coronarias negativas y arritmias ventriculares
posteriores malignas (Laranja, 1956; Rosembaum, 1964; Elizari, 1993; Lazzari,
1998).

Como se menciond anteriormente, el motivo del deterioro cardiaco de un
paciente chagasico cronico es una miocarditis activa en constante evolucion. Una
de las caracteristicas distintivas de la MCC es que al observar muestras de
autopsias o biopsias de corazén al microscopio, raramente se encuentran nidos de
amastigotes en las fibras miocardicas (Rosembaum, 1964). A pesar que no se
descarta la posibilidad que el parasito esté presente, muchos autores encuentran
poco probable que el dafio tisular se deba a una accion directa de T. cruzi sobre el
miocardio (Rosembaum, 1964; Koberle, 1968; Lambrecht, 1965, Andrade, 1979).
En autopsias de pacientes con MCC los analisis histolégicos revelaron la presencia
de formas intracelulares de T. cruzi en varios érganos como glandula adrenal, utero,
vejiga, esofago, etc (Wendel, 1992). En todos estos organos la presencia del
parasito es acomparnada por reacciones inflamatorias muy leves o inexistentes,
interpretadas como procesos reparativos o cicatrizantes de alteraciones producidas
en la etapa aguda. Por el contrario, las progresivas lesiones y fibrosis observadas
en las fibras miocardicas sin deteccién histologica de parasitos y el lento curso
temporal de la enfermedad indican la existencia de un proceso en permanente
evolucion. La existencia de una inflamacién cronica activa o que evoluciona
permanentemente sumada al hecho que la localizacién de los focos inflamatorios no
coincide con la de los escasos pseudoquistes de amastigotes, condujo a la idea que
en la generacion de las lesiones propias de la Enfermedad de Chagas cronica se
halla involucrado un componente inmunolégico (Rosembaum, 1964, Koberle, 1968).
Entre los fendmenos inmunolégicos que podrian contribuir a la patogenesis de la
enfermedad la hipétesis de la existencia de un proceso autoinmune ha recibido gran
atencion y base experimental (Hudson, 1985; Kierszenbaum, 1986 y 1999, Tarleton,
1999).
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1.4. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Durante el periodo agudo de la enfermedad, la presencia de parasitos
circulantes permite el diagnéstico mediante la utilizacion de métodos parasitolégicos
directos, como la gota fresca, el Método de Strout, el microhematocrito o indirectos

como el hemocultivo o el xenodiagnéstico (Ledesma Patifio, 1992).

La fase crénica cursa con una muy baja parasitemia y los métodos
descriptos no permiten detectar los escasos parasitos circulantes. Es preciso,
entonces recurrir a métodos serolégicos de diagnéstico (Wendel 1998). Estos
métodos se basan en la deteccidn de anticuerpos contra el parasito empleando
como antigeno un extracto de T. cruzi. Los ensayos mas utilizados son: fijacién de
complemento, hemaglutinaciéon indirecta, inmunofluorescencia indirecta y ELISA.
Pese a la utilidad de estos ensayos, la complejidad y heterogeneidad de esta
mezcla de antigenos permite poner de manifiesto reacciones no especificas. Asi, se
genera un importante numero de reacciones clasificadas como falsos positivos ya
que sueros de pacientes infectados con oftros parasitos o con afecciones
autoinmunes e incluso de dadores normales reaccionan contra el extracto de
T. cruzi (Wendel, 1992).

En los ultimos afios comenzaron a emplearse proteinas purificadas de
T. cruzi caracterizadas previamente como antigenos (Kirchoff 1987, Cooper 1991).
Sin embargo, la purificacion de estas proteinas resultaba muy laboriosa e
ineficiente. EIl advenimiento de las técnicas de biologia molecular permitié clonar
aquellas proteinas antigénicas. Esto redundd en la descripcién de numerosas
proteinas que eran reconocidas por un elevado numero de sueros de pacientes
chagasicos. El analisis de la reactividad de estas proteinas empleando sueros de
pacientes agudos y cronicos demostro la existencia de anticuerpos especificos para
cada fase de la enfermedad (Levin, 1991). La mayoria de estas proteinas son
reconocidas por sueros de pacientes chagasicos cronicos (Luquetti, 1990;
Goldenberg, 1991; Grubert, 1993; Paranhos-Barcalla, 1994) y algunas de ellas
preferentemente por pacientes en la etapa aguda de la infeccidn (Affranchino,

1989) lo cual permite realizar un diagnéstico diferencial.
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En el ano 1990 y 1991 la Organizacion Mundial de la Salud y el CYTED
organizaron ensayos multicéntricos con el fin de comparar en ensayos
estandarizados y a doble ciego la potencialidad diagnéstica de varios antigenos
(Moncayo, 1990; Levin, 1991). En ambos casos, los antigenos Ag1/JL7/H49, Ag2 y
A13 resultaron ser excelentes marcadores de infeccidn chagasica cronica (indice
Kappa > 0.80) (lbafez, 1988, Moncayo, 1990; Levin, 1991). EIl antigeno
recombinante JL7 codifica para una secuencia repetitiva de 68 aminoacidos, similar
a la presente en el antigeno 1 (Ibanez, 1988), en el antigeno FRA (Lafaille, 1989) y
el recombinante H49 (Cotrim, 1990). Se trata de un fragmento de una proteina
flagelar de 7. cruzi de aproximadamente 300 kD (Lafaille, 1989), asociada al
citoesqueleto, e involucrada en la unién del flagelo al cuerpo celular del parasito
(Cotrim, 1990 y 1995).

Sin embargo, a pesar de los adelantos descriptos, el diagnéstico de rutina
en las unidades hospitalarias actualmente se realiza por medio de reactivos
comerciales basados en extractos de T. cruzi. Este tipo de ensayo diagnéstico
continia siendo utilizado a pesar de su falta de especificidad, considerables
variaciones en la reproducibilidad y confiabilidad y la falta de una correcta
estandarizacion. Recientemente, en un estudio llevado a cabo sobre 541 sueros
provenientes de 9 paises de Latinoamérica se compard el valor predictivo de 6
antigenos recombinantes (H49, JL7, A13, B13, JL8, 1F8) contra los métodos
tradicionales. Estos antigenos demostraron poseer en forma combinada mejor
sensibilidad y especificidad que los métodos usualmente empleados. Los
resultados de este estudio indican que el diagndstico de la Enfermedad de Chagas
puede ser mejorado sustancialmente mediante la combinacion en un kit diagnostico

de algunos de estos antigenos recombinantes de T. cruzi (Umezawa, 1999).

En forma paralela al perfeccionamiento de los métodos de diagnéstico
inmunologicos comenzaron a desarrollarse las técnicas de diagnéstico por PCR.
Estos ensayos se basan en la deteccién de ADN de parasito en muestras de
sangre, de tejidos e incluso de preparados histologicos. Basicamente, se han
desarrollado dos tipos de reacciones de PCR: una de ellas amplifica una secuencia
de ADN de minicirculos (Avila, 1991) y la otra amplifica una secuencia de 188 pb de

la secuencia repetitiva del ADN nuclear altamente repetitivo (Moser, 1989). Estas
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secuencias son altamente especificas de T. cruzi y por lo tanto una de las mayores
ventajas del ensayo es su gran especificidad. La sensibilidad del ensayo es
también elevada habiéndose calculado que puede detectar la presencia de un solo
parasito en diez mililitros de sangre. A pesar de lo promisorio que resulta este
método de detecciéon, tal vez no pueda superar la elevada sensibilidad y
especificidad que brindan la nueva generacién de antigenos recombinantes. Sin
embargo, en algunos casos el diagnéstico de T. cruzi por PCR posee grandes
ventajas sobre las técnicas inmunologicas. La diferencia radica en que la
determinacion inmunolégica es un método indirecto que sélo detecta los anticuerpos
anti-parasito. De esta forma el diagnéstico por PCR puede resultar mas eficiente
para la deteccidn temprana de la transmision congénita (Diez, 1998), para decidir el
inicio de la terapia antiparasitaria y realizar su seguimiento (Gomes, 1999;
Russomando, 1998). Recientemente, Schijman et al. (resultados no publicados)
detectaron en un paciente transplantado la reactivacién de la parasitemia en 30 dias

antes por PCR que utilizando los métodos convencionales.

1.5. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

El tratamiento actual de los pacientes chagasicos con miocarditis tiene como
fin contrarrestar las alteraciones en el funcionamiento cardiaco generadas por la
infeccidén. Las alteraciones presentes en pacientes con Enfermedad de Chagas son
en muchos aspectos similares a las observadas en pacientes con cardiomiopatia
dilatada idiopatica (CDI). En consecuencia, el tratamiento es similar en ambas
enfermedades y por lo tanto los distintos tipos de arritmias y alteraciones pueden
ser controladas con antagonistas f-adrenérgicos, amiodarona, verapamil, ajmalina,
etc (Rosembaum,1983; Chiale, 1984; Haedo, 1986, Mendoza, 1994).

Este tipo de tratamiento resulta paliativo y no curativo ya que en ningun
caso se ataca directamente al parasito. Mas aun, al momento de aplicar esta
terapia, resuita en muchos casos irrelevante el hecho de que el paciente esté
infectado o no por T. cruzi El tratamiento de estos pacientes con sustancias
parasiticidas no se practica en forma generalizada a pesar del conocimiento de la

existencia de este tipo de drogas desde hace varias décadas (Viotti, 1994).
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En los ultimos 20 a 30 afos se han desarrollado distintos tipos de drogas
antiparasitarias (tripanomicidas) y su efecto ha sido estudiado en modelos
experimentales. Entre ellas pueden citarse los inhibidores de cistein proteasa
(Scheidt, 1998; Engel, 1998), los nitrofuranos (nifurtimox, Bayer, recientemente
discontinuado) y los nitroimidazoles (benznidazole, Roche) (de Castro, 1993). Sin
embargo en vastas zonas del continente se carece de politicas claras en relacién al
tratamiento tripanomicida de los pacientes chagasicos. El resultado de esta
situacion es una gran heterogeneidad de criterios 1o cual lleva a adoptar distintas
tipos de tratamientos en cada centro asistencial independientemente de una politica
nacional o regional (Fragata Fitho, 1995, Coura, 1996). En nuestro pais, por
ejemplo, las normas de aplicacion de estas drogas tripanomicidas datan del afo
1983 (Normas para Atenciéon Médica del Infectado Chagasico, Ministerio de Salud y
Accidn Social, Buenos Aires, Argentina, 1983). A pesar que esta norma recomendé
procedimientos para tratar los casos agudos de la enfermedad, estas

recomendaciones no fueron de uso generalizado.

Desde hace varios afos existe cierto grado de consenso en que las drogas
tripanomicidas se deben usar en la fase aguda (independientemente de que la ruta
de infeccibn haya sido congénita, vectorial, transfusional o accidental) y en
pacientes inmunosuprimidos o transplantados. (Fragata Filho, 1995; Coura, 1996,
Luquetti, 1997). Esta actitud se encuentra respaldada por abundante evidencia
experimental. En el caso de pacientes agudos, generalmente nifios, el tratamiento
con nifurtimox (NFX) o benznidazole (BNL) provocd elevados porcentajes de
seroconversion y de eliminacién total del parasito (Moya, 1985; Shikanai-Yasuda,
1990; de Andrade, 1996; Russomando, 1998; Sosa Estani, 1998). Algunos de estos
ensayos fueron realizados por organismos dependientes de la autoridad sanitaria
nacional (en Argentina, el Instituto Nacional Fatala Chaben) (de Andrade, 1996;
Sosa Estani, 1998) lo cual hace pensar que en el corto plazo este criterio sera
adoptado como politica oficial. En el caso de pacientes chagasicos transplantados
o infectados con el virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH) se observé que el

tratamiento con NFX o BNL impidio la reactivacién del parasito (de Carvalho, 1996).

A diferencia del tratamiento de pacientes en la fase aguda, existe gran

controversia acerca del tratamiento antiparasitario de los casos sub-agudos,
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cronicos e indeterminados, es decir la gran mayoria de los pacientes chagasicos
(Fragata Filho, 1995). Los principales argumentos en contra de la aplicacion de
estas drogas son la existencia de efectos colaterales y la conviccion de una buena
parte de la comunidad médica que este tipo de tratamiento es improductivo para
pacientes que en su mayoria nunca desarrollaran la enfermedad (indeterminados).
En el caso de los pacientes crénicos resulta mas dificil explicar el origen de la
resistencia a la aplicaciéon del tratamiento tripanomicida. Sin duda, uno de los
motivos principales es que aun se debate la presencia del parasito en los corazones
de los pacientes chagasicos con MCC. En efecto, durante anos se aseverd que la
presencia de pseudoquistes de amastigotes en el corazén era escasa y que su
localizacidon no coincidia con la de los focos inflamatorios. De acuerdo con esta
evidencia, si el parasito no juega un rol importante en la patogénesis de la MCC, la
aplicacién del tratamiento tripanomicida no redundara en ningun beneficio para el
paciente. Sin embargo, nuevas evidencias sugieren la presencia del parasito en el
corazdén de pacientes con Enfermedad de Chagas crénica. Entre estas evidencias
pueden citarse la deteccion de parasitos en las lesiones cardiacas mediante
inmunohistoquimica, PCR y PCR “in situ” (Jones, 1993; Higuchi, 1993; Brandariz,
1995, Olivares-Villagomez, 1998) y la reactivacion de la infeccion en pacientes
inmunosuprimidos (por transplante, infeccién por HIV o tratamientos con corticoides)
(Rassi, 1998). Mediante el uso de PCR también se observé recientemente en
ratones infectados con T. cruzi una absoluta correlacion entre la persistencia de

parasitos y la presencia de lesiones en tejido muscular (Zhang, 1999).

En conjunto, estos resultados revalorizan el rol del parasito y sugieren que
T. cruzi tiene una gran importancia en la patogénesis de la MCC. Estas nuevas
evidencias, reclaman atencién y proponen una profunda revisién de los criterios
actuales relacionados a la aplicacién de tratamientos antiparasitarios en pacientes
con Enfermedad de Chagas cronica (Levin, 1993). Dado que estos pacientes son
los principales afectados por esta enfermedad es obligacibn de la comunidad
cientifica y médica determinar urgentemente la utilidad de estos tratamientos sobre
la calidad y expectativa de vida de los mismos. Al respecto, en el transcurso de las
ultimas dos décadas se han realizado en forma aislada, fundamentaimente en
Brasil, ensayos clinicos con Benznidazole y Nifurtimox en pacientes chagasicos en

el estadio cronico o indeterminado de la enfermedad. Los resultados de estos
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tratamientos no fueron uniformes y la eficacia del tratamiento varié entre distintas
areas geograficas, probablemente debido a las diferencias en la cepa infectante. A
pesar de ello, se observaron importantes porcentajes de seroconversién y
eliminacion del parasito (Cancado, 1975; Schenone, 1981; Ferreira, 1990; Levi,
1996; Coura, 1997; Apt, 1998). Ademas, se observd que la administracién de estas
drogas genera efectos colaterales como anorexia, vomitos y dermatopatias
alérgicas, pero se ha descripto un método alternativo para administrar BNL que
reduce los efectos colaterales (Carpintero, 1983). A pesar de la escasa experiencia
en este tema en nuestro pais, Viotti et al. (1994) trataron 131 pacientes con BNL y
realizaron un seguimiento a lo largo de diez afnos. En el transcurso de este trabajo
se observo una marcada reduccién en la aparicién de ECG patoldgicos, un menor
progreso hacia cardiopatias, un menor deterioro clinico y seronegativizacion o
disminucién en los niveles de anticuerpos anti-T. cruzi. La conclusién general de
estos ensayos es que si bien estas drogas no son ideales el resultado es alentador
y su administracion resulta de utilidad para los pacientes con Enfermedad de
Chagas cronica o indeterminada. Recientemente, varios afos después de
obtenidas las citadas evidencias experimentales, el Ministerio de Salud de nuestro
pais, revisé la norma original y aprobé un nuevo procedimiento (Resolucion N°
28/99 Secretaria de Programas de Salud, Ministerio de Salud y Accién Social de la
Nacién). Este nuevo procedimiento recomienda la aplicacion de Benznidazol en
pacientes en la etapa aguda o indeterminada de la Enfermedad de Chagas y
pacientes con “forma cardiaca incipiente asintomatica”. También se recomienda el

tratamiento en casos de accidente con material contaminado con T. cruzi.

A pesar del avance que implica la aplicacién del Benznidazole, es necesaria
la aparicion de drogas mas especificas contra el parasito. Sin embargo, la falta de
interés de los laboratorios farmacéuticos en el desarrollo de estas drogas asi como
la falta de fondos de las Agencias de investigacién y Universidades Nacionales de
los paises latinoamericanos conspira contra el objetivo de obtener mejores drogas
(Coura, 1996). No obstante, recientemente se observdé que drogas utilizadas
habitualmente en el tratamiento de infecciones causadas por hongos (Urbina, 1996;
Urbina, 1998) también poseen actividad antiparasitaria. Estas drogas pertenecen a
la familia de inhibidores de la biosintesis de esteroles e inhiben la enzima esterol

C14 o demetilasa. Como T. cruzi no puede usar el abundante colesterol presente
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en su hospedador mamifero, la inhibicién de la sintesis de esteroles endogenos
impide su proliferacion y supervivencia. En ensayos realizados en ratones
infectados con distintas cepas de T. cruzi se observd que estas drogas eran entre 3
y 4 ordenes de magnitud mas potentes que BNL y NFX para la eliminacion del
parasito. También se determin6 que poseen amplio espectro y baja toxicidad lo cual
podria ser alentador en el tratamiento de la Enfermedad de Chagas (Urbina, 1999 ;
Molina, 2000).

1.6. ENFERMEDAD DE CHAGAS e INMUNOSUPRESION

Cuando el avance del dafo cardiaco no puede ser detenido se llega a lo
que se denomina fase final de la MCC donde el nivel de insuficiencia cardiaca es
tal que la vida del paciente corre grave peligro. En estos casos, la unica terapia
posible es el transplante cardiaco. En nuestro pais no se ha realizado este tipo de
tratamiento en pacientes chagasicos ya que se lo consideré contraindicado debido
a la posible recurrencia de la infeccién por la inmunosupresion. Sin duda, otros
factores que contribuyen a esta situacion es la escasa concientizacion sobre la
donacion de érganos y el elevado costo de la operacion, inaccesible para la
mayoria de los pacientes chagasicos. En Brasil, sin embargo, este tipo de
operaciones se realiza con mayor frecuencia y a la fecha se han realizado mas de
70 transplantes de corazon a pacientes con Enfermedad de Chagas en los ultimos
15 anos (Stolf, 1994 ; de Carvalho, 1996 ; Bocchi, 1996).

Durante el transplante cardiaco el paciente debe ser sometido a
tratamientos inmunosupresores para disminuir el riesgo de rechazo del nuevo
corazon. En el caso de los pacientes chagasicos esta situacion plantea un nuevo e
interesante escenario desde el punto de vista cientifico: la infeccién por T. cruzi en
un hospedador inmunosuprimido. En los primeros transplantes de este tipo se
observod, al igual que ocurre en ratones inmunosuprimidos, una reactivacion de la
infeccion (Tarleton, 1994 y 1996). Las manifestaciones clinicas observadas
durante esta reactivacion presentan caracteristicas propias, ya que hay elevada
parasitemia como en la fase aguda y un gran dano visceral como en la fase crénica
(Bocchi, 1996; Luquetti, 1997). Por este motivo, durante mucho tiempo la

realizacion de transplantes de corazén a pacientes chagasicos fue desaconsejada.
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Recientemente, de Carvalho et al. (1996) realizaron un analisis
retrospectivo de todos los transplantes cardiacos llevados a cabo en la Universidad
de San Pablo. En todos los casos los pacientes fueron tratados en forma
simultanea con ciclosporina y azathioprina (tratamiento inmunosupresor) y también
con benznidazole para inhibir la reactivacion del parasito. Sorprendentemente, el
porcentaje de rechazo en los pacientes chagasicos fue significativamente menor
que en los pacientes no chagasicos operados en idénticas condiciones. Mas aun,
en los pacientes chagasicos que produjeron eventos de rechazo éstos fueron menos
severos que en |os no chagasicos. La expectativa de vida de estos pacientes (65%
en 10 aros) fue similar a las habituales para este tipo de operaciones,
observandose una evidente mejora en su calidad de vida (Amato, 1997). El

tratamiento con benznidazole previno en forma efectiva la reactivacion del parasito.

Por su parte, Bocchi et al. (1996) realizaron transplantes de corazon en dos
grupos de pacientes tratados con benznidazole y distintas dosis de ciclosporina. En
el grupo de pacientes tratados con bajas dosis de ciclosporina los resultados fueron
similares a los descriptos por de Carvalho, mientras que en el grupo de pacientes
tratados con mayores dosis de ciclosporina se observé reactivacion del parasito en
el 55% de los casos. Estos resultados indican que ante la depresion del sistema
inmune el parasito no puede ser controlado y reanuda su ciclo de proliferacién. Por
consiguiente, para evitar la reactivacion de la enfermedad es necesario realizar el
tratamiento antiparasitario y ademas impiementar un tratamiento inmunosupresor
que no sea muy agresivo. La eficacia del tratamiento con BNZ también ha sido
demostrada en el caso de pacientes chagasicos que recibieron transplante de
médula (Altclas, 1996), rifidn e higado (Jardim, 1994).

En funcidn de las citadas evidencias experimentales, el Ministerio de Salud
de nuestro pais (Resolucion N° 28/99 Secretaria de Programas de Salud,
Ministerio de Salud y Accion Social de la Nacién) recomendoé aplicar el
tratamiento con Benznidazole en todos los transplantes de 6rganos donde
intervenga un paciente chagasico u érganos provenientes de pacientes

chagasicos.
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Otra situacion de inmunosupresion en la cual se produce la reactivaciéon de
la Enfermedad de Chagas es el caso de pacientes VIH positivos infectados con
T. cruzi. En estos pacientes se observd una alta frecuencia de reactivacion de la
Enfermedad de Chagas, que en un considerable nimero de casos (25%) condujo a
una severa enfermedad cardiaca. Se ha informado que en este proceso de
reactivacion el parasito puede afectar ademas dei corazdn, el sistema nervioso y
digestivo. En estos casos el tratamiento con BNZ redujo la parasitemia, estabilizd
el estado clinico y controld el dafo cardiaco en estos pacientes (Sartori, 1998 y
1998a). Estos resultados plantean la necesidad de que T. cruzi sea incluido en la
lista de patdgenos oportunistas que afectan a pacientes inmunocomprometidos por
SIDA (Ferreira, 1997).

Una de las caracteristicas mas llamativas de la miocardiopatia chagasica
cronica es la relativa ausencia de T. cruzi en las regiones lesionadas de los tejidos
afectados. Con el transcurso de los afos esta observacion se repitio
sistematicamente y se transformé en una de las caracteristicas de la infeccion mas
claramente demostradas. Sin embargo, estas observaciones fueron realizadas
empleando microscopia 6ptica de limitada sensibilidad. En los ultimos afos el
advenimiento de técnicas mas sensibles como inmunohistoquimica y PCR permitié
demostrar que en realidad el parasito se encuentra presente en las lesiones. En el
mismo sentido, los resultados obtenidos en pacientes inmunosuprimidos debido a la
infeccién por VIH o a la realizacion de transplantes concuerdan en demostrar la
presencia de T. cruzi en el paciente infectado. La reactivacion del parasito en un
hospedador inmunosuprimido también se ha demostrado en pacientes no
chagasicos que reciben 6rganos de pacientes chagasicos. En estos casos el
transplante de rifon (de Faria, 1993; Carvalho, 1997) e higado (Vazquez, 1993)
provenientes de pacientes de zona endémica provoco la reactivacion del parasito y
la transmision de la Enfermedad de Chagas a los pacientes que recibieron el érgano
transplantado. Estos resultados indicarian que si bien el organismo no es capaz de

erradicar al parasito, éste es controlado por el sistema inmune.
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1.7. PATOGENESIS DE LA MIOCARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

En el transcurso de los 90 afios transcurridos desde la descripcion de la
Enfermedad de Chagas en 1909 varias teorias han sido sugeridas para explicar su
patogénesis. En las ultimas dos décadas han predominado las hipétesis que
sostienen la existencia de procesos autoinmunes en la generacion de la
enfermedad. Sin embargo, en forma esporadica, contindan publicandose trabajos
que defienden teorias no autoinmunes que tuvieron gran auge en los afos "60 y

"70. Entre estas teorias, la que recibié mayor atencién es la hipotesis neurogénica.

1.7.1. Hipétesis no autoinmunes

Una de las primeras ideas desarrolladas para explicar el origen de las
lesiones observadas en la forma cardiaca y digestiva de la Enfermedad de Chagas
fue la hipdtesis neurogénica. Esta hipotesis postula que el agrandamiento y
dilatacién del 6rgano son consecuencia de ia destruccién selectiva por el parasito
de neuronas postganglionares con control autonomo sobre el érgano afectado. La
destruccion de la inervacién parasimpatica llevaria a una dominancia no
compensada del sistema simpatico, haciendo a las células cardiacas hipersensibles
a los efectos de las catecolaminas. Sin embargo, este tipo de denervacion también
puede ser observado en otras afecciones cardiacas. Este resultado y la falta de
correlacion entre la ubicacion de estas lesiones y la presencia del parasito ha
llevado a pensar que el dafio neuronal es una consecuencia antes que una causa
de la MCC (Davila, 1989). Efectivamente, estudios morfolégicos y funcionales
recientes sugieren que las anormalidades en el sistema simpatico y parasimpatico
estan precedidas por dafo en el miocardio y disfunciones en el ventriculo izquierdo
(Davila, 1998).

Por otra parte, se ha postulado que alteraciones en la microcirculacion
cardiaca que lleven a isquemias pueden ser causa de dafio en el tejido cardiaco
(Rossi, 1984). La evidencia a favor de esta hipbtesis es la observacion de
hipoperfusion en regiones de vasculatura normal, sugiriendo que los problemas de

circulacién pueden preceder y generar el dafio del tejido cardiaco (Tanowitz, 1996,
Rossi, 1997).



Existe una tercer teoria que sostiene que los granulocitos (eosindfilos y
neutréfilos) inicialmente reclutados para eliminar restos celulares y/o parasitos
podrian degranularse y causar mayor dano tisular. El mayor dafio tisular generaria
un reclutamiento adicional de granulocitos amplificando el efecto de destruccion
tisular (Kierszenbaum, 1996). Esta hipétesis surgidé de la observacién de
correlacion entre el numero de eosindfilos en los infitrados inflamatorios y la

severidad de las lesiones (Molina, 1987).

1.7.2. Hipétesis autoinmune

A pesar de que el mismo Carlos Chagas (1934) y otros autores en la década
del 40 (Margarifos Torres, 1941) postularon la existencia de “...una reaccién
alergica del huésped contra T. cruzi que destruye las células cardiacas...”, durante
la mayor parte de este periodo la hipétesis autoinmune no recibi®é mucha atencion.
Hacia mediados de los afilos 70 se publicaron algunos trabajos que hacian
referencia a la existencia de mecanismos autoinmunes en la Enfermedad de
Chagas. En esos trabajos se describié la presencia de anticuerpos contra
antigenos de endocardio, vasculares e intersticiales (EVI) (Cossio, 1974), contra
vainas de Schwann de nervios periféricos (Khoury, 1979), contra reticulo
sarcoplasmatico de musculo estriado (Acosta, 1983; Santos Buch, 1985a) y contra
cerebelo de rata (Ribeiro dos Santos 1979) en sueros de pacientes chagasicos.
Varios afios después, los autores de algunos de esos trabajos (Cossio, 1974;
Khoury, 1979) debieron retractarse al advertir la naturaleza heterofilica de los
anticuerpos anti-EVI y anti-tejido nervioso (Khoury, 1983). Esto condujo a una
revision de todos aquelios trabajos en los que se utilizaron sistemas alogeneicos,
llegando a la conclusién de que en muchos casos los anticuerpos detectados en
realidad reaccionaban contra antigenos no humanos presentes en los preparados
animales utilizados. A pesar de ello, dichas investigaciones, lograron focalizar la
atencion de parte de la comunidad cientifica sobre la posibilidad de la existencia de
fendmenos autoinmunes en la Enfermedad de Chagas. Los resuitados de este
cambio de pensamiento se comienzan a ver hacia mediados de la década dei 80,
cuando un gran numero de trabajos informa de manera mas convincente la
participacién de fenédmenos autoinmunes en la Enfermedad de Chagas (Hudson,
1985; Kierszenbaum, 1986; Petry, 1989). En el transcurso de los ultimos 15 affos se
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han acumulado evidencias experimentales para establecer la importancia de los
fendmenos autoinmunes en la patogénesis de la Enfermedad de Chagas, a punto tal
que actualmente es la hip6tesis mas aceptada para explicar la etiologia de la MCC
(Kierszenbaum, 1999; Tarleton, 1999). Sin embargo, menor es el acuerdo en cuanto
a los diferentes componentes del sistema inmune (celulares y humorales) que

estarian involucrados en la MCC.

1.7.2.1.Autoinmunidad mediada por células

Se ha demostrado la existencia de linfocitos de pacientes chagasicos
capaces de proliferar en presencia de extractos de corazén humano (Todd, 1983;
Mosca, 1985), asi como de ejercer un efecto citotoxico sobre células cardiacas
fetales humanas (Texeira, 1978). Acosta y Santos Buch (1985) demostraron la
accion citolitica de linfocitos de ratones infectados sobre fibras miocardicas
singeneicas. Hontebeyrie et al. (1987) observaron que linfocitos T CD4"
provenientes de ratones créonicamente infectados inducian una reaccién de
hipersensibilidad retardada anti-T. cruzi al ser transferidos a ratones virgenes de
infecciéon. Asimismo, se observé que la inoculacidon de estos linfocitos en nervios
ciaticos de animales singeneicos provocaba reacciones inflamatorias comparables a

las encontradas en la Enfermedad de Chagas crénica experimental.

Otro modelo que ha resultado utii en el estudio de las reacciones
inmunoldgicas contra el corazon es el desarroliado por Ribeiro dos Santos et al.
(1992). Este modelo consiste en el implante subcutaneo de corazones de ratones
BALB/c recién nacidos en la oreja de ratones singeneicos. El corazén implantado
generalmente inicia su actividad contractil 7 dias después de realizado el implante.
Cuando los implantes fueron realizados en animales infectados cronicamente con
las cepas altamente virulentas Y o Colombia de T. cruzi se observd, al cabo de 20
dias, que los injertos eran completamente rechazados. Por el contrario, en animales
controles no infectados o infectados con cepas no virulentas los implantes
persistieron mas de un afo. Utilizando anticuerpos monoclonales anti-CD4 o anti-
CD8 se demostré que los anticuerpos anti-CD4 prevenian el rechazo del implante.
Mas aun, la inoculaciéon de células CD4" provenientes de ratones infectados con

cepas virulentas en orejas de ratones singeneicos con implante de corazén indujo
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rapidamente el rechazo del mismo (Ribeiro dos Santos, 1990). Sin embargo,
Tarleton et al. (1997) no pudieron reproducir estos resultados al realizar los
implantes en ratones C3H/HeSnJ y C57BL/6J infectados crénicamente con las
cepas Brasil y Sylvio X10/4 ya que los corazones implantados no fueron
rechazados. Por el contrario, los corazones fueron rechazados sélo si el implante se
realizaba en el periodo agudo de la infeccién. Llamativamente, las células

involucradas en este rechazo fueron linfocitos T CD8".

1.7.2.2. Autoinmunidad humoral

Las distintas teorias que explican el origen de los autoanticuerpos en la
Enfermedad de Chagas crénica son la activacién policlonal B, el mimetismo

molecular y la liberacion de autoantigenos.

La teoria de la activacién policional B sostenida por el grupo de Coutinho,
afirma que la infeccién por el parasito produce una alteracién del sistema inmune
que provoca una expansion inespecifica e indiscriminada de linfocitos B, incluyendo
los autorreactivos (D'lmperio Lima, 1986). En el marco de esta hipbtesis este grupo
informé la presencia de linfocitos B y T activados en ratones infectados con 7. cruzi.
La respuesta inmune desarrollada es de tipo policlonal y ademas la mayor parte de
las células B activadas no reaccionan contra antigenos de T. cruzi y si lo hacen

contra antigenos murinos (D'imperio Lima, 1985; Minoprio, 1988).

Termnynck et al. (1990) analizaron los autoanticuerpos producidos durante la
infeccion experimental en comparacion con los autoanticuerpos naturales presentes
en ratones normales. Se observéd altos niveles de anticuerpos (IgG e IgM) anti-
actina, anti-miosina, anti-tubulina, anti-mioglobina y anti-ADN en el periodo de
mayor parasitemia. Ademas se determiné que luego de un afio de infeccion, el 50%
de los animales presentaban niveles elevados de autoanticuerpos (I1gG), en
particular anti-tubulina indicando que los autoanticuerpos naturales estaban
afectados durante la infeccién por T. cruzi, no s6lo porque eran producidos en
mayor cantidad, sino porque presentaban mayor afinidad y especificidad por los
determinantes antigénicos hacia los cuales estaban dirigidos. Las alteracicnes del

sistema inmune descriptas han sido explicadas postulando una posible liberacion de
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mitdgenos inespecificos por parte del parasito o por la deplecion de células
inmunorreguiatorias (Minoprio, 1989). Sin embargo, ninguno de estos procesos ha
podido ser establecido. En un caso de infeccion accidental por T. cruzi descripto
por Grauert et al. (1993), se observd elevados niveles de anticuerpos contra T.
cruzi, asi como también contra laminina, tubulina, seroalbumina bovina, mielina,
tubulina y actina al dia 17 post infeccion. Sin embargo el titulo de anticuerpos
contra estos antigenos comenz6 a descender al dia treinta. Estos resultados
constituyen el primer caso documentado de activacién policional B en |la fase aguda
de la infeccién humana. A pesar de la evidencia descripta, es necesario resaltar
que tales alteraciones en la respuesta B no han podido ser observadas aun en

pacientes en el estadio crénico de la Enfermedad de Chagas.

Las otras teorias que explican la existencia de autoanticuerpos en la
Enfermedad de Chagas son la existencia de mimetismo molecular y la liberaciéon de
autoantigenos. El término mimetismo molecular hace referencia a la similitud entre
moléculas o fragmentos de moléculas de T. cruzi y de su hospedador a nivel de su
estructura conformacional o de su secuencia aminoacidica (Oldstone, 1987,
Damian, 1989; Oldstone, 1998). La existencia de mimetismo a nivel molecular seria
la causa por la cual las células y los anticuerpos dirigidos inicialmente contra
antigenos parasitarios finalmente reaccionarian contra antigenos propios, jugando
de esta forma, un rol accidental pero determinante en la patogénesis de la
Enfermedad de Chagas (Eisen, 1991; Oldstone, 1998).

La existencia de epitopes compartidos por T. cruzi y tejidos de mamifero ha
sido claramente demostrada por diferentes autores. Se ha informado la existencia
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas del parasito capaces de
reaccionar contra estructuras del mamifero tales como proteinas neuronales (Wood,
1982; Snary, 1983) o musculares (Zwirner, 1994). Otras proteinas que presentan
mimetismo molecular son algunas proteinas flagelares (Engman, 1989), proteinas
de choque térmico (Engman, 1990), tubulina (Paulin, 1988) y proteinas ribosomales
P (Levin, 1989; Schijman, 1992a; Skeiky, 1992).

Van Voorhis y Eisen (1989) identificaron una proteina flagelar de

tripomastigotes de T. cruzi de 160 KDa (FI-160) mediante el rastreo de una
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biblioteca de ADNc con suero de un raton crénicamente infectado. Los anticuerpos
anti-FI-160 reconocian ademas una proteina de 48 Kda presente en tejido nervioso
y ausente en extractos proteicos de corazén, musculo, higado y rifdn. Los autores
observaron asimismo que el 44% de los sueros chagasicos reconocian FI-160 y
plantearon la posibilidad de que los anticuerpos anti-FI-160 estuvieran involucrados
en la produccion del dano neuronal observado ocasionalmente en pacientes con
Enfermedad de Chagas. Sin embargo, posteriormente no se encontré correlacion
entre la capacidad de los sueros de pacientes chagasicos de reconocer FI-160 y el
estado clinico del paciente (Van Voorhis, 1991). Utilizando una estrategia similar,
Kerner et al. (1991) aislaron un antigeno recombinante de T. cruzi denominado K1-
7, con alta homologia con la proteina asociada a microtubulos (MAP, “microtubule-
associated protein”). El antigeno no sélo era reconocido por sueros de pacientes
chagasicos sino que estos anticuerpos anti-K1-7 reaccionaban en forma cruzada
con proteinas de citoesqueleto de T. cruzi y de fibroblastos, asi como también con
preparaciones de microtubulos de cerebro bovino. Interesantemente, anticuerpos
monoclonales especificos contra microtubulos de cerebro bovino eran capaces de
reaccionar con el antigeno recombinante K1-7 de T. cruzi. Por otra parte, la
localizacion citoplasmatica de K1-7 implica que su interaccion con el sistema
inmune del hospedador requiere la destruccion del parasito. Al respecto,
McCormick et al. (1993) demostré que anticuerpos presentes en suero de ratones
infectados reaccionaban con una proteina citoplasmatica de 43-45 Kda presente en
corazéon y musculo esquelético. Mc Cormick y Rowland (1989) sefalaron la
aparicion de anticuerpos anti-miocardio durante la fase aguda y cronica de la
infeccion experimental y a través de ensayos de absorcion demostraron que los
antigenos reconocidos estaban presentes tanto en extractos de tripomastigotes
como de miocardio y musculo estriado, pero ausentes en musculo liso. Luego se
precis6 que las proteinas blanco de esta reaccion eran la miosina y desmina
(Tibbetts, 1994).

Mas recientemente, Cunha Neto et a/. (1995) informaron en un controvertido
trabajo la presencia de anticuerpos contra la cadena pesada de miosina cardiaca
(CMHC) en el 100% de los sueros provenientes de dadores normales, pacientes
chagasicos agudos y pacientes chagasicos cronicos. Anticuerpos anti-CMHC

aislados a partir del 61% de los sueros de pacientes cronicos y del 9% de los
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sueros de pacientes agudos estudiados reconocieron una proteina de T. cruzi de
aproximadamente 116 KDa denominada B13, la cual no fue reconocida por
anticuerpos anti-miosina provenientes de los dadores normales. La secuencia de
homologia entre la proteina B13 y la CMHC fue identificada en el hexapéptido
AAALDK de CMHC (la proteina B13 posee la secuencia AAAGDK). Los autores
propusieron que la reactividad anti-miosina observada en sueros de dadores
normales y pacientes chagasicos se debe a la presencia de anticuerpos naturales,
los que difieren en su especificidad contra miosina. Mientras que |a reactividad anti-
miosina pudo ser inhibida al preincubar los sueros provenientes de pacientes
chagasicos (crénicos y agudos) con el péptido AAAGDK de B13, no ocurrié lo
mismo con los sueros normales. En ese trabajo no se estableci6 si la reactividad
observada en el 39% de los sueros chagdasicos que no reconocen B13 pero si
miosina se debe a los anticuerpos naturales. Es necesario destacar que la baja
reactividad contra B13 observada en los sueros provenientes de pacientes
chagasicos no es muy distinta a la observada en sueros de pacientes con
cardiomiopatia idiopatica dilatada y otras cardiopatias, lo cual plantea ciertos
interrogantes sobre las conclusiones alcanzadas. Los resultados mencionados
contrastan totalmente con los obtenidos por Tibbets et al. (1994) quienes
observaron que el suero proveniente de ratones hiperinmunizados con un extracto
de corazén o con miosina purificada no reaccionaba por Western blot con ninguna
proteina de T. cruzi. Recientemente, Baig et al. (1997) refutaron los resultados de
Cunha Neto et al. (1995) en un trabajo donde se estudiaron 15 pacientes crénicos y
agudos de Argentina. Ninguno de los sueros estudiados presento anticuerpos
contra tejido cardiaco en general y contra miosina en particular. Sueros de dadores
normales provenientes de Argentina y Europa presentaron 0% y 3,5% de reaccion

contra antigenos proteicos de corazén.

Es necesario hacer la salvedad que ciertas discrepancias encontradas por
diferentes grupos de investigadores pueden deberse a la utilizacion de distintas
cepas de parasitos 0 de ratones y en el caso de los estudios llevados a cabo en
humanos a diferencias regionales. Sin embargo, en ciertas oportunidades se ha
dado el caso de no poder reproducir resultados obtenidos por otros laboratorios. En
estas ocasiones seria necesario intercambiar muestras entre los laboratorios antes

de poder sacar alguna conclusion acerca de los resultados (Kierszenbaum, 1999).
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Otra de las hipotesis elaboradas para explicar la generacion de
autoanticuerpos es la teoria de la liberacion de autoantigenos. Esta teoria propone
que los autoanticuerpos se generarian contra antigenos propios que se encuentran
secuestrados en el interior de las células y que se verian expuestos al sistema
inmune a raiz del dano tisular producido por la MCC (Williams, 1985). Esta
hipétesis explicaria la presencia de anticuerpos contra proteinas estructurales
altamente conservadas como laminina, espectrina, tubulina en el suero de pacientes
chagasicos (Unterkircher, 1993). En algunos casos no es sencillo determinar cual
fue el mecanismo por el que se originaron los autoanticuerpos, ya que la teoria de la
liberacion de autoantigenos tiene algunas similitudes con la hipétesis del mimetismo
molecular. La diferencia entre ambas teorias radica en que en un caso la apariciéon
del autoanticuerpo es posterior a la injuria cardiaca (teoria de liberacidn de
autoantigenos), mientras que en el otro caso es anterior al dafo cardiaco (teoria de
Mimetismo Molecular). Ademas, en esta ultima la proteina que inicia la respuesta
inmune pertenece a 7. cruzi mientras que en la teoria de liberacidn de
autoantigenos, la proteina que estimula al sistema inmune pertenece al hospedador

mamifero.

1.7.2.3.Anticuerpos dirigidos contra proteinas con actividad funcional

En el ano 1984 Borda et al. informaron que la incubacién de
inmunoglobulinas (lgs) provenientes del suero de pacientes chagasicos con
preparaciones de auricula de rata producia un aumento en la contractilidad, que
podia ser revertido por antagonistas B-adrenérgicos. Posteriormente el mismo
grupo informé que las Igs de pacientes chagasicos inhibian la unidn de
[*H]dihydroalprenolol a membranas de miocardio de rata, comportandose como un
inhibidor no competitivo. Mijares et al. (1996) utilizaron Igs provenientes de ratones
infectados para detectar la actividad de canales de Ca’" de tipo L sobre cardiocitos
de cobayos. Los anticuerpos provenientes de ratones en la etapa aguda de la
infeccién activaron los canales de Ca™ via la activacion de receptores B-
adrenérgicos. Mientras tanto, anticuerpos provenientes de ratones en la etapa
cronica de la infeccion redujeron las corrientes de Ca’* por activacion de receptores
muscarinicos. Elies et al. (1996) utilizaron péptidos correspondientes a los rulos

extracelulares de distintos receptores cardiacos y determinaron por ELISA y por
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BlAcore la existencia de una alta prevalencia de anticuerpos dirigidos contra el
receptor muscarinico M2 y en menor medida contra los receptores 1 adrenérgico y
B2 adrenérgico en suero de pacientes chagasicos. Las IgG de estos pacientes
mostraron un efecto cronotrépico positivo sobre cardiocitos de rata en cultivo. Este
efecto aumentaba en presencia de atropina y se anulaba en presencia de bisoprolol
indicando que dicho efecto se debia a la activacién de receptores B1 -adrenérgicos y
muscarinicos. Sorprendentemente, el efecto cronotrépico positivo era anulado al
preincubar las IgG con el péptido AESEE derivado de la proteina ribosomal PO de T.
cruzi (Ferrari, 1995), demostrando asi la existencia de reaccién cruzada entre ese
péptido y la secuencia AESDE ubicada en el segundo rulo extracelular del receptor
B1 adrenérgico e identificada como el sitio de union de los anticuerpos al receptor.
Por su parte el efecto cronotrépico positivo que presentan los sueros de pacientes
con Cardiopatia |diopatica Dilatada (Fu, 1993) no fue inhibido por el péptido AESDE
indicando la existencia de distintas especificidades en el reconocimiento del

segundo rulo del receptor 81 en pacientes con distintas patologias.

Goin et al. (1994) inmunopurificaron Igs de sueros de pacientes y ratones
chagasicos con especificidad hacia un péptido interno del segundo rulo extracelular
del receptor muscarinico. Estas IgG reconocieron por Western blot una proteina de
tamano similar al receptor muscarinico en extractos de auricula de rata. Ademas,
estas IgG produjeron una disminucidn en la contractilidad, un aumento en los
niveles de GMPc y una disminucién en los niveles de AMPc de cardiocitos en
cultivo. Todos estos efectos fueron inhibidos mediante el agregado de atropina. La
existencia de anticuerpos anti-receptor muscarinico en un 89% de los pacientes
chagasicos asintomaticos con disfunciones del sistema nervioso autonomo
establece una posible correlacion entre la presencia de estos anticuerpos y los
sindromes disautondmicos en la Enfermedad de Chagas. Al respecto, Perez Leirds
et al. (1997) demostraron que IgGs de pacientes chagasicos se unen al receptor
muscarinico en células CHO que expresan el receptor M2, provocando disminucion
en la unidén de agonistas y parcial desensibilizacion. Ademas se determind que este
tipo de anticuerpos se encontraba presente en pacientes chagasicos con
bradicardia (Goin, 1999). También se ha descripto la presencia de anticuerpos
contra este receptor pero dirigidos contra el tercer bucle intracelular (Retondaro,
1999). Recientemente se observd la presencia de anticuerpos contra el receptor
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nicotinico de acetilcolina en suero de pacientes chagasicos. Estos anticuerpos
fueron capaces de inhibir la union de a-bungarotoxina al receptor. Ademas se
observd una correlacion positiva entre la presencia de anticuerpos contra el
receptor de acetil-colina en el suero y un deterioro de la transmisidon neuromuscular
de los pacientes, sugiriendo una posible participacion de estos anticuerpos en la
generacion de las alteraciones neuromusculares observadas en la Enfermedad de
Chagas (Goin, 1997).

Como se ha detallado es vasta la evidencia experimental a favor de la
existencia de anticuerpos en pacientes con Enfermedad de Chagas con capacidad
de reconocer receptores cardiacos y tener un efecto funcional sobre ellos. Estos
resultados han llevado ha proponer la existencia de una asociacion entre la
existencia de tales anticuerpos y el estado clinico del paciente. El siguiente paso en
esta linea de pensamiento deberia ser establecer en forma directa la significancia

real de estos anticuerpos in vivo (Kierszenbaum, 1999).

1.8. ANTIGENOS DE T. cruzi

La necesidad de implementar estrategias de vacunacion, diagnéstico y
tratamiento de la Enfermedad de Chagas junto con el desarrollo de las técnicas de
ADN recombinante y de anticuerpos monoclonales permitid, durante los ultimos
veinte anos, la identificacion y caracterizacion de un gran numero de proteinas de
T. cruzi, algunas de ellas con actividad enzimatica y otras con propiedades
antigénicas. Estas proteinas fueron clonadas a partir de librerias de expresion
gendémica o de ADNc del parasito, por rastreo con sueros policlonales humanos o
de animales infectados, o con anticuerpos monoclonales (lbariez, 1988; Frasch,
1991).

La respuesta inmune hacia el parasito puede dividirse en una respuesta
efectora litica, una respuesta irrelevante, una respuesta protectiva y una respuesta
patoldgica. Si bien esta es una divisidn operacional es légico pensar que los
diferentes tipos de respuesta son provocados por distintos tipos de antigenos de
T. cruzi (Brener, 1979). Mas aun, la respuesta inmune humoral caracteristica de la
etapa aguda estaria dirigida hacia antigenos diferentes de los que serian blanco de
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mitdgenos inespecificos por parte del parasito o por la deplecidn de células
inmunorregulatorias (Minoprio, 1989). Sin embargo, ninguno de estos procesos ha
podido ser establecido. En un caso de infeccién accidental por T. cruzi descripto
por Grauert et al. (1993), se observé elevados niveles de anticuerpos contra T.
cruzi, asi como también contra laminina, tubulina, seroalbimina bovina, mielina,
tubulina y actina al dia 17 post infeccién. Sin embargo el titulo de anticuerpos
contra estos antigenos comenzd a descender al dia treinta. Estos resultados
constituyen el primer caso documentado de activacién policlonal B en la fase aguda
de la infeccion humana. A pesar de la evidencia descripta, es necesario resaltar
que tales alteraciones en la respuesta B no han podido ser observadas aun en

pacientes en el estadio crénico de la Enfermedad de Chagas.

Las otras teorias que explican la existencia de autoanticuerpos en la
Enfermedad de Chagas son la existencia de mimetismo molecular y la liberacién de
autoantigenos. EIl término mimetismo molecular hace referencia a la similitud entre
moléculas o fragmentos de moléculas de 7. cruzi y de su hospedador a nivel de su
estructura conformacional o de su secuencia aminoacidica (Oldstone, 1987;
Damian, 1989, Oldstone, 1998). La existencia de mimetismo a nivel molecular seria
la causa por la cual las células y los anticuerpos dirigidos inicialmente contra
antigenos parasitarios finalmente reaccionarian contra antigenos propios, jugando
de esta forma, un rol accidental pero determinante en la patogénesis de la
Enfermedad de Chagas (Eisen, 1991; Oldstone, 1998).

La existencia de epitopes compartidos por T. cruzi y tejidos de mamifero ha
sido claramente demostrada por diferentes autores. Se ha informado la existencia
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas del parasito capaces de
reaccionar contra estructuras del mamifero tales como proteinas neuronales (Wood,
1982, Snary, 1983) o musculares (Zwirner, 1994). Otras proteinas que presentan
mimetismo molecular son algunas proteinas flagelares (Engman, 1989), proteinas
de choque térmico (Engman, 1990), tubulina (Paulin, 1988) y proteinas ribosomales
P (Levin, 1989; Schijman, 1992a; Skeiky, 1992).

Van Voorhis y Eisen (1989) identificaron una proteina flagelar de

tripomastigotes de T. cruzi de 160 KDa (FI-160) mediante el rastreo de una
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la respuesta inmune durante la etapa crénica (Stolf, 1990). Las IgM presentes
durante la etapa aguda reaccionan principalmente con proteinas de superficie,
mientras que la respuesta de los pacientes crénicos (mayormente IgG) esta dirigida
principalmente contra proteinas citoplasmaticas, aunque ciertas proteinas de

superficie siguen siendo reconocidas (Araujo, 1988; Stolf, 1990).

De esta forma, los blancos moleculares de la respuesta humoral litica son
principalmente antigenos de superficie de tripomastigotes sanguineos o
metaciclicos. Estos anticuerpos son capaces de proteger al hospedador ya que se
unen a parasitos vivos y los lisan en conjuncién con el sistema del complemento. En
el transcurso de la infeccion la actividad de los anticuerpos liticos declina
rapidamente (Krettli, 1982) mientras que los anticuerpos contra antigenos
irrelevantes persisten durante afos en el paciente infectado. La respuesta
‘irrelevante” hace referencia a anticuerpos dirigidos en general contra antigenos
citoplasmaticos cuya presencia muchas veces no depende de la existencia de una
infeccion activa. Estos anticuerpos son los detectados en los ensayos serolégicos

clasicos.

1.8.1. Antigenos involucrados en la inmunoproteccién

Teniendo en cuenta la existencia de una respuesta inmune humoral
protectiva durante la infeccidn chagasica y que T. cruzi no experimenta variacion
antigénica como otros tripanosomatidos, se han encarado diversas formas de
vacunacion, utilizando preparaciones de parasitos muertos o atenuados asi como
glicoproteinas de superficie, proteinas flagelares, enzimas y fracciones subcelulares
del parasito (Wizel, 1998). La eficacia de estas vacunas ha sido evaluada en
ratones mediante el desafio con cepas virulentas de T. cruzi. En la mayoria de
estos ensayos se ha descripto cierto grado de proteccidbn contra el desafio
experimental. Sin embargo, los resultados de ninguno de ellos han sido

suficientemente satisfactorio (Brener, 1997).

Una nueva tendencia en el desarrollo de vacunas es la inoculacion con ADN
desnudo de un determinado gen del parasito. Recientemente se ha desarrotlado

una vacuna empleando el gen que codifica para la enzima transialidasa (Costa,
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1998). Esta enzima de T. cruzi cataliza la transferencia de residuos de acido sialico
de los glicoconjugados del huésped a la superficie del parasito. Estos residuos
estarian involucrados en la interaccion e infeccion de las células del mamifero
hospedador (Schenkman, 1994). La induccion de anticuerpos especificos podria
impedir la actividad de la enzima y por lo tanto la entrada del parasito a la célula.
Sin embargo, los niveles de proteccion frente al desafio con T. cruzi obtenidos con
esta vacuna de ADN no fueron los esperados. Tampoco se obtuvieron resultados
satisfactorios utilizando la enzima recombinante como vacuna (Pereira-Chioccola,
1999).

1.8.2. Antigenos involucrados en la inmunopatogenia

La generacion de lesiones cardiacas similares a las observadas en la
Enfermedad de Chagas mediante la inmunizacién de animales con parasitos
muertos fue demostrada por Muniz et al. (1947). Estos resultados demostraron
hace mas de 50 anos que las proteinas de T. cruzi son capaces por si mismas de
generar miocarditis, en ausencia de parasito vivo. En ese momento se postuld, que
ciertos antigenos de T. cruzi activaban los linfocitos, los cuales desarrollaban una
actividad citotéxica contra células nerviosas y/o cardiacas. En procura de identificar
dichos antigenos involucrados en la patogenia se desarrollaron modelos

experimentales de inmunizacién con fracciones subcelulares de T. cruzi.

Texeira et al. (1974, 1975) demostraron que las lesiones cardiacas y el
proceso inflamatorio fue mas intenso en los animales inoculados con una fraccién
enriquecida en ribosomas, polirribosomas, microfilamentos y lisosomas pequefos.
Por su parte se observd que los linfocitos de conejos inmunizados con la fraccion
compuesta de nucleos y membranas plasmaticas y la compuesta de lisosomas y
fragmentos de mitocondrias y reticulo endoplasmico eran capaces de lisar fibras
musculares infectadas y no infectadas (Texeira, 1974). Experiencias realizadas en
ratones por Ruiz (1985) mostraron que la mayoria de los ratones inmunizados con
la fraccion microsomal (analoga a la fraccién ribosomal) desarroltaron miocarditis
inflamatoria mientras que los inmunizados con la fraccion citosodlica mostraron
predominantemente alteraciones en el electrocardiograma. Esto indicaria que los

mecanismos involucrados en la generacion de la miocarditis y la destruccion del

33



sistema de conduccion del impulso eléctrico son diferentes dado que son
provocados por inmunizacion con fracciones antigénicas distintas (Ruiz, 1985). De
Titto (1983, 1985) midieron la respuesta inmune humoral y celular de pacientes
chagasicos contra estas fracciones del parasito. Se demostréo que el titulo de
anticuerpos contra fa fraccidon microsomal y la respuesta linfoproliferativa hacia la
fraccion citosolica son mayores en pacientes chagasicos con cardiopatia, sugiriendo
una asociacion entre la respuesta inmune contra estas fracciones y la patologia
cardiaca. Las evidencias citadas indicarian que los antigenos citoplasmaticos y
mas aun los correspondientes a la fraccidn microsomal estarian implicados en la
produccion de lesiones cardiacas. Sin embargo, han sido escasos los avances
realizados en la identificacion de las proteinas involucradas en este proceso. Hasta
la fecha, sélo se ha propuesto a las proteinas ribosomales P y una proteina
homéloga a la miosina cardiaca como los unicos antigenos de T. cruzi involucrados

en patogenia.

1.9. PROTEINAS RIBOSOMALES P

La subunidad mayor de todos los ribosomas posee una prolongacion lateral
que esta formada por varias copias de proteinas pertenecientes a la familia de
proteinas ribosomales P. En eucariontes, esta familia estda compuesta por tres
polipéptidos denominados PO, P1 y P2. PO es una fosfoproteina acida de 38 KDa y
P1/P2 son fosfoproteinas acidas cuyos PM varian entre 10 y 18 KDa. Estas
proteinas son muy particulares con relacibn a los restantes componentes
ribosomales, debido a que son las uUnicas que se encuentran en mas de una copia
(Vidales, 1981; Levin 1993a).

Debido a su funcion y a sus propiedades fisicoquimicas, P1 y P2 son
consideradas analogas a las proteinas L7/L12 de E. coli. Al igual que L7/L12, P1y
P2 interactian con los factores de elongacion eucariontes EF1 y EF2, y son
requeridas para la union del aminoacil-ARNt y para la actividad GTPasa
dependiente de EF2. Si bien la funcién de PO aun no ha sido esclarecida, se cree
que es equivalente a la proteina L10 de E. coli (Levin,1993a). Los analisis de
homologia de secuencia de ADNc y la existencia de reactividad inmunologica

cruzada confirmaron que estas proteinas estan presentes en todas las especies
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eucariontes analizadas y que el epitope C-terminal se encuentra altamente
conservado. En bacterias, esta region de la proteina L12 muestra una gran
movilidad, confiriendo la capacidad de rotar y de ser expuesto como epitope
(Moller,1991). Sin embargo, las células eucaridticas han desarroltado un sistema de
proteinas P mas evolucionado en cuanto a que existe un grado importante de
diversidad en el numero de proteinas. En mamiferos hay tres genes diferentes de
proteinas ribosomales P (Rich, 1987; Wool, 1991), en levaduras hay cinco genes
(Remacha, 1988) y existen al menos 10 genes en T. cruzi (Levin, 1993a).
Asimismo, en eucariotas la proteina acidica ribosomal debe ser fosforilada para que
sea ensamblada dentro del ribosoma (Naranda, 1991). En eucariotas superiores, se
ha identificado residuos de serina ubicados en un entorno acidico en el extremo C-

terminal como los sitios de fosforilacion por casein kinasas (Chan, 1989).

1.9.1. Proteinas ribosomales P de T. cruzi

Se han informado las secuencias completas de ADNc que codifican las
cuatro proteinas ribosomales P de T. cruzii P-JLS o TcP2a de 107 aminoacidos
(Schijman, 1990), TcP1 de 109 aa (Vazquez, 1992), TcP2B de 112 aa (Vazquez,
1992a) y TcPO de 321 aa (Schijman, 1992).

La comparacién de secuencia revela un origen comun y sugiere que la region
C-terminal de PO podria haber sido derivada de una copia extra del gen de la
proteina L7/L12-P2 que se fusiond con la parte terminal del gen relacionado con
L10 (Ramirez, 1989). Las proteinas ribosomales P de T. cruzi presentan aspectos
distintivos en la region C-terminal con respecto a las proteinas ribosomales P de
otros eucariontes. P1 y P2 se desvian del consenso C-terminal, ya que la tipica
serina es reemplazada por un acido glutamico, mientras que la region C-terminal de
PO difiere completamente de este consenso y se parece a la proteina ribosomal L10
de archaebactena (Levin, 1993a).

T cruziPO PAAAAEPEEEDDDDDTFGMGAS-LF -

T. cruzi P1 FPAAAAAKK EEEDDDMGVEFGLVFD

!
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T.cruziP2 P AAADAKEK EEEEDDDMGE EFGLFD

SEESDDDMGFGLVEFD
35
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Estos cambios de aminoacidos producidos en una regién altamente
conservada en la escala evolutiva probablemente sea una de las causas por la cual
las proteinas ribosomales P de T cruzi son muy antigénicas en la Enfermedad de
Chagas.

1.9.1.1. Proteina ribosomal P2p de T. cruzi

El primer trabajo en el que se senal6 la existencia de anticuerpos contra las
proteinas ribosomales P data del afio 1989. En ese trabajo se determind que el
antigeno recombinante JL5 era un importante marcador seroldgico (Levin, 1989).
Posteriormente se determind que el antigeno JLS codificaba para un péptido de 35
aminoacidos correspondiente a la porcién C-terminal de una proteina ribosomal P
de Trypanosoma cruzi (Mesri, 1990). Este antigeno se obtuvo al rastrear con el
suero de un paciente chagasico con cardiomiopatia una biblioteca de T. cruzi
construida en el fago Agt11. Este antigeno resulté de particular interés ya que fue
reconocido por un alto porcentaje de sueros de individuos chagasicos con
cardiomiopatia, mientras que no reaccionaba con suero de pacientes chagasicos sin
evidencias de compromiso cardiaco. Otros antigenos, en cambio, fueron
reconocidos por sueros de pacientes chagasicos independientemente de la

existencia 0 no de compromiso cardiaco (Levin, 1989).

El undecapéptido C-terminal de JL5, denominado R11 (EDDDMGFGLFD),
contiene una homologia del 90% con respecto al correspondiente en la proteina
ribosomal P humana, denominado H11 (SDDDMGFGLFD) (Rich, 1987; Mesri,
1990). Esta observacion resultdé de gran importancia ya que dicho péptido
constituye el epitope reconocido por los anticuerpos anti proteinas P presentes en
pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES), una enfermedad autoinmune
(Elkon, 1985; Bonfa,1986). Esta homologia planteaba la posible existencia de una
reacciéon cruzada entre la proteina ribosomal P de T. cruzi y la humana.
Efectivamente, se demostrd la naturaleza autoinmune de los anticuerpos anti-JLS al
comprobarse su capacidad de reconocer en Western blot la proteina ribosomal P
humana de 17 KDa (Levitus, 1991). Mas aun, se determin6 que el principal epitope
de JL5 estaba definidko por los 13 aminoacidos C-terminales (R-13,
EEEDDDMGFGLFD). Se encontré ademas, que niveles elevados de anticuerpos
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anti-R13 estaban invariablemente asociados con las formas mas severas de
cardiomiopatia chagasica. En consecuencia, el anticuerpo anti-R13 seria un
excelente marcador inmunolégico de dano miocardico con inflamacién activa y ello
podria tener importantes implicancias prondsticas (Schejtman, 1990). En forma
paralela se identifico el clon recombinante Agt11-S23, que contenia la secuencia de
JLS y codificaba casi la totalidad de la proteina ribosomal P2B, careciendo

solamente de los 5 aminoacidos N-terminales (Lépez Bergami, 1997).

Se observé ademas que la reactividad anti-R13 presente en el suero de
pacientes chagasicos era mayor que la observada contra el péptido humano
correspondiente H13 (EESDDDMGFGLFD) (Mesri, 1990; Levitus, 1991). Este perfil
de respuesta sélo puede ser obtenido por la exposicion al sistema inmune de la
proteina parasitaria. Por lo tanto, este resultado llevé a postular, a pesar de la
escasa evidencia histolégica, la presencia del parasito en el individuo infectado
cronicamente. En la actualidad esta hipétesis ha sido confirmada con el uso de
técnicas altamente sensibles como la PCR mediante la cual se logré amplificar
secuencias del pardsito a partir de cortes de corazones de pacientes chagasicos
(Jones, 1993; Brandariz, 1995). De esta manera la respuesta anti-parasito instalada
en el individuo con Enfermedad de Chagas crénica podria generar una respuesta

secundaria autorreactiva asociada con el daio tisular (Levin, 1993, Tarleton, 1999).

1.9.1.2.Proteina ribosomal PO de T. cruzi

Mediante el empleo de una estrategia similar a la utilizada para el
aislamiento de la proteina ribosomal P2p se clond el antigeno recombinante CH3.
Este antigeno corresponde a la proteina ribosomal PO de T. cruzi (Schijman, 1992).
Sorpresivamente, los anticuerpos anti-proteinas P de pacientes Iupicos no
reconocian este antigeno en ensayos de Western blot. Este resultado indicé que
probabiemente la secuencia del extremo C-terminal diferia de la secuencia
consenso. Efectivamente al secuenciar el ADNc de CH3 se obtuvo la secuencia C-
terminal FGMGALF (Schijman, 1992). Esta secuencia difiere considerablemente
del motivo P consenso MGFGLFD. Posteriormente se determind que la secuencia

de aminoacidos acidos localizada préxima al extremo C-terminal de TcPO, y

37



especialmente el peptido POB (AEDEE) poseia homologia con una region del

segundo rulo del receptor 1-adrenérgico.

ReceptorM2 VR TVEDGECYIQFFSNAAVTFGT
BI(H26R) HWWRAESDEARRCYNDPKCCDFVTNR
TcPO AAAAEDEEEDDDDDFGMGALTF

La existencia de esta semejanza llevé a realizar una serie de experimentos
que demostraron la reaccién cruzada entre TcPO y el segundo rulo extracelular del
receptor B1 (Ferrari, 1995). El reconocimiento de PO por anticuerpos presentes en
el suero de pacientes chagasicos fue inhibido por los péptidos derivados de PO y
H26R. No se observo inhibicidon con un péptido correspondiente al segundo rulo
extracelular del receptor f2-adrenérgico humano o con un péptido no relacionado.
Ademas, la reduccién del efecto cronotrépico positivo sobre cardiocitos de ratas
neonatales producido por anticuerpos inmunopurificados contra H26R fue
bloqueado por antagonistas B1 especificos y el péptido POB. Estos resultados
prueban que T. cruzi es capaz de inducir una respuesta autoinmune funcional contra
el receptor cardiovascular humano B-adrenérgico a través de un mecanismo de

mimetismo molecular (Ferrari, 1995).

1.10. MODELOS EXPERIMENTALES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Los primeros modelos experimentales que reprodujeron la historia natural
de la Enfermedad de Chagas se establecieron en la década del 60 (Kumar, 1969).
Posteriormente, se han descripto distintos modelos experimentales de infeccion con
T. cruzi en ratén (Laguens, 1980, 1981, Rossi, 1984), rata (Revelli, 1980), conejos
(Texeira, 1975), perros (Andrade, 1984) y primates (Bolomo, 1980). En todos estos
modelos experimentales se observd la presencia de infiltracion mononuclear en
corazon y la degeneracion de los cardiocitos con subsecuente fibrosis. Estas
alteraciones fueron similares a las observadas en la MCC humana (Rosembaum,
1964). De todos los modelos disponibles el mejor estudiado es el modelo de raton
ya que se han determinado alteraciones histopatolégicas y electrocardiograficas
similares a las halladas en los pacientes chagasicos utilizando distintas cepas de T.

cruzi y distintas cepas de ratones (Postan, 1986 y 1987 ; Sadigursky, 1986;
s



Andrade 1987). Estos estudios revelaron que las principales alteraciones
electrocardiograficas observadas en ratones infectados cronicamente con 7. cruzi
fueron: bloqueo auriculo-ventricular de primer grado, cambios en la conduccion
intraventricular, taquicardia y bradicardia (Sadigursky, 1986).



1.11. HIPOTESIS

La hipdtesis de este trabajo de investigacion es que anticuerpos
especificos contra las proteinas ribosomales P de Trypanosoma cruzi
generados durante la infeccion desempefiarian un rol en la patogénesis de
la Enfermedad de Chagas. Se propone que durante la Miocardiopatia
Chagasica Crénica, la respuesta inmune anti-proteinas P podria contener un
componente autorreactivo que contribuiria a la generacion de alteraciones

cardiacas caracteristicas de esta infecciéon crénica.

1.12. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo de investigacion es determinar si es posible
reproducir algunos de los fendmenos que caracterizan la fisiopatologia de la
Miocardiopatia Chagasica Crdénica mediante la inducciéon de anticuerpos contra
las proteinas ribosomales P de Trypanosoma cruzi por inmunizaciéon con proteinas

recombinantes purificadas.

1.13. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Clonado, expresion y purificaciéon de las proteinas ribosomales P2 y PO de
T. cruzi (TcP2B y TcPO) y de las proteinas ribosomales P de raton (MmPO) para ser

utilizadas en la inmunizacion de ratones y en ensayos inmunoldgicos.

2. Caracterizacion de la respuesta inmune inducida por la inmunizacion con las

proteinas recombinantes TcP2p, TcPO y MmPO.

3. Caracterizacion de los epitopes de las proteinas ribosomales P reconocidos

por los anticuerpos inducidos por inmunizacion con las proteinas P recombinantes.

4. Caracterizacion inmunolégica y clonado de las regiones variables de un

anticuerpo dirigido contra el extremo C-terminal de la proteina TcP2p.



5. Estudio comparativo del perfil de anticuerpos obtenido por inmunizacién con
las proteinas recombinantes con respecto al perfil de anticuerpos séricos presentes
en ratones cronicamente infectados con T. cruzi y en pacientes con Miocardiopatia

Chagasica Crénica.

6. Determinacion del rol de los anticuerpos anti-proteinas ribosomales P
de T. cruzi en las alteraciones cardiacas generadas por sueros de pacientes

chagasicos.

7. Estudio de la reactividad contra antigenos cardiacos inducida por
inmunizacién con las proteinas ribosomales P recombinantes. Determinacion de la

actividad funcional de los anticuerpos autorreactivos.

8. Estudio de las posibles alteraciones histolégicas del miocardio en

ratones inmunizados con las proteinas P recombinantes.

9. Evaluacion de alteraciones eléctricas de la funcidon cardiaca asociadas a
elevados titulos de anticuerpos contra las proteinas ribosomales P de T. cruzi luego

de la inmunizacién con proteinas recombinantes.



2. Materiales y Métodos



21. COMPOSICION DE SOLUCIONES Y MEDIOS EMPLEADOS

BPB 6X = TBE 6X, 60% Glicerina, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% Xylen cianol.
Buffer de lisis: 50 mM Tris pH=8, 10 mM EDTA, 10% sacarosa.

Buffer de siembra 2X: (Cracking buffer) (en TBS) 0.2% azul de bromofenol, 4% SDS,
10%, B-mercaptoetanol, 20% glicerol y Tris-HCI pH 6.8 10 mM.

Buffer L. 5 mM MgCl,, 25 mM acetato de potasio, 1 mM DTT, 250 mM de
sacarosa, 1 % Tritdon-X100, 20 mM Tris-HCI pH: 7.4

Buffer TMK: 1 mM MgCl,, 100 mM AcOK, 10 mM Tris-HCI pH: 7.4

LB: 1% bacto-triptona (Difco, Detroit, Ml, USA), 0,5% extracto de levadura (Difco),
1% NaCl, pH: 7,0.

LB-amp: LB + 100 pg/ml ampicilina.

LB-agar: LB + 1,5% bactoagar (Difco).

LB-“top” agarosa: LB + 0,7% agarosa (Sigma, St. Louis, MO).

PBS: 10 mM fosfato de sodio, 150 mM NaCl pH: 7,4

PBS-G: PBS + 1% gelatina.

PBS-Tw. PBS + 0,05% Tween 20.

PBS-leche: PBS + 3% leche descremada en polvo

TAE 1X: 40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA.

TBE 0,5X = Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0).

TBS: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH: 7,4

TBS-Tw:. TBS + 0,05% Tween 20

TBS-leche: TBS + 3% leche descremada en polvo

TGE: Tris-HCI 25 mM, pH 8,0; glucosa 50 mM; EDTA 10 mM

TNE: 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH: 8.0

SM: 50 mM Tris-HCI pH: 7.5, 100 mM NaCl, 8 mM MgSOs, 0,02% gelatina.

Solucién 1: 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 50 mM glucosa.

Solucion 2: NaOH 0,2 N - SDS 1 %.

Solucion 3: KOAc 1,32 MpH 4,8
Solucion de Tyrode: NaCl 127 mM, KCI 2,7 mM, NaHCOs 12 mM, MgCl 0,5 mM

glucosa 10 mM, CaCl 2,7 mM, pH 7.2.
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22. BACTERIAS, FAGOS y PLASMIDOS

2.2.1. Cepas bacterianas utilizadas

E. coli JM107: supE44, endA1, hsdR17, gyrA96, relA1, thi A(lac-proAB).

E. coli DH5aF'": F'(endA1, hsdR17, supE44, thi-1 recA1, gyrA relA1 laclZYA-argF)
U169 deoR (80dlac(lacZ)M15).

E. coli JIM109: recA1, endA1, hsdR17, gyrA96, relA1, supE44, A(lac-proAB),
[F’, traD36, proAB, laciqZAM15].

Las cepas fueron mantenidas en placas de LB-agar-amp por cortos periodos
a 4°C, y en cultivos liquidos con 50% de glicerol a -70°C por periodos largos

(mayores a un mes).

2.2.1.1. Preparacién de E. coli Y1090 para infeccién con fago Agti1

Se inoculé una colonia aislada de E. coli Y1090 en 100 ml de LB-amp y
0,2% maltosa y se incubo durante la noche a 37°C con agitacion. Las bacterias se
cosecharon por centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min a 4°C, y se resuspendieron
en 0,4 volumenes de MgSO4 10 mM estéril y frio. Las bacterias preparadas se

conservaron a 4°C por no mas de 15 dias (Huynh, 1985).

2.2.1.2. Preparacion de lisado de E. coli Y1089 lis6gena

El lisado de bacterias E. coli Y1089 liségenas para Agt11 salvaje fue utilizado
para competir la reactividad de los sueros contra proteinas bacterianas. Se preparo
a partir de 1 litro de cultivo crecido a saturacion, cultivado como se detallaen 2.2.1.1.
Las bacterias se centrifugaron a 1.500g por 10 min a temperatura ambiente se
resuspendieron en 50 ml de TBS y se lisaron por 3 ciclos de congelamiento-
descongelamiento (nitrogeno liquido-agua corriente). EI homogenato final se guardo
a -20°C (Huynh, 1985).
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2.2.1.3. Preparacion de bacterias competentes para transformacion

Se inoculd una colonia aislada de E. coli DH5aF * a partir de una placa de LB
en 2 ml de caldo LB y se dejé toda la noche con agitacion a 37°C. Al dia siguiente 1
ml de este cultivo fue inoculado en 50 ml de LB y se dej6 crecer con agitacién a 37°C
hasta alcanzar una DOggonm de 0,3 - 0,4. El cultivo se centrifugé a 3.000 rpm

durante 10 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 12,5

m! de CaCl2 0,1 M frio y se dejaron las células en hielo durante 45 min. Las células

fueron nuevamente centrifugadas y el pellet se resuspendié en 0,1 M MOPS pH 6,5,
50 mM CaClp, 20 % glicerol. La suspension se incubé durante 20 min en hielo y se
la congelé6 sumergiéndola en un bano de etanol/hielo seco. Las células asi

preparadas se almacenaron a — 70°C hasta su uso (Sambrook, 1989).

2.2.2. Fagos

Agt11: lac5, Ashndllir2-3, sriA3°, clts857, srir4®, nin5, sriA5°, Sam100.
Sam100: mutacién ambar involucrada en la lisis de la membrana bacteriana.
Produce la acumulacion de particulas fagicas dentro de huéspedes no supresores
(sin supF).

clts857: mutacion termosensible que produce la inactivacion del represor cl a 42°C,

originando la induccién del ciclo litico.

El fago Agt11 es un vector de clonado capaz de producir un polipéptido a
partir de un fragmento de DNA foraneo. Su utilizacion mas difundida es la
construcciéon de bibliotecas de expresion, las cuales son rastreadas con antisueros o
con anticuerpos especificos. El sitio usado para la insercion del ADN foraneo es el
unico sitio Eco RI ubicado dentro del gen lacZ, 53 pb rio arriba del codon de
terminacion del gen de B-galactosidasa. De esta forma, la proteina codificada por el
ADN foraneo se expresa como una proteina de fusidén con B-galactosidasa. Para
obtener un extracto crudo de proteinas de E. coli enriquecido en la proteina
recombinante, es necesario previamente inducir la integracion del fago de interés al
genoma de la bacteria obteniendo de esta forma una bacteria liségena (Huynh,
1985).
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2.2.2.1. Fagos recombinantes

rgt11-CH3: fago recombinante aislado a partir de una biblioteca de ADN
complementario de T. cruzi (cepa RA, estadio tripomastigote) en Agt11.
Agt11-S23: clon recombinante aislado a partr de una biblioteca de ADN
complementario de T. cruzi (cepa RA, estadio tripomastigote) en Agt11.

Agt11-JLS: clon recombinante aislado a partir de una biblioteca de ADN

complementario de 7. cruzi (cepa RA, estadio tripomastigote) en A gt11.
2.2.2.2. Amplificacion de los fagos

Para obtener una suspension de fagos de aproximadamente 10'° ufp/ml, se
infectaron 200 ul de E. coli Y1090 con 10 pul de fagos (aproximadamente 10° ufp/mil).
Luego de 20 min. a 37°C se mezclaron con 3 ml de top-agarosa (previamente
fundida y mantenida a 50°C) y se sembraron en una placa de Petri (96 mm) de LB-
agar-amp la cual se colocé a 42°C. Al cabo de aproximadamente 4 horas se
observo el crecimiento a confluencia de los fagos. Se agregaron 5 ml de SM por
placa y se incubd durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se paso6 la
suspension a un tubo de 1,5 ml. Los fagos remanentes en la placa se colectaron
con 2 ml mas de SM que se mezclaron con los 5 ml anteriores. Se agreg6 cloroformo
(3% final) y se dejoé agitando suavemente durante 15 min. a temperatura ambiente.
Las bacterias no infectadas y los restos celulares se separaron por centrifugacion a
3000 x g durante 10 min a 4°C. Se colectd el sobrenadante, se agrego cloroformo

(0.3% final) y se mantuvo a 4°C.
2.2.2.3.Rastreo de bibliotecas construidas en Agt11

La biblioteca de ADNc fue rastreada segun lo descripto por Huynh (1985)
empleando sueros de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) anti-P
positivos (poseen anticuerpos contra las proteinas ribosomales P). Para ello, se
mezcld 3 x 10* ufp de la biblioteca con 150 pl de bacterias E. coli Y1090
competentes y se incubd 20 min a 37°C. Luego se sembré sobre una placa de LB-

amp como se describe en el punto 2.2.2.2. Las placas fueron incubadas a 42°C
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hasta la aparicion de pequenas placas de lisis. En ese momento, se coloco sobre la
placa un filtro de nitrocelulosa (Hybond, Amersham) previamente embebido en IPTG
10 mM y se incubaron las placas 3 horas a 37°C. Antes de remover los filtros, éstos
fueron marcados en forma asimétrica para identificar posteriormente su orientacion.
Luego los filtros se lavaron con TBS-Tw y se colocaron durante 12 horas en TBS-
leche. Las placas se colocaron a 4°C. Para el revelado, los filtros se incubaron
durante tres horas con suero de un paciente con LES (dilucién 1/400). El revelado

se continudé como se describe en el punto 2.12.

2.2.2.4. Ensayo de placa de lisis

Para la formacion del césped bacteriano, se mezclaron 0,5 ml de células
Y1090 (ver punto 2.2.1.2.) con 3 m| de LB-top agararosa (previamente fundido y
mantenido a 55°C). La mezcla se colocé sobre una placa de LB-amp y se incub6 30
min a 37°C. Luego se colocod sobre el césped de bacterias 1 ul de cada fago a
analizar. Se dejé secar 10 min junto al mechero y luego la placa se incubd 40
minutos a 42°C. En este momento se colocd sobre las incipientes placas de lisis
tiras de nitrocelulosa (previamente embebidas en IPTG 10 mM) y se incubd la placa
2 horas a 37°C. Durante este periodo se indujo la expresion de las proteinas
recombinantes las cuales quedaron inmovilizadas sobre la nitrocelulosa. Al cabo de
dos horas, los filtros de nitrocelulosa se colocaron en TBS-leche. El revelado de los

filtros se realizé de acuerdo a lo descripto en 2.12.

2.2.3. PLASMIDOS

2.2.3.1. Plasmido pMal-c2

Se utilizo el plasmido pMal-c2: laclPiac, malEA2-26-fx-lacZa, Amp".
(New England Biolabs, Beverly MA). En este plasmido el inserto de interés es
clonado bajo el control del promotor “tac” y utiliza la sefial de iniciacion del gen malE
(Kellerman, 1982; Amann,1985). Este promotor produce senales de expresion muy
altas, de modo que las proteinas recombinantes constituyen entre el 20 y el 40% del
total de proteinas celulares. Este vector contiene el gen LacZ, lo cual permite una

rapida identificacion de las colonias transformadas con el plasmido recombinante
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mediante ensayos de a-complementacion. El gen clonado se ubica rio abajo del gen
malE que codifica para la proteina de unién a la maltosa (MBP) lo cual resulta en la
expresion de una proteina de fusion MBP- antigeno (Fig. 1). Esta caracteristica
permite una sencilla purificacion de la proteina de fusion utilizando la afinidad de la
MBP por la maltosa (Kellerman, 1982). EIl clonado en el plasmido p-Mal ofrece
ademas la posibilidad de separar la proteina portadora MBP del antigeno clonado

mediante la digestion con la proteasa Xa.
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Figura 1. Plasmido pMal. Se observa la posicion del promotor Ptac, los genes de

resistencia a ampicilina (Ap), malE, lazZa, lacl® y el sitio de clonado (“Polilinker
cloning sites”). En la parte inferior se observa la secuencia del sitio de clonado y el
sitio de corte del Factor Xa.

2.2.3.2. Plasmido pGex-1AT

Se utilizé el plasmido pGex-1AT: laclPc, Amp' (Pharmacia, Uppsala,
Suecia). Este vector presenta dos diferencias fundamentales respecto al
plasmido pMal-C2. En primer lugar, el sitio de clonado se ubica rio abajo de la
secuencia del gen que codifica para la Glutation-S-Transferasa de Schistosoma
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japonicum, de modo que la proteina de fusion GST-antigeno generada puede
purificarse en base a la afinidad de la GST por el glutation (Fig. 2). Ademas, este
vector carece del gen LacZ, por lo cual no es posible realizar ensayos de a-

complementacion (Ausubel, 1987).

PGEX-1AT (27-4805-01)

Thrombin

ILey val Pro Arq_J'Gly serlPro Glu Phe lie Vval Thr Asp
CTG GTT €26 CGT,GBA TCC.CCG GAA TTC ATC GIG ACT GAC TGA CGA

BamH | EcoR | Stop codons

S} 10aBum7Stop?
Pst |

pGEX
~4900 bp

BEE Il pBR322
Mig | on

Figura 2. Plasmido pGex. Se observa la posicion del promotor Ptac, el gen de
resistencia a ampicilina (Amp"), el gen de la glutation-S-transferasa, el gen lacl® y en
la parte superior la secuencia del sitio de clonado.

2.2.3.3. Plasmido pGem-T Easy

Se utilizo el plasmido pGem-T Easy (Promega, Madison, WI). Este
vector se empled para clonar en forma directa productos de PCR. Su
principal caracteristica es que posee bases T protruyentes en los extremos
3’ lo cual permite la ligacién en forma muy eficiente de fragmentos de PCR
amplificados que presentan bases deoxyadenina en sus extremos
generadas por la Tag polimerasa en forma independiente del templado.

Este vector permite ademas una seleccion rapida de las colonias

recombinantes por a-complementacion (Fig. 3).
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Figura 3. Plasmido pGem-T Easy. Se observa la posicién del gen lazZa y el gen de
resistencia a ampicilina (Amp"). A la derecha, se observa un esquema del sitio de
clonado.

2.2.3.4. Plasmido pUC119-Myc

Este plasmido se utilizé para clonar y expresar las regiones variables de la
cadena pesada y liviana del anticuerpo monoclonal en E. coli. Este plasmido fue
disefiado por el Dr. Jean-Luc Teillaud (INSERM U 255 - Institut Curie, Paris,
Francia) reemplazando el polilinker del plasmido pUC-119 por la secuencia que se
observa en la Fig. 4. Este fragmento de ADN posee |la secuencia lider PelB que
permite la exportacion del Fragmento variable de cadena simple (scFv, “single chain
Fragment variable”) al periplasma de la bacteria y contiene el “tag” c-myc en el
extremo C-terminal del scFv que permite la deteccién del mismo utilizando el

anticuerpo monoclonal 9E10 anti-c-myc (Sigma) (Fig. 4).

PelB lider Sitio de Clonado c-myc
GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG GTC GAC CTC GAG ATC AAA CGG GCG GCC L
Nco | Pst | Sall Xhol Not |

Figura 4. Secuecia de la regién de clonado del plasmido pUC-myc. Se observa la
secuencia lider PelB, los sitios de corte para enzimas de restriccion y el inicio del

“tag”c-myc.
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2.3. AMPLIFICACION DE ADNc DE FAGOS Agt11 RECOMBINANTES POR
PCR

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen total de 100 pl. La

mezcla de reaccion utilizada contiene: 10 pl de la suspension de fagos (aprox. 108
ufp/ml), 10 ul de buffer Tag 10 X, 1 ul de una solucién 25 mM de dNTP, 2 ul de una
solucién 12,5 uyM de cada primer y 5 ul de una solucién 25 mM de MgCls.

Finalmente se llevo a 100 pl de volumen final con agua deionizada. Las muestras
fueron desnaturalizadas inicialmente durante 5 minutos a 95°C y luego se agregaron
2 U de Taq polimerasa (Promega). En cada corrida se realizaron controles
negativos y positivos. La reaccién se realizé en un termociclador GeneAmp PCR

System 9600 Perkin Elmer, utilizando el siguiente programa:

Desnaturalizacién del ADN 5 min. a 94°C

Desnaturalizacion del ADN 1 min. a 94°C

Pegado de los oligonucleétidos 1 min. a 55/60°C 30 ciclos
Sintesis de ADN 1.5min. a 72°C

Elongacién de cadenas 10min.a72°C

Alicuotas de cada reaccion (5ul) fueron analizadas en un gel de 1% de
agarosa en TAE 1X con 1 ul bromuro de etidio (10 mg/ml) a 100 V. Para la
determinacién del tamano de los insertos amplificados, se us6 como marcador de
peso molecular 100 pb ladder (BRL). La temperatura de hibridacién fue de 60 °C y
55°C para los oligonucledtidos P21-P26 y S1-S2, respectivamente.

Secuencia de los oligonucledétidos utilizados:
P21 (21mer) 5 GGATCCCGTCAGTATCGGCGG 3° MW=6543 Tm=70°C
P26 (26mer) 5 AAGCTTAGCGACCGGCGCTCAGCTGG 3° MW=8077 Tm=86°C
S1 (23mer)(Bam HI) 5 GAGCACGTCAGGATCCGCGGAAT 3" MW=7095 Tm=65°C
S2 (24mer)(Hind IIl) 5 GCGACCGAAGCTTAGCTGGAATTC 3" MW=7374 Tm=61°C
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2.4. ANALISIS Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN
2.4.1.Electroforesis en geles nativos de agarosa

La agarosa fue disuelta en “buffer” TAE 1X, a una concentraciéon
adecuada de acuerdo a la longitud del ADN a visualizar. Se agreg6 Br.Et. a
una concentracién final de 0.5 pg/ml. Las muestras de ADN se sembraron
con “buffer” BPB 1X. La electroforesis se llevd a cabo con buffer TAE 1X,
generalmente en un campo eléctrico de 5-10 V/cm, a T.amb. Los geles
fueron visualizados utilizando un transiluminador de luz ultravioleta de 300

nm y fotografiados empleando el sistema de video Baby Imager 4912-2010
(Appligene).

2.4.2. Purificaciéon de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN a purificar se separaron en un gel de 1,2 % agarosa.
Se cortaron las secciones correspondientes, en un transiluminador de luz U.V. con

un bisturi tratando de no tomar agarosa sin ADN. Se realizd un pequerio orificio con

una aguja en la parte inferior de un tubo Eppendorf® de 0,5 ml y luego se tapé el
orificio con algodén. El fragmento de agarosa conteniendo el ADN se colocé dentro
del tubo a -20° C durante una hora. E! tubo asi preparado se coloco dentro de un
tubo de 1,5 ml y se centrifugd 15 min a 12.000 rpm De esta forma el “buffer” del
fragmento de agarosa conteniendo el ADN pasa al tubo de 1,5 ml. Se realizaron dos
extracciones con 0,4 ml de cloroformo y luego 2 extracciones con un volumen de
eter. Luego de la segunda extraccion, el tubo se dejo unos minutos a 37° C a fin de
permitir la volatilizacion del éter residual. Se agregaron 2 volumenes de etanol
absoluto frio, 0,1 volumenes de KAcO 5M pH: 5,2, se dejé 20 minutos a -70°C y a
continuacion se centrifugdé 15 minutos a 12000 rpm. Se descarté el sobrenadante y
se lavo el pellet con 200 pl de etanol 70%. El ADN se dejo secar en una estufa a

37°C y se resuspendio en 20 pl de “buffer” TE.
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2.4.3. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa de bajo
punto de fusion

Los fragmentos de ADN a ser purificados fueron separados en un gel de 1,2
% agarosa de bajo punto de fusién. En un transiluminador de luz U.V. se corté con

bisturi la seccion de agarosa conteniendo el fragmento de interés. Se colocd el

fragmento de agarosa en un tubo Eppendorf® con 200 ul de buffer TE y 100 pl de
acetato de sodio 3 M pH 6. Se dejé el tubo en un baro de 65°C por 10 minutos
Luego se agrego 500 ul de fenol precalentado a 65°C, se mezclo con vortex y se
centrifugd 3 minutos a 12.000 rpm. Se tomo el sobrenadante (fase acuosa superior)
y se repitid la extracciéon con fenol. Para retirar el fenol remanente se hicieron 2
lavados con 500 pl de éter saturado con agua. Luego, se procedio tal como se

describid en el item anterior.
2.5, EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

Las preparaciones en gran escala (maxi-preparaciones) asi como las
preparaciones en pequefa escala (mini-preparaciones) se realizaron siguiendo las
indicaciones descriptas por Sambrook et al. (1989).

2.5.1. En gran escala (Maxipreparaciones):

Se inoculd 5 ml de medio LB-amp con una colonia aislada de bacterias
transformadas por un plasmido con resistencia a ampicilina. Se incubd a 37°C con
agitacion durante toda la noche a fin de obtener un cultivo crecido a saturacién. Este
cultivo fue utilizado como inéculo para otro cultivo de 500 ml de LB-amp el cual fue
crecido a saturacion. El cultivo fue centrifugado a 5000 x g por 10 min, se descart6
el sobrenadante y el pellet se lavé en buffer TGE. El pellet lavado fue resuspendido
en 8 ml de buffer TGE. Se agregé 16 ml de NaOH, 0,2N, 1% SDS (p/v), se mezclo
por inversion y se dejé por 5 min a T. amb. Se anadié 12 ml de KAcO 5M pH 5,2 frio
y se mezcld por inversion. Se dejo en hielo durante 10 min y se centrifugd a 10.000
x g durante 30 min a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se le agreg6 0,6 vol. de

isopropanol, se mezclo y se dejé 15 min a T. amb. Se centrifugd a 12000 x g por 30

52



min, se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet conteniendo el ADN
plasmidico en 3 ml de buffer TE.

2.5.2. En pequeiia escala (Minipreparaciones):

A partir de una colonia aislada se inocularon 3 ml de LB-amp. Se incubé a
37°C con agitacion durante toda la noche a fin de obtener un cultivo crecido a
saturacién. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugaciéon a 12000 rpm por 3
min a T. amb. EIl pellet bacteriano se resuspendié en 200 ul de Soluciéon 1. Se
agregd 200 ul de Solucién 2 y se mezcld por inversidn. Se agregé 200 ul de
Solucién 3, se mezclé por inversion y se dejé 5 min a T. amb. Se centrifugd durante
10 min a 12000 rpm. Cuidadosamente se removidé 550 ul del sobrenadante los
cuales se transfirieron a un tubo Eppendorf. Se realizaron 2 extracciones con 400 pl
de cloroformo y se precipitd el ADN plasmidico por agregado de 1 volumen de
isopropanol y posterior centrifugacion por 15 min a 12000 rpm a T. amb. Se
descarto el sobrenadante y se dej6 drenar el exceso de liquido por inversién del tubo
abierto sobre papel absorbente. El pellet se lavo con 150 ul de etanol 70%, se seco

durante 10 min a 37° C y se disolvi6é en 50 pl de agua.

26. SUBCLONADO DE ADNc EN PLASMIDOS DE EXPRESION

El ADN del vector (0,5 ug de pGEX o pMal) fue digerido con la o las
correspondientes enzimas de restriccion. Se verifico la digestidon completa del ADN
analizando alicuotas de los productos cortados en un gel de agarosa 0,8 %. El
vector digerido fue purificado a partir de geles de agarosa. Los fragmentos de ADN
a ser clonados fueron digeridos con la o las correspondientes enzimas de restriccion
y luego sometidos a electroforesis en agarosa 1 % (BRL). El fragmento de interés

fue purificado como se describe en 2.4.2.

2.6.1. Digestién con enzimas de restriccion

Las digestiones fueron realizadas siguiendo las instrucciones del proveedor,

modificando la temperatura y el tipo de buffer de acuerdo a la enzima a utilizar.
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2.6.2. Reaccién de ligacion

Tanto los fragmentos a ser clonados como los plasmidos empleados en la
reaccion de ligacion fueron cortados con las enzimas correspondientes y purificados
a partir de geles de agarosa. La unica excepcion fue el plasmido pGem-T, el cual se
utilizd como sugiere el kit pGem-T Vector System (Promega). Las ligaciones se
realizaron empleando una relacion molar vector:inserto de 1:1 , 1:5y 1:10. La masa
de plasmido en cada tubo fue de 25 ng. Como control de ligacién se incluyd una
reaccion con vector sin inserto (autoligado) (Sambrook ,1989). La ligacion se realizé
con ligasa NEB T4 (aprox. 400 unidades) durante toda la noche a 16°C.
Posteriormente se transformaron células de E. coli DH5F .

2.6.3. Transformacion

La suspensién de ligacion se mezclé suavemente con 100 ul de células
competentes y se incubo en hielo durante 30 min. Luego se aplicé un golpe térmico
de 1 minuto a 42°C, se agrego 1 ml de LB y se incub6 a 37°C durante una hora. La
mezcla de transformacién se sembré en placas de LB-amp. En aquellos casos en
que la seleccién se realizd por a-complementacion se agregd 125 mg/ml de X-gal e
IPTG 0,1 M. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h.

2.7. ANALISIS DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES

Para analizar los plasmidos de las colonias recombinantes se utilizaron
distintos métodos. En algunos casos se realizaron minipreparaciones de ADNp y
posteriormente mapeos por enzimas de restriccidn. En otros casos, dependiendo
del plasmido utilizado, las caracteristicas del inserto y el numero de colonias
obtenidas se emplearon los métodos descriptos a continuacién. En el caso de haber
plaqueado las bacterias en LB-amp conteniendo IPTG-Xgal, s6lo se analizaron las

colonias blancas.
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2.7.1. “Quick”-Miniprep

Se seleccionaron colonias al azar, las cuales de subcultivaron en 3 ml de
medio LB-amp a 37° C durante toda la noche con agitacién. Luego, se trasvasé 100
ul de cada cultivo a un tubo de 1,5 ml y se agregaron 100 p! de fenol. Se mezclo
mediante utilizando vortex y la mezcla se centrifugé a 12.000 rpm durante 5 min.
Posteriormente 20 ul del sobrenadante se analizaron en geles de agarosa 0,8-1%.
Este tipo de preparacion permite visualizar la forma superenrrollada del ADNp, asi

como también los distintos tipos de ARN y el ADN cromosdmico.

2.7.2. “Colony” PCR

Bacterias provenientes de 1-3 colonias fueron colocadas en un tubo
conteniendo 20 ul de agua. Luego, los tubos se colocaron a 100° C durante 5 min
para provocar la lisis de las bacterias. Posteriormente se agregd a cada tubo los
siguientes reactivos: 2 ul de buffer Taq 10X, 0,2 ul de una solucién 25 mM de dANTP,
0,4 ul de una solucién 12,5 uM de cada primer y 1 ul de una solucion 25 mM de Mg

Clo2. Finalmente se agregd 0,5 U de Taq polimerasa (Promega). La reacciéon se

realizd en las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion del ADN 5 min. a 94°C

Desnaturalizacién del ADN 1 min. a 94°C

Pegado de los oligonucleotidos 1 min.a 55°C 30 ciclos
Sintesis de ADN 1.5min. a 72°C

Completado de cadenas 10min. a72°C

Secuencia de los primers para amplificacion de fragmentos clonados en pGex:
pGex 855 (57) 5° GCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCA 3°

Tamano: 23 nucleétidos MW=7177 Tm: 76°C

pGex (3°) 5 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 3°

Tamano: 23 nucledtidos Tm: 76 °C
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Al finalizar la reaccion de PCR 15 pul de cada reaccioén fueron analizados en
geles de agarosa. La amplificacion sobre el plasmido pGex salvaje genera una
banda de 190 pb. En los plasmidos recombinantes la banda amplificada posee el
tamafno del inserto correspondiente mas 190 pb correspondientes a regiones del
plasmido. Para realizar este método de rastreo se debe identificar cuidadosamente
las colonias en las placas de Petri, ya que en caso de amplificar la banda deseada

es necesario recuperar las colonias de la placa original.

2.7.3. Rastreo radioactivo de plasmidos recombinantes

En los casos en que el numero de colonias obtenidas al transformar el
control de autoligacion fue elevado, se realiz6 el rastreo utilizando como sonda el
inserto correspondiente marcado radioactivamente. Se colocaron filtros de nylon
Hybond-N* sobre las placas, marcados asimétricamente con una aguja para poder
ubicar posteriormente las colonias con sefales positivas. Luego de 1 min el filtro se
retirt6 y se colocé sobre un papel Whatman® 3MM embebido en solucion
desnaturalizante (1.5 M NaCl, 0.5 M NaCl) durante 3 min con la cara que tuvo
contacto con las colonias hacia arriba. Luego, se repitid el procedimiento con
solucién neutralizante (1.5 M NaCl, 0.5 Tris-HCI pH 7.2, 1 mM EDTA) durante otros 3
minutos. Se lavo durante 5 minutos en 5X SSC, se fij6 20 minutos con 0.4 N de
NaOH y se lavé nuevamente con 5X SSC por 5 min. Los filtros se secaron sobre un
papel Whatman® 3MM y se guardaron a 4°C hasta su utilizacién (Sambrook, 1989).

2.7.3.1. Marcado radioactivo de oligonucleétidos

Se colocaron 10 pl del oligonucleétido a marcar (a partir de una solucion
10uM), con de buffer T4 PNK (polinucleétido kinasa) (concentracion final 1X), con
1ul de la enzima T4 PNK y 2 pl de y?P-ATP. La mezcla se incubé a 37°C durante
una hora y luego 10 min a 70°C con 10 mM de EDTA. Posteriormente, se precipitd
con 1 ul de ARNt de levadura (10 pg/ul) y 330 ul de etanol/acetato de amonio,
durante 30 min a —70°C. La mezcla se centrifugd 15 min a 12.000 rpm y el pellet se
resuspendid en 100 ul de agua deionizada. Se utilizaron 5 ul de sonda marcada por

filtro.



Para la marcacion de oligonucledtidos destinados a la secuenciacion de ADN
se procedio de la siguiente forma: se colocaron 8 ul del oligonucleétido (10 ug/ml), 1
ul de buffer 10X T4 PNK, 0,5 ul de la enzima T4 PNK y 0,5 pl de y*2P-ATP (6000
Ci/mmol, 135 uCi/ul). La mezcla se incubo a 37°C durante 30 min y luego 2 minutos
a 90°C.

2.7.3.2.Hibridacion de los filtros con oligonucleétidos marcados

radioactivamente

Los filtros se prehibridaron durante 2 h a 42°C en una solucién conteniendo
5 ml de 20X SSC, 1 ml fosfato diacido de sodio 0.2 M pH 6.8, 1 ml de 50X
Denhardt’'s, 500 ul de SDS 10%, 100 ul de ADN de esperma de salmén y agua
deionizada c.s.p. 10 ml. La hibridacion se realizé durante toda la noche a 37°C.
Luego, los filtros fueron lavados con 6X SSC, 0.5% SDS durante 15 mina 37°C y 10
min a 45°C con agitacion. Se controlé con un contador Geiger la marca radiactiva, y
en caso de observarse demasiada radiactividad, se siguié lavando durante 10
minutos mas a 45°C. Los filtros se expusieron sobre peliculas AGFA-GEVAERT
Curix RP1 durante 2 6 3 dias a -70°C.

2.7.4. Secuenciacion de acidos nucleicos

La secuenciacion de acidos nucleicos se llevo a cabo por el método de
terminacion de cadena con dideoxinucleétidos. Para ello se utilizaron los kits de
secuenciacion Sequenase™ (USB Corp.) o fmol (Promega) y se siguieron las
indicaciones de los fabricantes. Para secuenciar con el kit Sequenasa se mezclo en
un tubo 6 ul de ADNsc (1 ug) con 1 ul del oligonucleétido correspondiente al inserto
a secuenciar, 2 ul de buffer de Sequenase y 1ul de agua deionizada. La mezcla se
incubd a 65°C por 2 min y se dejo alcanzar la temperatura ambiente lentamente.
Luego se agregd 1 plde DTT 0.1 M, 2 ul de mezcla de elongacién (1/5), 0.5 ul de [a-
®S]dATP y 2 ul de Sequenasa (1/4). Se mezclo bien y se centrifugd 10 seg. Luego
se incubd entre 2-5 min a temperatura ambiente. Mientras tanto, se rotularon 4
tubos como A, C, Gy T y se agreg6 a cada uno 2.5 ul de los respectivos ddNTPs y

los cuales fueron preincubados a 37°C. De la mezcla anterior se colocd 3.5 ul a

57



cada uno de los tubos con los ddNTPs y se dejé 10 min a 37°C. Luego se les
agregd 4 pl de solucion de terminacion (solucion Stop) para terminar la reaccion.
Las reacciones se guardaron a -20°C hasta su utilizacién. Para cada reaccién de

secuencia (incluyendo los cuatro nucleétidos) se utilizaron 5 pCi de [a-*S]dATP.

La secuenciacién empleando el kit fmol se realizé mezclando en un tubo 5
ul de Buffer 5X, 1,5 ul de oligonucleétido marcado (1,5 pmol), 100 ng del ADN a
secuenciar y agua hasta alcanzar un volumen final de 16 pl. Se agregd 1 ul de Taq
DNA Polimerasa (Sequencing Grade). Cuatro ul de esta mezcla se trasvasaron a
otros cuatro tubos rotulados A, C, G, T conteniendo cada uno 2 pul de la mezcla
apropiada de d/ddNTP. Posteriormente se agregd una gota (aprox. 20 pul) de aceite
mineral. Luego se realizd una reacciéon de PCR con el programa que se describe a
continuacién y una vez finalizada la reaccion se agreg6é 3 ul de Solucién Stop a cada
tubo.

Desnaturalizacion del ADN 2 min. a 94°C
Desnaturalizacion del ADN 30 seg. a 94°C
Pegado de los oligonucledtidos 30 seg. a 42°C 30 ciclos
Sintesis de ADN 1 min. a 70°C

Para ambos métodos de secuenciacion los tubos fueron precalentados a
70 °C durante 3 min antes de sembrar las muestras en geles. Se utilizé una cuba de
electroforesis Gibco-BRL para geles verticales de 30 x 40 cm, con espaciadores de
0.3 mm. Se emplearon geles de poliacrilamida 8% y 7 M de urea. Los geles se
prepararon a partir de una solucion stock de acrilamida-bisacrilamida (40:2) 40%.
Para ello 42 gr. de urea (Sigma) fueron disueltos a 37°C con agitacion en 15 ml del
stock de acrilamida 40%, mas 10 ml de TBE 10X y fue llevado hasta 100 mi con
agua deionizada. La polimerizacion se realizé con 280 ul de APS (0.8 mg/ml) y
0.08% V/V de TEMED. La electroforesis se llevd a cabo aplicando una potencia
constante de 60 W. Una vez concluida la migracién el gel se enjuagd con agua
corriente, para retirar la urea remanente. Los geles se secaron en vacio a 80°C
durante 2 horas. Los filtros se expusieron sobre peliculas AGFA-GERVAERT Curix
RP1 durante una 24-72 hs. a T. amb. (Sambrook,1989).
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2.7.5. Comparacién de secuencias con bases de datos

Las comparaciones de secuencias con bases de datos se realizo a
través del programa BLAST del Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos (http:/www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

2.8. EXPRESION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES
2.8.1. Sistema Agt11

Se realizé el método propuesto por Hall et al. (1984). Bacterias
lisbgenas para Agt11 fueron cultivadas durante toda la noche a 30°C hasta
obtener un cultivo crecido a saturacion. La replicacién del fago se indujo
mediante incubacién a 42°C durante 30 min. La induccién de la expresién
de las proteinas de fusidon se realizd6 mediante el agregado de IPTG 5 mM
durante 2 h a 37°C.

2.8.2. Sistema pMal y sistema pGex

Un cultivo conteniendo aproximadamente 2 x 10% células/ml fue
inducido por el agregado de IPTG (0.3 mM final) durante 2 h a 37°C. Las
células se cosecharon por centrifugacion y fueron resuspendidas en 50 ml
de “buffer” de lisis. La ruptura celular se realiz6 mediante un ciclo de
congelamiento-descongelamiento y dos ciclos de sonicacién de un minuto
cada uno. Se realizdo una centrifugacion a 9000 x g durante 30 min
obteniéndose en el SN las proteinas citoplasmaticas (Extracto crudo). En
este sistema las proteinas recombinantes carecen de todo tipo de sefal de
exportacion o de localizacion y permanecen solubles en el citoplasma, por lo tanto,
luego de la sonicacidn, la proteina recombinante permanece en el sobrenadante
junto con las proteinas solubles. El pellet conteniendo proteinas insolubles, células

no lisadas y debris celular fue descartado.



2.9. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

2.9.1. Sistema Agt11

La purificacion de las proteinas recombinantes se realizé a partir de
1 litro de cultivo como fue descripto anteriormente (Hall, 1984). Las
bacterias se concentraron por centrifugaciéon a 1500 x g durante 10 min a
T.amb., se resuspendieron en 16 ml de TNE y se agregaron 16 ml| de TNE
conteniendo sacarosa 50%. Luego de 10 min. se agregaron 32 ml de
lisozima 4 mg/ml la cual se dejé actuar por 15 min. La lisis se completé con
el agregado de 2 ml de EDTA 0.5 My 2 ml de NP40 10%, seguido de 2
ciclos de congelamiento-descongelamiento (nitrogeno liquido-agua
corriente). Para disminuir la viscosidad debida a los acidos nucleicos, el
homogenato se pas6é 10 veces por una aguja 21G. Luego se centrifugd a
13000 x g durante 30 min a 4°C y el precipitado, conteniendo la proteina de
fusion, se resuspendié en 40 ml de urea 8 M. Con el objeto de eliminar las
particulas insolubles, la suspension se centrifugd nuevamente en las

mismas condiciones y el sobrenadante se guardé a -20°C.

2.9.2. Sistema p-Mal

En el sistema p-Mal las proteinas de interés son sintetizadas como
una proteina de fusién con MBP. Esta caracteristica permite la utilizacién
de columnas de sefarosa-maltosa para su purificacion (Fig. 5). Se utilizaron
columnas de 2 cm de diametro por 9 cm de alto con 10 ml de resina. Se
sembraron 10 ml de extracto crudo y se hicieron recircular durante 2 hs.
utilizando una bomba peristaltica. Los lavados se realizaron con 20 mi del
mismo buffer con el cual se equilibré la columna (Tris-HCl 20 mM, pH: 7.4,
NaCl 0.2 M y p-mercaptoetanol 10 mM). Posteriormente, la proteina de
fusion fue eluida con maltosa 10 mM. Durante los lavados y la elucion se
colectaron fracciones de 1.5 ml. Alicuotas de estas fracciones fueron
utilizadas para determinar la concentracion de proteinas (item 2.9.5) y
analizadas por SDS-PAGE 10%.
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Las fracciones en las cuales se observé la proteina recombinante

libre de contaminantes fueron parcialmente liofilizadas durante 4 h y

aquellas en que la cantidad de proteinas observada en el gel fue similar se

agruparon. Posteriormente se determind la concentraciéon proteica. El

rendimiento fue entre 2 y 5 mg de proteinas recombinantes por litro de

cultivo inducido.
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2.9.3. Sistema pGex

Figura 5. Esquema de Ia
purificacién de proteinas MBP
recombinantes. De arriba
hacia abajo se esquematizan
las distintas etapas del
proceso: clonado, expresion y
purificacion.

Se utilizé la misma metodologia que la empleada para purificar proteinas de

fusion con MBP, con la unica diferencia que el extracto crudo obtenido luego de la

sonicacion se paso por una columna de glutation-agarosa. La elucién se realizé con

glutation 5 mM.
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2.9.3. Digestion enzimatica de proteinas recombinantes con el factor Xa

La digestion se realizé siguiendo las indicaciones del proveedor
(New England Biolabs). Previamente a la digestidn la proteina recombinante
fue desnaturalizada por agregado de cloruro de guanidina 6 M y posterior
dialisis contra PBS 0,1%. La reaccién de digestidon se realizé incubando la
proteina recombinante con Factor Xa en una relacion 1% m/m. Las
incubaciones se realizaron a temperatura ambiente durante 48 horas. La
eficiencia de la digestién se determiné por SDS-PAGE y la separacion de

los 2 fragmentos se realizé utilizando una columna de sefarosa-maltosa.

2.9.4. Determinacion de la concentracién de proteinas

Se realizé mediante un micrométodo adaptado del protocolo original
descripto por Bradford (1976). A 10 ul de cada muestra se agregaron 20 ul
de H,O y 300 ul de reactivo de Bradford. Las muestra se analizaron por
duplicado en placas de poliestireno de 96 pozos y se midi6 la DOggg en un
lector Immunoskan. Se utilizaron patrones de BSA para la construccién de
una curva de calibracion y en base a la misma se determind la

concentracion proteica de las muestras.

2.10. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis de proteinas se realizé siguiendo el método descripto por
Laemmli (1970) para geles discontinuos conteniendo SDS. Se utilizaron las cubas y
accesorios del sistema "mini-Protean II" (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA) para

geles pequenos de 7x8 cm. Para el armado de los geles se sigui6 la siguiente tabla:
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a) Gel separador ( 0,375 M Tris, pH: 8,8):

Concentracion final de acrilamida

Solucién madre 7,5% 10% 12% 15%

30%acril./0,8% bis 2,5m| 3,3ml 4,0ml 5,0ml
1,5M Tris-HCIpH: 88 2,5ml 2,5m| 2,5ml 2,5ml
10% SDS 0,1ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml
H20 4,9ml| 4,1ml 3,4ml 2,4m|
10% APS 50 ul 50 ul S0 pl 50 ul
TEMED S ul Syl Syl 5 ul

TOTAL 10 ml 10 ml 10 ml 10ml

b) Gel concentrador (0,125 M Tris, pH: 6,8):

Soluciones madre Concentracién final de

acrilamida =4%

30% acril./0,8% bis 0,67 mi
0,5M Tris-HCI pH: 6,8 1,25 ml
10% SDS 50 l
H.0 3,05 ml
10% APS 25 i
TEMED 5l
TOTAL 5 ml

Para evitar la inhibicibn de la polimerizacion por contacto con el aire y
obtener una interfase recta, luego de verter entre los vidrios la mezcla del gel
separador, se colocd 1 ml de agua. Luego que el gel polimerizé (20 mina T. amb.),
se volcd el agua y se completd el armado con la mezcla correspondiente del gel
concentrador y el peine elegido. Las muestras a analizar se colocaron en tubos
Eppendorf, se agregd un volumen de buffer de siembra (0,2% azul de bromofenol,
4% SDS, 10% mercaptoetanol, 20% glicerol, en TBS) y se calentaron a ebullicion
durante 3 min luego de lo cual se sembraron en el gel (hasta 20 ul de muestra por

calle). Como buffer de corrida se utilizé una solucion 0,1% SDS, 192 mM glicina,
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25mM Tris, pH: 8,3. Las condiciones de migracién fueron: 20 mA por gel durante

aproximadamente 45 min, a temperatura ambiente (Ausubel, 1987).

2.10.1. Tincién de los geles con Coomasie-blue

Para observar el perfil proteico de las muestras luego de la migracion, se
incubd el gel en la solucién de tincion (0,05% Coomasie Brillant blue R (Sigma), 45%
metanol, 10% acido acético) durante 1h a temperatura ambiente con agitaciéon suave
y se destind incubando de la misma manera en una solucion 45% metanol, 10%
acido acético, hasta la visualizacion de las bandas. Para su conservacion, el gel se
coloco sobre un papel de filtro Whatman 3MM, se cubrié con una lamina de celofan y

se seco utilizando un secador de geles a 80° C durante 2 h.

2.10.2. Patrones de peso molecular

Se utilizaron marcadores de peso molecular pretenidos, abarcando el rango
de 27.000-180.000 Daltons (Prestained kit protein Molecular Weight, Sigma). Se

prepararon segun la indicacién de los fabricantes y se emplearon 5 pl/calle.

2.11. ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A FILTROS DE
NITROCELULOSA

Las condiciones de transferencia fueron basicamente las descriptas por
Towbin (1979). Se utilizo el sistema de Bio Rad "Mini-Trans Blot Electrophoretic
Transfer Cell". Previamente al armado del aparato de transferencia, se recortaron
dos papeles Whatman 3MM y un filtro de nitrocelulosa (Hybond-C, Amersham) del
tamano del gel y junto con las esponjas se dejaron sumergidos en buffer de
transferencia (192mM glicina, 25mM Tris, 20% metanol, pH: 83). Luego de la
electroforesis, se separd una de las placas de vidrio, se retiré el gel concentrador y
se levanto el gel separador apoyando sobre el mismo uno de los papeles Whatman
3MM. El dispositivo de transferencia se armoé dentro de un recipiente conteniendo
buffer de transferencia. Sobre la placa plastica orientada hacia el polo negativo se
coloco una esponja y el papel Whatman 3MM con el gel hacia arriba. Se lo cubri6

con la nitrocelulosa y se completo el armado con el papel Whatman 3MM restante, la
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otra esponja y la otra placa plastica. Se ajustaron ambas placas entre si y el
dispositivo completo se coloco dentro de la cuba conteniendo buffer de
transferencia, previamente enfriado a 4°C. La transferencia se llevé a cabo a 150
mA por gel, a 4°C durante 1h. Finalizada la transferencia, se verificé la eficiencia de

la misma incubando el filtro en una soluciéon de Rojo Ponceau.

2.12. WESTERN BLOT

Las proteinas transferidas a nitrocelulosa se detectaron, en todos los casos,
segun el método descripto por Huynh et al. (1985) y siguiendo las indicaciones de
los fabricantes del kit Vecta Stain ABC (Vector Laboratories). Todas las
incubaciones y lavados se efectuaron a T. amb. con agitacion. Para evitar la unién
inespecifica de los anticuerpos a la nitrocelulosa, el filtro se colocé en TBS-leche
durante 30 min. Se retird la soluciéon anterior y se incubd por 2 horas con el primer
anticuerpo, previamente diluido en TBS-leche conteniendo 0,05% de Tween 20. Los
anticuerpos no unidos se eliminaron con 3 lavados de 5 min en TBS-Tw. A
continuacion la nitrocelulosa se incubé 1 hora con una dilucibn apropiada del
segundo anticuerpo diluido en TBS-leche (conjugado anti-IgG de raton-biotinilado o
conjugado anti-IgG humana-biotinilado, ambos en una dilucién 1:400 preparados en
cabra (kit ABC Vecta Stain, Vector Laboratories,). Luego de 3 lavados de 5 min en
TBS-Tw, se coloco el complejo avidina-biotina-peroxidasa y se incub6 por 1 h mas.
El exceso de complejo se elimind con 3 lavados de 3 min en TBS. Para el revelado,
se agregaron 12 mg de 4-cloro-1-naftol (Merck) disueltos en 4 ml de metanol frio y
14 pul de H202 30 % a 20 mil de TBS. Esta solucidon se volcod inmediatamente sobre
el filtro y se incubé en la oscuridad hasta la aparicion de las bandas (1 a 10 min.).
La reaccion se detuvo lavando el filtro con agua. Cuando fue necesario competir la
reactividad inespecifica de los sueros contra proteinas de E. coli (por ejemplo, en la
deteccion de proteinas de fusidn), se agregd a la solucidén del primer anticuerpo,
20% de lisado de E coli Y1089 lisogena para Agt11 salvaje.
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2.13. PREPARACION DE PROTEINAS DE T. cruzi.

Los ribosomas de T. cruzi se prepararon a partir de 1 gr de
epimastigotes, cepa Tulahuen 2. Los parasitos se resuspendieron en 10 ml|
de “buffer” L y se lisaron por 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento
(nitrogeno liquido-agua corriente). Esta fraccion fue utilizada como
antigeno total de T. cruzi. El homogenato se centrifugé a 12000 x g durante
30 min a 4°C y los ribosomas se obtuvieron por centrifugacién del
sobrenadante sobre capas de 1.5 y 2M de sacarosa en buffer TMK a
105.000 x g durante 2 h. a 4°C (rotor Ti 50). Finalmente se lavaron en TMK
y se resuspendieron en 600 pl del mismo “buffer”. Luego se fraccioné en tubos
de 1.5 ml y se congeld a -20°C. La concentracion de proteinas se determind como

se describe en el item 2.9.5.

2.14. PREPARACION DE PROTEINAS DE CORAZON

Se extrajo el corazén (previamente perfundido) de 2 ratones BALB/c de 4
semanas de edad. Para la obtencion de cardiocitos, los corazones fueron tratados
con colagenasa (1 mg/ml) durante 10 min a 37° C y posteriormente disgregados
mecanicamente. La suspensidén se incubé nuevamente con colagenasa, se filtrd y
se centrifugd 10 min a 4000 rpm. El pellet de células fue lavado dos veces con PBS

1X y finalmente resuspendido en 2 ml de PBS.

2.15. ANIMALES

Para los experimentos in vivo, se utilizaron ratones de seis a ocho
semanas de vida de la cepa Balb/c y Swiss, los cuales fueron mantenidos
segun las condiciones establecidas en “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (U.S. Dept. of Health, 1985).



2.16. PROTOCOLOS DE INMUNIZACION

Grupos de ratones fueron inmunizados por ruta intraperitoneal con las
proteinas MBP-TcP28, MBP-TcPO y MBP-MmPO. Se utilizé adyuvante incompleto
de Freund (IFA) o adyuvante completo de Freund (CFA) segun el experimento.
Como control se utilizaron ratones inmunizados con MBP en presencia de adyuvante
0 adyuvante solo. Se obtuvo muestras de suero a los 21 (S1), 35 (S2), 49 (S3) y 63

(S4) dias luego de iniciado el esquema de inmunizacion.

2.17. ANTIGENOS UTILIZADOS

2.17.1.Antigenos del sistema MBP

Las proteinas MBP, MBP-TcP2B8, MBP-TcPO y MBP-MmPO se
clonaron en el plasmido pMal. En este sistema se producen proteinas de
fusiobn MBP-antigeno que pueden ser purificadas por columnas de afinidad
sefarosa-maltosa. El PM de las proteinas de fusién se calcula sumando al
PM de MBP (42 Kda) el PM esperado para cada fragmento clonado (Fig. 6).

2.17.2.Antigenos del sistema GST

Las proteinas GST, GST-TcP2B, GST-TcPO y GST-MmPO se
clonaron en el plasmido pGex. En este sistema se producen proteinas de
fusion GST-antigeno que pueden ser purificadas por columnas de afinidad
glutation-agarosa. El PM de las proteinas de fusion se calcula sumando al
PM de GST (26 Kda) el PM esperado para cada fragmento clonado (Fig. 6).

2.17.3.Péptidos sintéticos

Los péptidos fueron sintetizados por Neosystem (Strasbourg, Francia), a
partir de la secuencia aminoacidica del extremo C-terminal de las proteinas TcP2,
TcPO y de las proteinas ribosomales P1/P2 humanas. La secuencia de los mismos
es la siguiente: R13 (EEEDDDMGFGLFD), H13 (EESDDDMGFGLFD), R11
(EDDDMGFGLFD), H11 (SDDDMGFGLFD), R10 (DDDMGFGLFD), R7 (MGFGLFD),
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PO15 (EEEDDDDDFGMGALF), PO-14i (AAAESEEEDDDDDF) POb (AESDE), PO7
(FGMGALF) y PO8 (EEEDDDDD) (Fig. 6). Para determinar la reactividad de los

sueros contra los receptores cardiacos se utilizaron los siguientes péptidos

correspondientes al segundo rulo extracelular:

B1:(HWWRESDEARRCYNDPKCCDFVTNRY)
B2: (HWYRATHQEAINCYANETCCDFFTNQ)
M2: (VRTVEDGECY IQFFSNAAVTFGTAI)



GST-TcP2p (38 Kda)

MBP-TcP23 (54 Kda)

Péptido R13 | EEEDDDMGFGLFD
Péptido R11 EDDDMGFGLFDJ
Péptido R10 DDDMGFGLFD

Péptido R7 MGFGLF DI

GST-TcPO (56 Kda)

MBP-TcPO0 (72 Kda)

Péptido P015 EEEDDDDDFGMGALH
Péptido P014i [ AAAESEEEDDDDDF
Péptido P08 EEEDDDDD
Péptido P07 FGMGALF
Péptido PoR AESEE

GST-MmPO (29 Kda) GST (26 Kda) |

MBP-MmPO0(45 Kda

Péptido H13 EESDDDMGFGLFD
Péptido H11 SDDDMGFGLFD|

Figura 6. Proteinas recombinantes y péptidos utilizados. Se puede observar que
las proteinas TcP2B, TcPO y MmPO se encuentran clonadas de forma tal que pueden
ser expresadas acopladas tanto a MBP como a GST. Debajo de cada proteina, se
observan los péptidos empleados correspondientes al extremo C-terminal de cada
una de ellas.
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2.18. SUEROS

2.18.1.Sueros de pacientes chagasicos

Los sueros de pacientes chagasicos se obtuvieron de individuos
infectados con T. cruzi, provenientes de la zona endémica del norte y centro
de la Argentina los cuales fueron examinados en el Servicio de Cardiologia
del Hospital Ramos Mejia (Director Dr. M. Rosenbaum) por el grupo de
meédicos coordinados por el Dr. P.Chiale. En dicho hospital se determiné la
presencia de anticuerpos contra T. cruzi por fijacion de complemento,
hemaglutinacién indirecta e inmunofluorescencia indirecta. En nuestro
laboratorio, cada uno de los sueros fue ensayado por ELISA contra los

antigenos JL7 y R13.

2.18.2.Sueros de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico

Los sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico fueron
obtenidos por la Dra. M.J. Svetatz, en la ciudad de Rosario, Santa Fe.
Ademas se utilizaron sueros lupicos de individuos europeos. Estos fueron
caracterizados en la “Unité d'Immunohematologie et Immunopatologie” del
Instituto Pasteur (Paris), dirigida por el Dr. G. Dighiero. Sélo se utilizaron

los sueros lupicos con actividad anti-proteinas ribosomales P.

2.18.3.Sueros de ratones infectados con T. cruzi.

Los sueros de ratones infectados con T. cruzi (Tekiel, 1997) fueron
gentilmente cedidos por la Dra. Stella Maris Gonzalez Cappa (Dpto. de
Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina,
UBA). Se emplearon sueros de ratones Rockland infectados con la cepa

CA-1de T. cruzi 5 y 9 meses post-infeccion.



2.19. DETERMINACION DE ANTICUERPOS POR LA TECNICA DE ELISA

Los antigenos utilizados (péptidos, proteinas recombinantes vy
extractos celulares) fueron diluidos en “buffer” carbonato (0.1 M carbonato
de sodio, pH: 9.6). Mediante la construccién de curvas de calibracion
(DO41s vs pg de antigeno) se determind la cantidad 6ptima para cubrir cada
pocillo. Estos ensayos determinaron las concentraciones 6ptimas para cada

tipo de antigeno:

a) Péptidos sintéticos acoplados a BSA: 2 uM
b) Péptidos sintéticos no acoplados: 2 ug por pocillo
c) Proteinas recombinantes con pBgal: 1 ug por pocillo

d) Proteinas recombinantes con GST: 0,1 ng por pocillo

El bloqueo se realizé con 100 ul/pocillo de PBS-leche. Los sueros
fueron diluidos apropiadamente en PBS-leche. Como segundo anticuerpo
se utilizd anticuerpos anti-igG de ratén (Sigma) o anti-igG humana (Sigma)
conjugados con fosfatasa alcalina y diluidos en PBS-leche (1:3500 y 1:4000
respectivamente). El revelado de la placa se realizé con 50 ul/pocillo de
una solucion 1 mg/ml de p-nitro fenol fosfato (Sigma). Una hora después de
colocado el revelador se determiné la densidad éptica a 415 nm en un lector

de microplacas Immunoskan 340 (Labsystems, Finlandia).

Para determinar los titulos de anticuerpos contra los distintos
antigenos se procedio a realizar diluciones seriadas al medio de los sueros
a partir de la diluciéon 1/50. Se calculé el titulo contra un determinado
antigeno como la inversa de la mayor dilucion con reactividad positiva para

ese antigeno.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos involucrados en la
respuesta contra los distintos antigenos se emplearon anticuerpos
especificos contra los distintos isotipos (IgG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, cadena

x, cadena A y cadena p) acoplados a fosfatasa alcalina (Caltag
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Laboratories, Burlingame, CA). Para determinar la reactividad del scFv
contra R13 se utilizé como segundo anticuerpo el AM 9E10 dirigido contra c-

myc. (Sigma)

2.19.1.Ensayos de inhibicion de la reaccién de ELISA

Se utilizé el protocolo descripto para la realizacién del ELISA directo pero los
sueros fueron preincubados con concentraciones crecientes de diferentes péptidos
durante 12 h a T.amb. y toda la noche a 4°C. Como control negativo de la inhibicién
se utilizé un péptido de 13 aminoacidos denominado PVMT (AEAALUKMALMKYV),
correspondiente a una proteina del virus del mosaico del tabaco que no presenta
ninguna homologia de secuencia con los péptidos utilizados. El porcentaje de
inhibicion (% de Inhibicidén) se calculé con respecto a la reactividad del suero

preincubado con leche (Mesri, 1990).

2.20. TECNICA DE REEMPLAZO POR ALANINAS (ALANINE REPLACEMENT)

El mapeo de la region C-terminal de la proteina TcP2p se realizd6 empleando
el kit SPOTs® (Genosys Biotechnologies Inc, Inglaterra). Estos ensayos se
realizaron en colaboracion con el laboratorios del Dr. Marc Van Regenmortel y del
Dr. Johan Hoebeke (Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Strasbourg Cedex,
Francia). En primer término se sintetizé sobre una membrana una bateria de 14
péptidos representando la secuencia de R13 y sus analogos reemplazados por
Alanina en distintas posiciones. Para elio, se disolvié aminoacidos Fmoc en N-metil-
pirrolidinone (NMP) y se colocd sobre la membrana alicuotas de 0.9 ul del primer
aminoacido correspondiente a la region C-terminal. Este procedimiento se repitid
luego de 15 min y posteriormente la membrana fue lavada dos veces con
dimetifformamida (DMF). En el ultimo lavado, se agregaron 800 ul de anhidrido
acético para acetilar el extremo N-terminal. Luego de dos lavados, ia membrana se
dejé secar al aire antes de iniciar un nuevo ciclo de acoplamiento de los aminoacidos
Fmoc. Una vez finalizados todos los ciclos la membrana fue incubada con 20 ml de
metanol, lavada tres veces con TBS y bloqueada (Genosys Blocking Buffer) durante
12h aT. amb. La membrana fue incubada con 5 mi del primer anticuerpo diluido en

TBS-leche durante dos horas. Luego de lavar tres veces la membrana con TBS-Tw
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sensible a Ia luz (Hyperfilm, Amersham) durante distintos periodos de tiempo entre 5
y 45 segundos. El film fue escaneado con un scanner Microtek y la intensidad de las

bandas cuantificadas en forma digital.

Estos ensayos se realizaron en colaboracién con el laboratorios del Dr. Marc
Van Regenmortel y del Dr. Johan Hoebeke (Institut de Biologie Moléculaire et

Cellulaire, Strasbourg Cedex, Francia).

2.21. OBTENCION DE LINFOCITOS Y EVALUACION DE LA LINFOPRO-
LIFERACION FRENTE A PROTEINAS RIBOSOMALES P Y PEPTIDOS
RELACIONADOS

Se obtuvieron esplenocitos ratones inmunizados con MBP o MBP-TcPO. Las
células se obtuvieron forzando el tejido a pasar a través de una malla de acero y
luego a través de una aguja 26G. Las células se lavaron por centrifugacion, se
resuspendieron en medio RPM!| 1640 adicionado con buffer HEPES 25 mM, 10%
suero fetal bovino, glutamina, mercaptoetanol 5 x 10° M y gentamicina (10°
células/ml) y se cuitivaron en placas de 96 pocillos (Immunoplate I, A/S Nunc,
Roskilde, Dinamarca) en presencia de GST, GST-TcP0, R13, P015 y un péptido no
relacionado durante 96 h. La proliferacion celular se determiné por el agregado de
*HTimidina durante las Gltimas 16 horas de cultivo y posterior deteccién de la
Timidina incorporada en contador de centelleo liquido. Se definid el indice
estimulatorio como el cociente entre las cpom medidas en presencia de los diferentes

antigenos y las cpm medidas en presencia de GST o el péptido no relacionado.

2.22. CLONADO DE REGIONES VARIABLES DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES

El anticuerpo monoclonal 17.2. fue obtenido por el laboratorio de la Dra.
Hontebeyrie (Instituto Pasteur, Paris, Francia) en el marco de un proyecto
colaborativo con nuestro laboratorio. Los ratones de los cuales se obtuvo los
linfocitos para obtener el hibridoma fueron inmunizados con la proteina MBP-TcP2p
preparada segun se describe en los items 2.8 y 2.9. Una vez obtenido el hibridoma
el Instituto Pasteur envio a nuestro laboratorio alicuotas del sobrenadante de cuitivo

y del ARN del mismo.
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Las regiones variables de los anticuerpos monoclonales fueron clonadas
bajo la forma de un scFv. Esta construccion se asemeja al fragmento Fab ya que
carece de las regiones constantes del anticuerpo y retiene la propiedad de union al
antigeno (Fig. 7). La principal diferencia reside en que el sitio de unién al antigeno
es monovalente ya que una copia de la region variable de la cadena pesada esta

unida a una copia de la cadena liviana por un fragmento de 15 aminoacidos.

COR's Fab-Fragment
Fv (hypervarigble Regiong) Yhoowi

2 U

~ " Fab

Fv-Fragment
: peptide

Figura 7. Esquema comparativo de una IgG completa, un Fab y un scFv (Fv). Se
observa las distintas regiones caracteristicas de un anticuerpo. En especial las

regiones hipervariables (en naranja, CDR) presentes tanto en la IgG, el Fab y el
scFv.

El clonado de las regiones variables de un AM en un scFv permite la
expresion de abundantes cantidades de éste en un sistema procarionte asi como
también provee el marco adecuado para manipular mediante técnicas de biologia
molecular la secuencia nucleotidica del anticuerpo. La construcciéon del scFv
involucra 3 pasos de PCR. En la PCR 1 las regiones VH y VL son amplificadas a
partir del cDNA. En la PCR 2 se agregan los sitios de clonado y el fragmento
ligador. En la PCR 3 se fusionan los fragmentos VH y VL en un unico fragmento.
Este fragmento luego de ser purificado se digiere con las enzimas de restriccion Nco
I y Not | para su ligacion en el plasmido pUC118-Myc (Fig. 4 y 8) (Lefranc, 1997).
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Figura 8. Clonado de las regiones variables de un AM en un vector procarionte.
2.22.1. Extraccion del ARN de los hibridomas y preparacion del ADNc

La extraccion del ARN se realizé utilizando el kit Rneasy de Quiagen. Se
centrifugaron 1 x 10" células durante 5 min a 300 x g. Luego de descartar el
sobrenadante, las células se procesaron siguiendo las indicaciones del kit. El ARN

obtenido se cuantificé determinando la absorbancia a 260 nm (una unidad equivale a
40 pug/ml de ARN).

Para obtener el ADNCc se realiz6é una reaccion de RT-PCR utilizando 5 ug del

ARN de los hibridomas. La reaccién se realizd de la siguiente forma:
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Buffer Moloney Murine Virus RT 5X 4 pul

Inhibidor de RNAsas 1ul
DNTP (25 mM) 1,5 ul
Hexameros (200 ng/ul) 1ul
MMV (200 U/ul) 3 ul
RNA 5 pul
Agua 4.5 ul
20 pl

Se utilizo el siguiente programa:
10 minutos a 25 °C , 40 minutos a 42 °C, 5 minutos a 95 °C

En otros casos se realizd una reaccion de RT-PCR empleando los
oligonucledtidos especificos en lugar de los hexameros. En estos casos se empled
el kit Acces RT-PCR System (Promega). Este método posee la ventaja de realizar
las dos reacciones (Sintesis de ADNc y amplificacion por PCR) en un solo paso ya
que contiene la transcriptasa reversa AMV (Avian Myeloblastosis Virus) y una
polimerasa termoestable proveniente de Thermus flavus (Tfl). De esta forma la
reaccion se realiza en menos tiempo y fundamentalmente se evitan contaminaciones

ya que toda la reaccién se realiza en un solo tubo. La reaccién se realizo de la

siguiente forma:

Volumen Concentracion

Final
Agua (libre de RNAsa) 10 ul
Buffer AMV / Tfl 5X 5l 1X
Mezcla de dNTPs (10 mM cada uno) 0,5 pl 0,2mM
Primer §° 50 pmol 2,5 pl 1 uM
Primer 3~ S0 pmol 2,5 pl 1 uM
Mg SO4 25 mM 1l 1 mM
AMV Transcriptasa Reversa (5U/ul) 0,5 ul 0,1 U/l
Tfl DNA Polimerasa (5U/ul) 0,5 pl 0,1 U/pl
Muestra de RNA 2 ul
Inhibidor de RNAsa 0,5 ul
Volumen final 25 pl

Los oligonuclettidos especificos empleados en esta reaccidon se describen
en el punto 2.22 2. Para calcular los nanogramos de primer equivalente a 50 pmol

se realiza la siguiente ecuacion:
X ng =50 pmol/numero de bases del primer

Se utilizé el siguiente programa:
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Sintesis de la primera 1 ciclo 48° C 45 minutos
hebra de DNAc

Desnaturalizacion del ADN 1 ciclo 94° C 2 minutos
Sintesis de la segunda 30 seg. a 94°C
hebra de DNAcy 1 min. a 62°C 40 ciclos
amplificacién por PCR 2 min. a 68°C
Elongacién 1 ciclo 68° C 10 minutos

2.22.2 Amplificacién de las regiones variables

El ADNc obtenido en la reaccién con la transcriptasa reversa se utilizé para
amplificar las regiones variables de la cadena liviana (VL) y pesada (VH) de un

anticuerpo monoclonal de acuerdo al método descripto descripto a continuacion.

PCR 1

Buffer Taq Pol 10X 5 ul
MgCl> (50 mM) 1,5 pl
DNTP (2,5 mM) Sul
Primer For (10 upM) 2,5 ul
Primer Back (10 uM) 2,5 ul

Agua 28,5 ul
ADNc Sul
50 pl

Se realiz6 el siguiente programa:

Desnaturalizacion del ADN 1 min. a 94°C

Pegado de los oligonucledtidos 1 min. a 60 °C 30 ciclos
Sintesis de ADN 1 min. a 72°C

Completado de cadenas 10min.a72°C

Para la amplificacion de VL se utilizan los oligonucledtidos Vk2 For y Vk2
Back y para la amplificacién de VH se utilizan los oligonucledtidos VH1 For y VH1
Back.
La secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la PCR1 es:

Vk2For 5° CCGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCC 3
5° CCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC 3°
5° CCGTTTGATTTCCAACTTTGTCCC 3°
5° CCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC 3’
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VH1For 5" TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC 3
VH1Back 5° AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG 3°

(S=CoG, M=AoC;R=A0G;W=A0T)

PCR2

Buffer Taq Pol 10X 5 pl
MgCl, (50 mM) 1,5 ul
DNTP (2,5 mM) 5 ul
Primer For (10 uM) 2,5 pl

Primer Back (10 uM) 2,5 pnl

Agua 28,5 ul

ADN Sul
50 ul

Se utilizo el siguiente programa:

Desnaturalizacion del ADN 1 min. a 94°C

Pegado de los oligonucledtidos 1 min. a 50°C 30 ciclos
Sintesis de ADN 1 min. a 72°C

Completado de cadenas 10min.a72°C

Para la amplificacién de VL se utilizaron los oligonucledtidos NotVkFor y
SCVkBack y para la amplificacién de VH se utilizaron los oligonucleétidos SCVH For
y SfiVH Back. La secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la PCR2 es:

Primers PCR 2

SCVHFor
5°’AGAGCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCACC TGAGGAGACGGTGACCG 3

SfivHBack
5 TACTCGCGGCCCAACCGGCCATGGCCCAGGTSMARCTGCAGSAGTC 3°

NotVkFor

5" GATATGAGATACTGCGGCCGC CCGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCC 3
5" GATATGAGATACTGCGGCCGC CCGTTTTATTITCCAGCTTGGTCCC &

5" GATATGAGATACTGCGGCCGC CCGTTTGATTTCCAACTTTGTCCC 3
5" GATATGAGATACTGCGGCCGC CCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC 3
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SCVkBack
5 GGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCCGACATTGAGCTCACCCAG 3

PCR3

Esta reaccion de PCR permite unir en una sola molécula las regiones VH y
VL. Esta reaccion se realiza en dos etapas. En la primera se mezclan los
fragmentos VH y VL en ausencia de “primers”. Esta etapa consta de 10 ciclos de
PCR en los cuales por un mecanismo de “Overlap extension” los fragmentos VH y
VL hibridan y forman un solo fragmento. En la segunda etapa se agregan los
primers SfiVHBack y NotVkFor para producir un aumento exponencial del fragmento

formado previamente.

Buffer Taq Pol 10X 5 pl
MgCl> (50 mM) 1,5 ul
DNTP (2,5 mM) 5 ul

Agua 33,5l
VH purificado 2ul
VK purificado 2 ul
Taq polimerasa 1l
50 pl

Se utilizd el siguiente programa:

Desnaturalizacion del ADN 2 min. a 94°C
Pegado de los oligonucleétidos 1 min.a 50°C 30 ciclos
Sintesis de ADN 1 min. a 72°C

Luego se agregd 2, 5 ul de cada primer (SfiVHBack y NotVkFor) y se realiz

el siguiente programa:

Desnaturalizacion del ADN 1 min. a 94°C 15 ciclos

Hibridacion / Elongacion 2 min.a 72°C

El fragmento de ADN obtenido en la PCR 3 fue purificado, cortado con las

enzimas Not | y Nco | y posteriormente ligado al plasmido pUC-myc.
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2.22.3.Analisis de las secuencias de las regiones variables

Las secuencias correspondientes a las regiones variables de la cadena
pesada y liviana de los anticuerpos monoclonales fueron comparadas y revisadas

empleando distintas bases de datos.

http://www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/abs/seqtest.htm|
http://www.ibt.unam.mx/paginas/almagro/V_mice.html
http://immuno.bme.nwu.edu/

http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html

2.23. EXPRESION DEL scFv

Para lograr la expresion del scFv se procedié de acuerdo a lo descripto por
Lefranc (1997). Se inoculé 50 ml de medio LB-amp conteniendo 0,1% de glucosa
con 0,5 ml de un cultivo saturado de una bacteria conteniendo el plasmido
recombinante. Se incub6 a 37°C con agitaciéon durante 3 horas. Luego se agregd
IPTG hasta una concentracion final de 1 mM y se incubd a 28°C con agitacion
durante 3 horas. Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 4000 rpm
durante 30 min a 4°C. El pellet se resuspendié en 5 ml de buffer de
esferoplstos y se agitd en hielo durante 30 min. El lisado se centrifugd a
13000 rpm durante 10 min a 4°C. EI sobrenadante corresponde a la
fraccion periplasmica. La expresion del scFv se determind en ensayos de
Western blot empleando como primer anticuerpo un AM dirigido contra el

“tag” c-myc.
2.24. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

E! material proveniente de tejido cardiaco y musculo esquelético de
los ratones inmunizados y normales se fijéo en liquido de Bouin y se incluyd
en Paraplast y posteriormente en metacrilato. Los cortes de 5 mm de

espesor se colorearon con hematoxilina-eosina y se analizaron en la forma

previamente descripta por Ruiz (1985).

83



2.25. ANALISIS ELECTROCARDIOGRAFICOS

Para realizar los analisis electrocardiograficos se emplearon dos
técnicas. Los primeros registros se tomaron de acuerdo a lo descrito por
Laguens (1980) y Ruiz (1985). En este caso los ratones fueron
anestesiados colocandolos por un corto periodo en una atmdsfera con éter.
Como electrodos se utilizaron agujas de metal de 10 x 5 y se registraron las
derivadas DII, DIll y aVF. En el otro disefio experimental empleado, los
ratones fueron anestesiados con pentobarbital administrado por ruta
intraperitoneal. La dosis necesaria para lograr el grado de anestesia
deseado fue de 0.06 mg/g de peso corporal utilizando el método de Pilgrim y
De Ome (1955). Como electrodos se emplearon pinzas cocodrilo
modificadas para no dafiar las extremidades del raton. Ademas se colocd
en los extremos de los electrodos crema de keratina para mejorar el

contacto con la piel del ratén (Fig. 9).

Figura 9. Toma del electrocardiograma

Los registros se realizaron con un electrocardiografo Fukuda-Denshi
FX-2111 con corriente alterna. Se registraron las derivadas DI, DI, DIl
aVL, aVR y aVF en cada raton con una velocidad del papel de 50 mm/seg. y
con una amplitud de 20 mm/mV. De la misma forma se determiné el trazado
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trazado electrocardiografico de ratones normales. El analisis
electrocardiografico incluyé la medicion de la frecuencia cardiaca, el
intervalo P-R y la duracién y amplitud del complejo QRS y la onda P (Fig.
10).

Complejo QRS

) Intervalo ’
R-R

Intervalo
P-R

Figura 10. Parametros de importancia en el electrocardiograma del ratén.

En el electrocardiograma de raton la onda T que representa la
repolarizacion de los ventriculos se encuentra embebida o fusionada con el
complejo QRS. Por este motivo no se pudo obtener datos de la onda T ni
del segmento S-T. Debido a esta particularidad, en |la mayoria de los casos
la amplitud medida del QRS corresponde en realidad al complejo QRST.
Los ECG se analizaron a doble ciego en forma independiente por dos
observadores para detectar alteraciones en el ritmo, en la conduccién o en
la repolarizacion. Las anomalias encontradas se clasificaron de acuerdo a
lo descripto por Tranchesi (1981) y Te-Chuan Chou (1996).

2.26. ENSAYO DE ACTIVIDAD FUNCIONAL
2.26.1. Aislamiento y cultivo de cardiocitos
Se extrajo el corazon de ratas Wistar neonatas muertas por decapitacion y

se colocd en una solucion de PBS 1% glucosa. Luego de varios lavados los

corazones se cortaron en pequefnos trozos y se lavaron dos veces en PBS 1%
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solucion enzimatica de 0,25% Tripsina, 5% DNAsa, 35 unidades/ml. colagenasa en
PBS pH 7,4 y se dejé agitando suavemente a 37 °C durante 8 minutos. Luego se
agregaron 4 ml de una solucién de 2% suero fetal bovino (GIBCO), 1% Glucosa, 5%
DNAsa en PBS para detener la digestion. Las células se centrifugaron 5 minutos a
1000 rpm. y el precipitado se resuspendié en medio de cultivo D-MEM/F12 con 5%
de suero fetal bovino. Se sembraron 2,5 x 10° de células por placa de Petri P60 y se
cultivaron a 37°C en atmodsfera 5% CO..

2.26.2. Determinacion de la frecuencia de contraccion

En cada placa de Petri se marcaron al menos 10 campos donde se midio la
frecuencia de contraccidn durante 15 segundos para todos los tratamientos
realizados en esa placa. La frecuencia de contraccion basal se midié a 37°C usando
una platina termostatizada instalada en un microscopio invertido. Los cambios en la
frecuencia espontanea de latido se midieron 1 hora después del agregado de los
anticuerpos. La especificidad de los resultados observados se confirmé mediante el

uso de agonistas/antagonistas especificos (Ferrari, 1995).
2.26.3.Preparacioén de IgG

Las IgG séricas se purificaron mediante una precipitaciéon en sulfato

de amonio 40%, posterior redisolucion en buffer fosfato a una diluciéon 1:1 y

dialisis por 24 horas a 4°C en buffer fosfato.
2.27. ELECTROCARDIOGRAMAS EN CORAZONES AISLADOS DE CONEJO

El método para registrar el ECG en corazones aislados de conejo fue
descripto en detalle por Perez et al. (1984). Se utilizaron corazones provenientes de
conejos jévenes de 1,5-2 kg. muertos por dislocacion cervical. Se extrajeron los
corazones y se los colocd verticalmente con la auricula hacia arriba en un recipiente
de vidrio con solucion de Tyrode precalentada a 36° C. Los corazones fueron
canulados por la aorta con soluciéon de Tyrode para lograr una perfusion continua.
Para realizar el ECG se colocaron dentro del recipiente tres electrodos de vidrio

conteniendo 1M de NaCl. Dos de los electrodos se conectaron a un amplificador (3
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A 9, Tektronix, Inc., Beaverton, OR) y el tercero fue conectado a tierra. El protocolo
experimental consistio de registros control tomados durante 30 min en presencia de
solucion de Tyrode. Luego se realizé la perfusion con suero total (dilucidn 1/100),
con la fraccion de IgGs purificadas (0,02-0,06 mg/ml) o con la fracciéon depletada de
IgGs (0,2-0,6 mg/ml). Estas perfusiones se realizaron por un lapso no mayor a 30
min. Las fracciones de anticuerpos fueron diluidas en solucion de Tyrode. Luego de
la perfusidon con las IgGs se realizdé un lavado con soluciéon de Tyrode durante 30
min. Durante todo el procedimiento se registré en forma continua el ECG en un
osciloscopio (561 Tektronix, Inc.). Cada cinco minutos se tomaron registros
expandidos. El analisis del ECG incluyé: frecuencia de la onda P, presencia de
bloqueos de conduccién AV y otras arritmias. Estos ensayos también se realizaron
luego de preincubar los sueros o las fracciones de IgGs con distintos antigenos y
péptidos. Los ensayos destinados a comparar el efecto sobre el ECG producido por
una fraccion de anticuerpos en presencia o ausencia de los distintos agregados

fueron realizados empleando el mismo corazén de conejo.

2.28. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos correspondientes a muestras con distribucion normal
fueron analizados mediante el Test T de Student, mientras que los que no
siguieron distribucién normal fueron analizados mediante el Test de Suma
de Rangos de Wilcoxon. Ambos test fueron aplicados a partir del paquete
estadistico EPISTAT. En los ensayos de proliferacion celular se empleo el

Test no paramétrico de Mann-Whitney.
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3. Resultados



3.1. CLONADO DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES P DE T. cruzi

Al iniciar el presente trabajo de Tesis los antigenos JL5, JL52 y JL7 de T.
cruzi se encontraban clonados en el fago Agt11 (Levin, 1989). El clonado en este
vector permite determinar las propiedades inmunolégicas de los antigenos a través
del ensayo de placas de lisis (Fig. 1A). La obtenciéon de bacterias liségenas para
esos fagos permite ademas obtener un extracto proteico enriquecido en la proteina
en cuestion (Fig. 1B, calle 3), con el cual realizar ensayos de Western blot (Fig. 1B,
calle 4) y ELISA (Fig. 1C).

A B 1 2 3 4

Bgal-JL5 Bgal

Figura 1. Ensayos inmunolégicos empleando antigenos de T. cruzi clonados en el
vector Agt11. (A) Ensayo de placas de lisis. En este caso la membrana contiene
proteinas provenientes de 10 fagos recombinantes (1-10), proteina f3gal proveniente
del fago Agt11 salvaje (C) y proteinas totales de T. cruzi (T). La membrana fue
revelada con suero de un paciente chagasico. (B) SDS-PAGE (calles 1-3) y Western
blot (calle 4) utilizando extractos proteicos de bacterias liségenas para el antigeno
Bgal-JL5. Calle 1: cultivo inducido con IPTG. Calle 2: cultivo no inducido. Calle 3 y
4: extracto enriquecido en la proteina Bgal-JL5. La membrana de la calle 4 fue
revelada utilizando el suero de un paciente chagasico. (C) Reactividad de sueros
chagasicos contra un extracto enriquecido en la proteina Bgal-JL5 y fgal
determinada por ELISA. Cada barra representa la media de la D.O. obtenida para
cada antigeno.
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Estos ensayos fueron de gran utilidad en un principio, pero carecen de una
buena sensibilidad, especificidad y reproducibilidad. Ademas, el clonado en este
vector no permite la obtencion de las proteinas purificadas, lo cual impide llevar a
cabo estudios tendientes a analizar otros aspectos de la respuesta inmune contra

estas proteinas.

Por lo tanto, el primer objetivo de este trabajo de Tesis fue subclonar las
proteinas de 7. cruzi en vectores de expresion apropiados que permitieran una
rapida y eficiente purificacion de estos antigenos. Para ello, se escogieron los
plasmidos de expresién pMal y pGex. Dichos plasmidos expresan la proteina
foranea acoplada a una proteina portadora, proteina de unién a maltosa (MBP, del
inglés "Maltose Binding Protein” en el caso de pMal y glutation-s-transferasa (GST)
en el caso de pGex. Esta proteina portadora es utilizada para unir la proteina
recombinante a columnas de afinidad permitiendo la purificacion de grandes
cantidades de la proteina recombinante.

3.1.1. Clonado de las proteinas ribosomales P en el plasmido pMal

Los antigenos JLS y JL52 codifican el extremo C-terminal de las proteinas
ribosomales P23 y PO de T. cruzi, respectivamente (Levin, 1989) (Fig. 2). Los
antigenos S23 y CH3 también codifican las proteinas P23 y PO de T. cruz,
respectivamente (Fig. 2) (Levy Yeyati 1992; Schijman, 1992b). La diferencia entre
los primeros antigenos caracterizados (JL5 y JL52) y los ultimos (S23 y CH3) es el
tamario de los mismos: JL5 y JL52 codifican fragmentos de 38 y 75 aminoacidos de
los extremos C-terminales de dichas proteinas, mientras que los antigenos S23 y
CHS3 cadifican casi la totalidad de la proteina (Fig. 2). Por este motivo se utilizd el
ADNc de S23 y CH3 para subclonar las proteinas ribosomales P de 7. cruzi en

vectores de expresion.
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Figura 2. Esquema de las proteinas ribosomales P de T. cruzi. En color azul se
observan los recombinantes JL5 y S23 (38 y 105 aminoacidos, respectivamente). En
color naranja se observan los recombinantes JL52 y CH3 (75 y 291 aminoacidos,
respectivamente). Los recombinantes se comparan con sus respectivas proteinas
nativas TcP2f y TcPO (en color verde, 110 y 321 aminoacidos, respectivamente).

El subclonado de los ADNc en el plasmido de expresion pMal se realizo
mediante amplificacion por PCR de los insertos de los fagos recombinantes Agt11-
S23 y Agt11-CH3. En un principio las reacciones de PCR se realizaron empleando
los primers P21-P26. Estos oligonucleétidos contienen secuencias adyacentes al
sitio Eco RI del fago Agt11. Los fragmentos amplificados utilizando los primers
citados pueden ser clonados en el sitio Eco Rl de pMal en forma no direccional. Con
el fin de realizar un clonado direccional, se disefaron los primers S1 y S2. Estos
oligonucledtidos también hibridan con la zona de clonado pero contienen sitios de
restriccion internos para las enzimas Bam HI y Hind lll. La introduccién en los
primers S1 y S2 de 2 y 3 mutaciones con relacion a la secuencia de Agt11
respectivamente, determindé que fuera necesario disminuir la temperatura de
apareamiento (Tm) en la reaccion de PCR. Por lo tanto, las Tm empleadas fueron
de 60 °C y 55 °C para los primers P21-P26 y para S1-S2, respectivamente. En la
figura 3 se muestra el andlisis de las amplificaciones realizadas sobre los fagos
recombinantes. La reaccion de PCR correspondiente al fago Agt11-S23 (Fig. 3, calle
3) se realiz6 con los primers P21-P26 y la correspondiente al fago Agt11-CH3 con
los primers S1-S2 (Fig. 3, calle 2). ElI tamafo de los amplicones fue
aproximadamente de 600 y 1000 pb para S23 y CH3 respectivamente, lo cual

coincidié con lo determinado previamente.
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Posteriormente, los distintos amplicones fueron purificados a partir de los
fragmentos del gel de agarosa. El fragmento purificado correspondiente a Agt11-S23
fue digerido con Eco Rl y el correspondiente al fago Agt11-CH3 con Bam HI-Hind |Il.
En forma paralela, el plasmido pMal se digirid en forma independiente con Eco Rl o
con Bam HI-Hind Ill. El plasmido digerido con Eco Rl fue posteriormente
desfosforilado. Después de estos tratamientos tanto el vector como los insertos
fueron nuevamente purificados a partir de geles de agarosa. Luego de cuantificar el
rendimiento de cada purificacion se realizaron las reacciones de ligacion. El
fragmento S23-Eco RI fue ligado al plasmido pMal-Eco Rl y el inserto CH3 Bam Hl y
Hind Il al plasmido pMal-Bam HI-Hind Ill. Finalmente, se procedié a transformar
bacterias E. coli DH5a con los productos de ligacion. Las bacterias transformadas
con el producto de ligacidon pMal + S23 fueron sembradas en placas con IPTG/X-gal
a fin de realizar una primera seleccion de las colonias recombinantes por el método
de a-complementacion. El analisis del ADNp de las colonias blancas determiné que
ninguna de ellas poseia el inserto S23. Al repetir esta experiencia y obtener el
mismo resultado se sospechd que la proteina recombinante podria ser téxica para la
bacteria al ser sobreexpresada en medio sélido. La transformacién fue repetida pero
sembrando las bacterias en placas sin IPTG/X-gal. Las colonias obtenidas fueron
repicadas en paralelo a dos placas con y sin IPTG/X-gal respectivamente. Este
experimento puso en evidencia la existencia de colonias blancas que crecian mas
lentamente en las placas con IPTG/X-gal. Luego de subcultivar estas colonias en
medio liquido, se extrajo su ADNp y se analizd la presencia del inserto mediante
mapeos de restriccion. Este ensayo confirmé que la mayoria de las bacterias que
crecieron mas lentamente en placas con IPTG-Xgal poseian el plasmido pMal-S23
recombinante, demostrando que efectivamente la expresiéon de la proteina ribosomal
resultaba en cierta medida toxica para la bacteria. Los estudios con enzimas de
restriccion realizados para identificar las colonias conteniendo el plasmido pMal-S23
fueron similares a los que se describen a continuacidon, efectuados durante el
clonado de CH3.

Al realizar el clonado de CH3 se investigd la presencia del plasmido
recombinante en colonias seleccionadas al azar, dejando de lado la realizaciéon de
ensayos de a-complementacién debido a la posible toxicidad de la proteina
ribosomal. En la figura 4 se observa el analisis realizado sobre cinco colonias

provenientes de la ligacién de pMal con el fragmento CH3. ElI ADNp fue obtenido de
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acuerdo a lo indicado en Materiales y Métodos y posteriormente digerido con Eco RI.
Se observd que de la digestion de los plasmidos analizados en las calles 1, 3y 4 se
obtuvo un fragmento de aproximadamente 1000 pb lo cual coincidié con el tamano
del amplicon del fago Agt11-CH3 (Fig. 3, calle 2 y Fig. 4, calle 7). Con el fin de
confirmar la identidad del ADNc clonado y la correcta expresion de la proteina
recombinante, las colonias cuyos plasmidos se analizaron en la figura 2 fueron
subcultivadas en medio liquido y posteriormente se agrego IPTG para inducir la
expresidon de la proteina recombinante. Los extractos proteicos de estos cultivos se
analizaron por SDS-PAGE y Western blot. En la figura 5 A puede observarse que en
los clones 1, 3 y 4 se indujo, en presencia de IPTG, (calles 1+, 3+ y 4+) la expresion
de una proteina de aproximadamente 75 KDa. La expresidén de esta proteina esta
controlada por el promotor tac del plasmido ya que no se observé su expresion en
ausencia de IPTG (calles 1, 3 y 4). El tamano de la proteina expresada por los
clones 1, 3 y 4 fue el esperado, considerando el tamano de! inserto CH3 (1000 pb,
291 aminoacidos aproximadamente) y los 42 KDa correspondientes a la proteina
portadora MBP codificada en el plasmido pMal. El estudio del ADNp asi como de la
expresidn de proteinas indicaron que las colonias 1, 3 y 4 poseen el plasmido
recombinante. La antigenicidad de la proteina de 75 KDa se analizd por Western
blot, incubando los extractos proteicos de los clones crecidos en presencia de IPTG
con el suero de un paciente chagasico previamente caracterizado como reactivo
contra la proteina TcP0O. La proteina inducida en los clones 1, 3 y 4 fue reconocida
por los anticuerpos presentes en el suero (Fig. 5 B, calles 1+, 3+ y 4+). Por otra
parte, no se detectd reactividad contra ninguna proteina del extracto correspondiente
al clon 2 o de una bacteria transformada con pMal salvaje (Fig. 5B, calles 2+ y wt+).
La proteina de 75 KDa expresada en los clones 1, 3 y 4 fue reconocida ademas por
anticuerpos policlonales anti-MBP (resultados no presentados). En conclusion, los
clones 1, 3 y 4 expresaron una proteina inducible por IPTG, con caracteristicas de
peso molecular y antigenicidad acordes a las esperadas para la proteina de fusion
MBP-CH3.
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Figura 3. Amplificacion por PCR del ADNc
de S23 y CH3. Alicuotas de las reacciones
de PCR realizadas sobre los fagos Agt11-
CH3 (calle 2) y Agt11-S23 (calle 3) fueron
analizadas en un gel de agarosa 1,2%. Enla
calle 1 se observan los marcadores de peso
molecular (en kilobases).

Figura 4. Anaélisis de plasmidos
correspondientes al subclonado de
pMal-CH3.  Alicuotas de ADNp
proveniente de bacterias
transformadas con el plasmido pMal-
CHS3 fueron digeridas con Hind Il y
Bam HI, y analizadas en un gel de
agarosa 1,2%. En las calles 1-5 se
observan los productos de digestion
delosclones 1al5. Calle 7: producto
de la reaccién de PCR sobre el fago
Agt11-CH3. Enlacalle 6 se observan
los marcadores de peso molecular
(enkilobases).

B

Figura 5. Expresion de la proteina recombinanteMBP-CHS3. (A) SDS-PAGE (tincion con
azul de coomasie de extractos proteicos de los clones 1, 2, 3 y 4 crecidos en presencia (+)
o en ausencia de IPTG. (B) Western blot de cultivos de los clones 1, 2, 3y 4 crecidos en
presencia de IPTG, revelado con el suero de un paciente chaga-
sico previamente caracterizado como reactivo contra la proteina TcPO.




Dado que el subclonado de S23 y CH3 en pMal se realizé a partir de
productos de PCR, se procedié a secuenciar los insertos para descartar la posible
generacion de mutaciones en el proceso de clonado. La secuenciacion del inserto
de pMal-S23 reveld la presencia de dos mutaciones con respecto a la secuencia
conocida de S23 (Schijman, 1992b). Dichas mutaciones consistieron de la insercién
de una citosina en la posicién 1 de S23, lo cual genera un cambio en el marco de
lectura (Fig. 6). Sin embargo, el marco de lectura correcto es restablecido 40 bases
rio abajo por la delecion de una citosina que constituye la segunda mutacién

encontrada.

L A A A i Y G L S G G T

CTT GCC GCT TAC GCT CTT GTT GGC TTA TCT GGG GGG ACC

- L (& LN L\ P 8 L\ 4 J\I\3J IS

1 GAA TTC .CT TGC CGC TTA CGC TCT TGT TGG CTT ATC TGG GGG GAC
P C R L R S C W L I W G D

46E§ccc TTG AAG TCT GCC GTT GAG GCC GTA TTG AAG GCT GCC GGC GTT
14 P L K S A V E A V L K A A G V

91 CCT GTT GAT CCT TCT CGC GTG GAT GCA CTT TTT GCC GAG TTT GCA
29 P \4 D P S R A% D A L F A E F A

136 GGC AAG GAC TTT GAT ACG GTA TGC GCT GAA GGC AAA TCG AAG CTT
44 G K D F D T \% C A E G K S K L
181 GTA GGA GGG GTT GCA CGT CCC AAT GCT GCC ACC GCT TCT GCA CCC
59 \% G G \ A R 1 N A A T A S A P
226 ACT GCC GCT GCC GCC GCC TCT GGT GGT GCC GCC GCG CCT GCT GCA
74 T A A A A A S G G A A A P A A
271 GCT GCG GAA GAG GAG GAG GAC GAT GAC ATG GGA TTT GGT CTT TTT

89 A A E E E E D D D M G F G L F

316 GAC TAA agacaaatgcttattttattttatttttgattttgtttctgtgttgtccat
104 D *

374 gaagaggcgctagagtcctgtgaataaaagaattc 409

Figura 6. Secuencia correspondiente al inserto del plasmido pMal-S23. Secuencia
de nucleétidos y la correspondiente secuencia deducida de aminoacidos de S23. En
minuscula se senala la region 3" no codificante. Los dos sitios de restriccion Eco Rl
se encuentran subrayados. Con recuadro verde se observa la insercion de citosina y
con recuadro amarillo la delecion de citosina. En rojo se observa la secuencia

correcta de TcP2p correspondiente a la regién alterada de S23.
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Estas mutaciones no afectan el tamano de la proteina producida pero si en
parte su secuencia ya que los 13 aminoacidos ubicados entre ambas mutaciones no
corresponden a la proteina ribosomal. Salvo las dos mutaciones citadas la
secuencia no presento otras alteraciones y en consecuencia el resto de la secuencia
proteica, incluyendo la regién antigénica ubicada en el extremo C-terminal conservé
los aminodcidos correctos. Debido a la naturaleza no antigénica del extremo N-
terminal (Levitus, 1991), se consideré que estos cambios no eran relevantes para |os

objetivos de este trabajo.

La secuencia del inserto del plasmido pMal-CH3 no mostr6 ninguna diferencia
con la informada originalmente (Schijman, 1992).

3.1.1.1. Purificacién de las proteinas recombinantes con MBP

Las proteinas recombinantes MBP-S23 y MBP-CH3 fueron purificadas a
partir de cultivos en medio liquido inducidos con IPTG. La concentracion de IPTG se
varié entre 0,1 MM y 1 mM y el tiempo de induccion entre 1 y 4 horas a fin de lograr
las condiciones de cultivo de mayor rendimiento para cada proteina recombinante.
La induccién por IPTG del promotor “tac” en este tipo de plasmidos de expresion
permite la sintesis de niveles importantes de proteina recombinante (mayores al 20%
del total de proteinas bacterianas) (Fig. 5A (calles 1+, 3+ y 5+). Una vez transcurrido
el periodo de induccion con IPTG el cultivo se coseché y las bacterias fueron lisadas
por sonicacion y centrifugadas. La proteina recombinante fue separada del resto de
las proteinas solubles y purificada por columnas de afinidad sefarosa-maltosa. Enla
figura 7, se observa la concentracién proteica de las fracciones correspondientes a
la purificacién de la proteina recombinante MBP-S23. Las primeras fracciones
poseen una elevada concentracion proteica y corresponden al percolado y a las
primeras fracciones de lavado de la columna con “buffer”. Las fracciones L10y E1
indican el fin del lavado y el comienzo de la elucidn con maltosa 10 mM,
respectivamente. Las proteinas recombinantes eluyen inmediatamente luego del
agregado de maltosa como lo indica el aumento de la concentracion de proteinas en

las fracciones E2 y E3.



Alicuotas de las fracciones eluidas de la columna fueron analizadas por
SDS-PAGE (Fig. 8). El percolado muestra un perfil proteico complejo que coincide
con los niveles elevados de proteinas determinados en la figura 7. Luego del
agregado de maltosa (calles E2-E3), eluye una banda de PM apenas superior a los
55 Kda, correspondiente a la proteina recombinante MBP-S23. Las fracciones en
las cuales eluyo la proteina recombinante fueron agrupadas y se determind la
concentracion final de la misma. Las proteinas MBP-CH3 y MBP fueron purificadas
de la misma manera (resultados no mostrados). El antigeno clonado fue
posteriormente separado de la proteina portadora MBP mediante la digestion con la
proteasa Xa. Esta enzima reconoce la secuencia Asp-Gly-Arg ubicada entre MBP y
la secuencia clonada, produciendo asi la separacién de ambos péptidos (Fig. 9,
calle 3). La digestion con factor Xa permitio confirmar la identidad del fragmento
clonado ya que sélo el fragmento de 11 Kda que corresponde a S23 fue reconocido
en un Western blot por el suero de un paciente chagasico con aito titulo de
anticuerpos contra TcP2B (Fig. 9, calle 5). De esta forma, se confirmé que la
reaccion observada contra la proteina entera no estaba dirigida contra MBP. Una
vez determinadas las condiciones para realizar la digestion con factor Xa se
incrementé proporcionalmente la cantidad de enzima y de proteina MBP-S23 con el
objetivo de obtener grandes cantidades del péptido S23 purificado. Sin embargo, se
observd que al aumentar la masa de proteina la eficiencia de corte de la enzima Xa
disminuia a un 20-40% (resultado no mostrado). A pesar de haber ensayado
distintos protocolos no se hallaron las condiciones que aumentaran la eficiencia de la
digestion. Luego de la digestion se procedio a separar los fragmentos mediante una

columna de amilosa.

Las proteinas expresadas por los plasmidos pMal-S23 y pMal-CH3 seran

denominadas de aqui en adelante MBP-TcP2p y MBP-TcPO respectivamente.



Figura 7.
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Perfil de elucién de la columna de afinidad correspondiente a la
purificacion de MBP-S23. La letra P indica el percolado y la letra L indica las
fracciones correspondientes al lavado de la columna con "buffer”. La letra E indica
las fracciones correspondientes a la elucién de la proteina utilizando maltosa 10 mM.
Sobre el eje Y se observa la concentracion proteica de cada fraccion.
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Figura 8. Purificacion de la proteina recombinante MBP-S23. Alicuotas de distintas
fracciones obtenidas de la columna de afinidad fueron analizadas por SDS-PAGE.
Las letras A y P indican el extracto crudo y el percolado respectivamente. La letra L
indica las fracciones correspondientes al lavado de la columna con "buffer" y la letra
E las fracciones correspondientes a la elucion de la proteina utilizando maltosa 10

mM.
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Figura 9. Digestion de la proteina
recombinante MBP-S23 con Ia
proteasa Xa. Analisis por SDS-PAGE
10% (A) y Western blot (B) del
extracto crudo del cultivo de bacterias
que contienen el plasmido pMal-S23
(calle 1), la proteina MBP-S23
purificada antes (calles 2 y 4) o
después de la digestion con factor Xa
(calle 3 y 5). EI Western blot fue
revelado con un suero chagasico con
alto titulo de anticuerpos contra
TcP2B.
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3.1.2. Clonado de las proteinas ribosomales P en el plasmido pGex

Los ADNc de los antigenos S23 y CH3 fueron transferidos desde el plasmido
pMal al plasmido pGex. E! subclonado en pGex se realizd escindiendo los insertos
de los plasmidos pMal-S23 y pMal-CH3 por corte con la enzima Eco RI.
Posteriormente, dichos fragmentos fueron insertados en fase en el sitio Eco Rl del
plasmido pGex-1AT. En ambos clonados se obtuvo un elevado numero de colonias
en el control de autoligacion. Se emplearon distintas técnicas para identificar las
colonias que contuvieran el plasmido deseado. La identificacion de las colonias con
el plasmido pGex-S23 se realizé por Quick miniprep. En la figura 10A se observa
que en las colonias de las calles 1, 5 y 6 el ADNp superenrrollado (flecha azul)
posee mayor tamano que el correspondiente al plasmido salvaje (calle 8). La
diferencia de tamafo es consistente con la presencia del inserto $23. Por su parte,
las colonias positivas para pGex-CH3 fueron identificadas mediante “Colony PCR”
(Fig. 10B) empleando oligonucledtidos adyacentes al sitio de clonado de pGex. En la
figura 10B se observa la amplificacion de una banda de aproximadamente 1000 pb
(flecha azul) en las colonias analizadas en las calles 1, 3 y 5. El tamafo de esta
banda es consistente con la presencia del plasmido pGex-CH3 en dichas bacterias.
En ambos casos, la insercion de las secuencias de interés en pGex se confirmé
mediante digestion con enzimas de restriccion del ADNp de las colonias
seleccionadas (Fig.10C). La expresion correcta de las proteinas GST recombinantes
fue confirmada al igual que en el caso de las recombinantes MBP mediante SDS-
PAGE (Fig. 11) y Western blot (resuitados no mostrados) de los cultivos bacterianos
inducidos con IPTG. En la figura 11 se observa la induccion de la expresion de las
proteinas GST-S23 y GST-CHS3 luego del agregado de IPTG.
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Figura 10. Analisis de colonias transformadas con los plasmidos pGex recombinantes.

(A) Analisis por Quick Miniprep de colonias derivadas del subclonado de pGex-S23. La
flecha azul indica la posicion del ADNp superenrrollado y las flechas roja y verde indican la
posicion del ADN cromosémico y del ARN ribosomal respectivamente. (B) Analisis por
Colony PCR de colonias obtenidas en el subclonado de pGex-CH3. Calles 1-8: Alicuotas
de la reaccion de PCR realizada sobre 8 colonias distintas. En la calle M se observa la
posicion del marcador de peso molecular (100 pb "ladder"). (C) Digestién con enzimas de
restriccion del ADNp de bacterias conteniendo los plasmidos pGex-S23 (calle 1) y pGex-
CH3 (calle 2). Calle 3: Marcadores de peso molecular (en kilobases).




Figura 11. Induccién de la expresion de las proteinas recombinantes GST-S23 y
GST-CHS3. Lisados de bacterias que contienen el plasmido pGex-S23 (calle 1y 2) o
el plasmido pGex-CH3 (calles 3 y 4), crecidos en ausencia (calles 1 y 3) o en
presencia (calle 2 y 4 ) de IPTG, fueron analizados por SDS-PAGE 10%. A la
izquierda se observan los marcadores de peso molecular.

3.1.2.1. Purificacion de las proteinas recombinantes con GST

Los pasos seguidos para purificar las proteinas clonadas en el plasmido
pGex fueron similares a los empleados para la purificacion de las proteinas clonadas
en el plasmido pMal. Al igual que en el sistema pMal, las proteinas carecen de senal
de exportacion y permanecen solubles en el citoplasma. Sin embargo, en muchos
casos se ha informado que algunas proteinas tienden a formar agregados insolubles
denominados cuerpos de inclusién (Ausubel, 1987). En funcion de este
antecedente, para ambas preparaciones de proteinas recombinantes (GST-S23 y
GST-CH3) se analiz6 tanto el sobrenadante como el pellet obtenidos luego de la
sonicacion de los cultivos. La proteina GST-S23 permanecié soluble en el
sobrenadante y por lo tanto se procedié a su purificacibn como se describe en

Materiales y Métodos.

Sin embargo, la mayor parte de la proteina GST-CH3 fue recuperada en el
pellet debido a la formacion de cuerpos de inclusion (Figura 12, calle 3). Esta forma
insoluble de la proteina no podia ser aplicada a la columna de afinidad y requeria por
lo tanto tratamientos adicionales tendientes a aumentar su solubilidad. Se intenté

solubilizar la proteina mediante el agregado en pasos sucesivos de concentraciones
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decrecientes de HC| Guanidina o glicerol alternadas con agua. Se esperaba que la
realizacion en forma repetida de este tratamiento volveria finalmente soluble en agua
(o al menos, en bajas concentraciones de HC! Guanidina o glicerol) a la proteina. Sin
embargo, la minima concentracién de HCI! Guanidina o glicerol requerida para
solubilizar la proteina no fue lo suficientemente baja. Asimismo, se realizaron
cultivos bacterianos a bajas temperaturas (30° C) con el objetivo de lograr una mejor
solubilidad de las proteinas a través de un lento crecimiento de las bacterias lo cual

tampoco dio resultados positivos.

Como se puede observar en la figura 12 no toda la proteina recombinante
forma cuerpos de inclusion ya que algo de ella permanece en la fraccion soluble
(calle 2). A partir de esta observacion se intentd obtener mayor cantidad de proteina
soluble disminuyendo la velocidad y el tiempo de centrifugacién después de la
sonicacion. En la figura 12 se observan las proteinas presentes en el sobrenadante
luego de centrifugar la muestra a distintas velocidades. Se puede observar que al
disminuir la velocidad de centrifugacion aumenta la cantidad de proteinas presentes
en el sobrenadante. Finalmente, se escogié el sobrenadante de la centrifugacién a
5000 g (Figura 12, calle 6) ya que éste contenia una apreciable cantidad de proteina
recombinante y en él se observaba una notoria eliminacion de restos celulares
insolubles. De esta forma esta fraccién se utiliz6 como material de partida para la
cromatografia de afinidad. En este sistema se utilizaron columnas de afinidad
glutatibn-agarosa y la elucién se realizd con glutation reducido como se describe en
Materiales y Métodos. E! rendimiento de esta purificacion fue inferior al obtenido
para la purificacion de GST-S23 pero permitié obtener suficiente proteina purificada

para estudios posteriores.

Las proteinas expresadas por los plasmidos pGex-S23 y pGex-CH3 seran

denominadas de aqui en adelante GST-TcP2p y GST-TcPO respectivamente.
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Figura 12. Anélisis mediante SDS-PAGE de las condiciones ideales de
centrifugacién del extracto proteico conteniendo la proteina recombinante GST-CH3.
Calle 1 y 4: Extracto proteico sin centrifugar. Calle 2 y 3: sobrenadante y pellet de
la centrifugacion a 10000 g (30 minutos). Calle 5-7: Sobrenadante de la
centrifugacion a 2000 g (calle 5), 5000 g (calle 6) y 9000 g (calle 7) durante 5
minutos. La flecha roja indica la posicion de la proteina GST-CH3.
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3.2 CLONADO DE AUTOANTIGENOS
3.2.1. Clonado de las proteinas ribosomales P de mamifero

Dado el alto nivel de homologia existente entre las proteinas P humanas y
las de ratén, se realizd el clonado de estas Ultimas a partir de una biblioteca de
ADNCc de raton construida en Agt11. Como sonda se utilizé el suero de un paciente
con Lupus Eritematoso Sistémico con alto titulo de anticuerpos dirigidos contra el
extremo C-terminal de las proteinas ribosomales P humanas. Ademas, este suero
era negativo para otros autoanticuerpos frecuentemente encontrados en pacientes
con LES (anticuerpos contra las proteinas nucleares Ro, La, Sm, Histonas, etc).

En el primer rastreo se plaquearon 30.000 fagos de acuerdo a lo descripto
en Materiales y Métodos. De este rastreo se aislaron 5 fagos que fueron
reconocidos por el suero lupico. Dichos fagos fueron sucesivamente rastreados
hasta finalmente obtener dos fagos puros denominados Ral1 y RalS.
Posteriormente, se confirmé que estos fagos contenian ADNc correspondiente a
proteinas P ya que en ensayos de placas de lisis las proteinas sintetizadas por

ambos fagos fueron reconocidas por otros sueros de pacientes con LES P positivos
(Fig. 13).



Figura 13. Reactividad de sueros de pacientes lupicos P positvos contra las
proteinas pgal-Ral1 y pgal-Ral5 en ensayos de placas de lisis. Los fagos Agt11
salvaje (C), JL7 (7), Ral1 (1) y Ral5 (5) fueron ensayados por la técnica de placas de
lisis contra 4 sueros de pacientes con LES P positivos (Sueros A-D), un suero de un
paciente chagasico (E) y un dador normal (F).

Posteriormente se realizaron reacciones de PCR sobre ambos fagos
utilizando los oligonucleétidos S1 y S2 como se describe en Materiales y Métodos.
De esta forma se determiné que los fagos Agt11-Ral1 y Agt11-Ral5 poseian insertos
de aproximadamente 200 pb. Estos fragmentos de PCR fueron luego subclonados
en el plasmido pMal empleando la metodologia utilizada en el clonado de pMal-S23.
Una vez identificadas las colonias positivas se procedio a secuenciar ambos insertos

para confirmar la identidad de los antigenos.

En las figuras 14 y 15 se observa la secuencia nucleotidica y la
correspondiente secuencia deducida de aminoacidos de Ral1 y Ral5, respectiva-
mente. La comparacion de las secuencias con bases de datos revelé que Ral1 y
Ral5 poseen un elevado porcentaje de identidad con la proteina ribosomal PO y P1

humana respectivamente (Rich, 1987).
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GGA TCC GCG GAA TTC CCT GCA GCC
A A

GCT GAA GCA AAG GAA GAG TCG GAG
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GAG GAT ATG GGA TTC GGT CTC TTC
E D M G F G L F

CGC CAA AGC AAC CAA GTC AGC CTG

AGA AAG ATG GAA ATA AAG GCT TAC

AAA AAA AAA AA

Identidad: 96% Homologia: 96%

CCT GCC AAA
P A K

GAA TCA GAT
E S D

GAC TAA TCC
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CTT AAT TTG

TTC TCT TAA

317 PO Humana (HuPQ)
317 PO de raton (MmPO)
26 Ral1
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Figura 14. Secuencia correspondiente al inserto del plasmido pMal-Ral1.
Secuencia de nucledtidos y la correspondiente secuencia deducida de aminoacidos
de Ral1. En negrita se observa la sefal de poliadenilacién y subrayado uno de los
sitios Eco Rl de clonado. (B) Comparacion de la secuencia proteica de Ral1 con la
proteina ribosomal PO humana y de ratén (Krowczynska, 1989)

(A)
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1 G GAT CCT GCT CCA TCC ACT GCC GCC GCC CCA GCT GAG 37
1 A p S T A A A P A E 10

38 GAG AAG AAA GTG GAG GCA AAG AAG GAA GAG TCC GAG GAG 76
11 E K K \% E A K K E E S E E 23

77 TCT GAA GAT GAC ATG GGC TTT GGT CTT TTT GAC TAA ACT 115

24 S E D D M G F G L F D * 35
116 GCT TTT GTT AAG TTA GCC AAT AAA GAG 142
B

APSTAAAPAEEKKVEAKKEESEESDDDMGFGLFED 114 P1 humana (HuPO)
APSTAAAPAEEKKVEAKKEESEESEDDMGEFGLED 114 P1 de ratén (MmP1)
APSTAAAPAEEKKVEAKKEESEESEDDMGFGLFD 34 Ral5
APSTAAAPAEEKKVEAKKEESEES DDMGFGLFD Consenso

Identidad: 97% Homologia: 100%

Figura 15. Secuencia correspondiente al inserto del plasmido pMal-Ral5. (A)
Secuencia de nucledétidos y la correspondiente secuencia deducida de aminoacidos

de Ral5. (B) Comparacion de la secuencia proteica de Ral5 con la proteina
ribosomal P1 humana y de ratén (Numero de Acceso: P47955).

Una vez confirmado que Ral1 y Ral5 codificaban para el extremo C-terminal
de las proteinas ribosomales PO y P1 de ratén, respectivamente, ambos ADNc
fueron subclonados en el plasmido pGex. Para ello, los insertos de los plasmidos
recombinantes pMal-Ral1 y pMai-Ral5 fueron digeridos con la enzima Eco Rl y
clonados en el plasmido pGex, tal como se describid para el recombinante S23.

Las proteinas expresadas por los plasmidos pMal-Ral1 y pGex-Ral1 seran
denominadas de aqui en adelante MBP-MmPO y GST-MmPO respectivamente.
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3.3. PARAMETROS RELEVANTES PARA EL DESARROLLO DE UN MODELO
DE ESTUDIO DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES P

3.3.1. Determinacién de antigenos apropiados para el estudio in vitro de la
respuesta inmune inducida por inmunizacién con las proteinas
ribosomales P

Se determind el tipo de antigenos que serian utilizados para estudiar la
respuesta inmune inducida por inmunizacion con las proteinas P recombinantes. En
primer lugar se evalud la posibilidad de utilizar las proteinas ribosomales P de
T. cruzi en su forma recombinante acopladas a MBP ya que éstas habian sido
utilizadas con éxito para determinar la presencia de anticuerpos anti-P en sueros de
pacientes chagasicos (Kaplan, 1997). Se inmunizaron ratones Balb/c por via
intraperitoneal con 100 ug de la proteina MBP-TcP2p purificada. Posteriormente se
realizaron otras cuatro inoculaciones separadas entre si por 15 dias. La primer
inoculacion se realizé en presencia de adyuvante completo de Freund (CFA) y las
restantes con adyuvante incompleto de Freund (IFA). Como control se utilizaron
grupos de ratones inmunizados con MBP, adyuvante de Freund y no inoculados. A
los 10 dias de la ultima inoculacién, se obtuvo suero de los ratones inmunizados y
controles y se determind por Western blot la reactividad contra la proteina MBP (Fig.
16A, calle 1) y MBP-TcP2p (Fig. 16A calle 2). Como puede observarse en la
figura 16A, tanto el suero de los ratones no inmunizados (panel |) asi como
el suero de los ratones inmunizados con adyuvante de Freund (panel 1) no
reconocieron ninguna de las dos proteinas. Por el contrario, los sueros
provenientes de ratones inmunizados con MBP (Fig. 16A,panel Ill) y con
MBP-TcP2p (Fig. 16A,panel IV) reaccionaron con ambas proteinas.

La presencia de anticuerpos dirigidos contra MBP, no permitié discernir si la
respuesta medida contra MBP-TcP2p3 se debia a anticuerpos especificos contra la
proteina de T. cruzi o sélo a los anticuerpos anti-MBP. Posteriormente se evalud
si la respuesta especifica contra TcP2p podria ser calculada como diferencia entre
la reaccion contra MBP-TcP2B y contra MBP. Para ello se midi6 la reactividad

contra ambas proteinas por ELISA.
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Figura 16. Reactividad de los anticuerpos presentes en el suero de ratones
inmunizados contra las proteinas recombinantes (Sistema MBP). (A) La
reactividad contra las proteinas MBP (calle 1) y MBP-TcP2p (calle 2) (2
ug/calle) fue analizada por Western blot. Los filtros se revelaron utilizando
el suero (diluciéon 1:200) proveniente de ratones no inmunizados (panel 1),
ratones inmunizados con: adyuvante (panel Il), MBP (panel lll) y MBP-TcP28
(panel IV). A la izquierda se indica la posicion de los marcadores de peso
molecular. (B) Determinaciéon por ELISA de la reactividad contra MBP y
MBP-TcP2B (Antigenos) en el suero de ratones inmunizados con MBP y
MBP-TcP2B (Inmunégeno). Cada barra representa la media de la D.O.
determinada contra cada antigeno para cada grupo de sueros.
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Los niveles de anticuerpos contra ambas proteinas resultaron elevados, no
observandose diferencias significativas entre ambos (Fig. 16 B) (p > 0,5, Test T de
Student). Este resultado fue independiente de la cantidad de antigeno colocado en
la placa de ELISA. Mas aun, la reactividad contra MBP-TcP2p no difirié con relacién
a la observada en el suero proveniente de animales inmunizados con MBP (p > 0,5,
Test T de Student). Debido a la presencia de anticuerpos dirigidos contra MBP y
dado que la proteina MBP-TcP2B no pudo ser eficazmente digerida con la
proteasa Xa (como se mostré en 3.1.1.1.) se descart6 la posibilidad de utilizar esta

proteina para estudiar la respuesta inmune anti-TcP2pB en los ratones inmunizados.

Dado que al momento de realizar este ensayo las proteinas ribosomales P
de T. cruzi aun no estaban clonadas en el plasmido pGex, se utilizé la proteina de
fusion del sistema R-galactosidasa pgal-JL5 como antigeno para determinarla
respuesta inmune anti-P (Fig. 17). En la figura 17A se observa que los
anticuerpos presentes en el suero de los ratones inmunizados con MBP-
TcP2pB no reconocen la proteina portadora Rgal (panel IV, calle 1) mientras
que si reaccionan con la proteina recombinante BGal-JLS (panel IV, calle 2).
El suero proveniente de ratones no inmunizados (panel |), inmunizados con
adyuvante de Freund (panel Il) e inmunizados con MBP (panel IIl) no
reconoce la proteina Bgal-JL5 ni Bgal. A pesar de las dificultades que presenta
la purificacién de este tipo de proteinas recombinantes, se desarrollé un ELISA
mediante el cual se determind la existencia de anticuerpos contra fgal-JLS (Fig.
17B).
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Figura 17. Reactividad de los anticuerpos presentes en el suero de ratones
inmunizados contra las proteinas recombinantes (Sistema Bgal). (A) La
proteina Rgal (calle 1) y la proteina recombinante Rgal-JLS (calle 2) (20
ug/calle) fueron utilizadas como antigeno en ensayos de Western blot. Los
filtros se revelaron utilizando el suero (dilucién 1:200) proveniente de
ratones no inmunizados (panel |) e inmunizados con adyuvante de Freund
(panel Il), MBP (panel Ill) y MBP-TcP2B (panel IV). A la izquierda se indica
la posicién de los marcadores de peso molecular. (B) Determinacién por
ELISA de la reactividad contra pBgal y pgal-JL5 (Antigenos) en el suero de
ratones inmunizados con MBP y MBP-TcP2B (Inmunégeno). Cada barra
representa la media de la D.O. determinada contra cada antigeno para cada
grupo de sueros. (*: p < 0,01, Test T de Student)

Sin embargo, el ELISA desarrollado con la proteina pBgal-JL5, no
presentd los requisitos de sensibilidad y especificidad deseados. Por lo

tanto, se realizo6 el clonado de la proteina TcP2B en el plasmido pGex como
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se indica en el item 3.1.2. La obtencidn de la proteina TcP2p purificada bajo
la forma de una proteina de fusion con GST permitié disefar un ensayo de
ELISA para cuantificar exactamente |la reactividad contra TcP2p3. Dada la baja
reactividad de los sueros de ratones contra la proteina GST, el empleo de esta
proteina como antigeno en ELISA dio como resultado un ensayo mas sensible,
especifico y reproducible que el obtenido con la proteina pBgal-JL5 (Fig. 18). Por lo
tanto, de aqui en adelante la determinacion de la reactividad contra GST-TcP2p fue

el método de eleccidn para determinar la reactividad contra TcP2p.

40 . ANTIGENOS: ok
_— B poal

’ B pgalL5
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2,5 - B GST-TcP2p
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MBP MBP-TcP2pB
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Figura 18. Determinacion de reactividad contra TcP2p empleando las
proteinas pgal-JL5 y GST-TcP2p como antigenos. Sueros provenientes de
ratones inmunizados con MBP o MBP-TcP2B (Inmunégeno) fueron
ensayados por ELISA contra las proteinas Rgal, BRgal-JL5, GST y GST-
TcP2pB (Antigenos). Cada barra representa la media de la D.O. determinada
contra cada antigeno para cada grupo de sueros. (*: p< 0,01, **: p< 0,001, Test
T de Student)

En funcién de estos resultados, y dado que las inmunizaciones con
MBP-TcPO y MBP-MmP también podrian producir anticuerpos contra MBP,
los insertos de TcPO y MmP fueron subclonados en el plasmido pGex como

se detalla en los items 3.1.2. y 3.2.1. respectivamente.
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3.3.2. Determinacién del esquema de inmunizacion

Posteriormente, a fin de determinar el protocolo de inmunizacion mas
adecuado se inocularon grupos de ratones por via intraperitoneal con 100 ug de la
proteina MBP-TcP2B empleando distintos esquemas de inmunizacidn. Los

esquemas utilizados fueron los siguientes:

1) Los ratones recibieron 6 inoculaciones en presencia de CFA, separadas

entre si por 7 dias.

2) Los ratones recibieron 5 inoculaciones espaciadas entre si 15 dias. La
primera inoculacion se administré en presencia de CFA mientras que las
cuatro siguientes fueron sin adyuvante.

3) Los ratones recibieron 5 inoculaciones espaciadas entre si 15 dias. La
primera inoculacién se administré en presencia de CFA mientras que las
cuatro siguientes fueron con IFA.

4) Igual que el protocolo 3 pero todas las inoculaciones se realizaron en
presencia de IFA.

Para cada uno de los cuatro esquemas de inmunizacién se inoculé en
paralelo 4 grupos de ratones con la proteina MBP. Diez dias luego de la ultima
inoculacién se obtuvo suero de los ratones inmunizados y controles. Dichos sueros
fueron analizados por Western blot (resultados no mostrados) y ELISA contra la
proteina GST-TcP2p. El resultado de este analisis determiné que los sueros de los
animales inmunizados de acuerdo a los protocolos 3 y 4 presentaron los niveles mas
elevados de anticuerpos contra las proteinas P (Fig. 19, p < 0,01). En funcién de
estos resultados se decidié adoptar el protocolo 4 para los estudios posteriores. La
eleccion del protocolo 4 se basé en que éste utiliza IFA como adyuvante en lugar de
CFA como en el caso del protocolo 3.
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Figura 19. Comparacion de la respuesta contra GST-TcP2p en ratones
inoculados de acuerdo a distintos esquemas de inmunizacién. Sueros
provenientes de ratones inmunizados con la proteina MBP-TcP2p fueron
analizados por ELISA contra la proteina GST-TcP2p y GST. Cada barra
representa la media de la D.O. determinada contra cada antigeno para cada
grupo de sueros. (*: p<0,01, *: p<0,001, (a): p < 0,01 comparado con Protocolo
1, Test T de Student).

3.3.3. Determinacidén de la dosis de antigeno

Luego se determind la dosis de antigeno apropiada para obtener la
mayor respuesta inmune contra la proteina MBP-TcP2B. Para ello, se
inmunizaron grupos de ratones con 5, 10, 25, 50 y 100 ug de proteina recombinante
de acuerdo al protocolo 4. Los resultados de este ensayo demostraron que la
respuesta contra GST-TcP2 no difirid significativamente, para las distintas dosis de

antigeno inoculado (p > 0,5, Test T de Student).

A partir de los resultados obtenidos en estos ensayos, se establecié el
modelo de inmunizacion apropiado con las proteinas MBP recombinantes. Este

modelo se utilizé en los estudios posteriores y consistio en:

L Esquema de inmunizacién: Los ratones recibieron 5 inoculaciones
espaciadas entre si 15 dias. Todas las inoculaciones se realizaron en

presencia de IFA.

o Via de inoculacién y dosis de antigeno: intraperitoneal, 50 ug de proteina.
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Asimismo, de los resultados obtenidos se dedujo que la forma mas
adecuada para caracterizar la respuesta humoral inducida en los ratones
inmunizados era la utilizacion de las proteinas GST recombinantes en ensayos de
ELISA.



34. ESTUDIO DE LA RESPUESTA HUMORAL INDUCIDA POR LA
INMUNIZACION CON PROTEINAS RIBOSOMALES P

Con el objeto de caracterizar la respuesta inmune contra las proteinas
ribosomales P en un modelo animal se inmunizaron ratones Balb/c con las proteinas
recombinantes MBP-TcP23, MBP-TcPO y MmPO purificadas. La proteina
recombinante MBP-MmP1 no fue utilizada en los ensayos de inmunizacién debido a
su gran homologia con la proteina MBP-MmPO. Como control se utilizaron grupos
de ratones inmunizados con MBP y no inoculados. Los ratones fueron inmunizados
por ruta intraperitoneal con cinco inoculaciones (dias 1, 14, 28, 42 y 566) conteniendo
50 g de las proteinas recombinantes citadas. Se obtuvo muestras de suero antes
de las inmunizaciones (S0) y a los 21 (S1), 35 (S2), 49 (S3) y 63 (S4) dias de
iniciado el experimento.

Los sueros provenientes de los animales inmunizados obtenidos los dias 49
(S3) (resultados no mostrados) y 63 (S4) se utilizaron en ensayos de Western blot
contra las proteinas GST-TcP2B, GST-TcPO, GST-MmPO y GST. La inmunizacién
con las proteinas recombinantes MBP-TcP23 y MBP-TcPO indujo anticuerpos
especificos contra los inmundgenos utilizados ya que no se observé reaccion
cruzada contra las otras proteinas recombinantes ensayadas. En la figura 20 se
observa que los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inmunizados con
MBP-TcP2p (panel A) no reconocieron las proteinas GST, GST-MmPO y GST-TcPO
mientras que si reaccionaron con GST-TcP2p (calle 3). En forma similar, el suero
proveniente de ratones Balb/c inmunizados con MBP-TcPO (panel B) reaccioné con
GST-TcPO (calle 4) y no con GST, GST-MmPO y GST-TcP2B. Por el contrario, los
sueros obtenidos de ratones inmunizados con MBP-MmPO (panel C), MBP (panel
D), IFA y no inmunizados (resultados no mostrados), no reconocieron ninguna de las

proteinas recombinantes.

Posteriormente, se evalué la reactividad de los sueros provenientes de
ratones inmunizados contra una preparacion de proteinas ribosomales de T.cruzi y
contra proteinas totales del parasito por ensayos de Western blot. Como se observa
en la figura 21, los sueros de los ratones inmunizados con MBP-TcP2B son
monoespecificos ya que solo reconocen la proteina ribosomal P1/P2 de 10-12 KDa

en ambas preparaciones de proteinas parasitarias (Panel A, calles 1y 2).
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Figura 20. Deteccion de anticuerpos anti-proteinas ribosomales P en el suero de
ratones inmunizados con MBP-TcP23 y MBP-TcP0O. Las proteinas recombinantes
GST (calle 1), GST-MmPO (calle 2), GST-TcP2p (calle 3) y GST-TcPO (calle 4) fueron
analizadas por SDS-PAGE 10% y posteriormente transferidas a nitrocelulosa. Los
filtros fueron revelados utilizando el suero (dilucion 1:1000) proveniente de ratones
inmunizados con MBP-TcP2 (panel A), MBP-TcPO (panel B), MBP-MmPO (panelC) y
MBP (panel D). A laizquierda del panel A se observa la ubicacion de los patrones de
PM (en Kda).
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Figura 21. Reactividad de los anticuerpos presentes en el suero de ratones inmunizados
contra proteinas de T. cruzi. Proteinas totales de T. cruzi (70 ug/calle, calle 1) y una
preparacion de ribosomas de T. cruzi (30 ug/calle, calle 2) fueron analizadas por SDS-
PAGE y transferidas a filtros de nitrocelulosa. Los filtros se revelaron utilizando el suero
(dilucién 1:400) proveniente de ratones inmunizados con MBP-TcP23 (panel A), MBP-
TcPO (panel B) y MBP (panel C). A laizquierda del panel A se observa el SDS-PAGE
15% correspondiente a la preparacion de ribosomas de T. cruzi y la ubicacién de los
patrones de PM (en Kda).




Por su parte, los sueros de los ratones inmunizados con MBP-TcPO sélo
reaccionan con la proteina TcPO de 38 KDa (Panel B, calles 1 y 2). Los sueros
provenientes de ratones inmunizados con MBP (panel C) o de ratones no
inmunizados (resultados no mostrados) no reaccionaron con ninguna proteina
parasitaria. Estos resultados indican que los anticuerpos reconocen epitopes
compartidos por la proteina recombinante y la proteina original de T. cruzi. Este
ensayo también permitié determinar que los anticuerpos contra las proteinas P no

poseen reaccion cruzada con otras proteinas de T. cruzi.

3.5.1. Estudio de la respuesta humoral inducida por la inmunizacion con la
proteina MBP-TcP2p

Grupos de ratones de la cepa Balb/c fueron inoculados con la proteina
recombinante MBP-TcP2B como se describe en el item 3.4. En experimentos
paralelos se inocularon ratones Swiss siguiendo el mismo esquema de inmunizacién.
A fin de determinar hacia qué regiones de la proteina TcP2p estaban dirigidos los
anticuerpos inducidos por la inmunizacién (Figuras 18 a 21) se disefaron 10
péptidos sintéticos parcialmente superpuestos que en su conjunto abarcan los 110
aminoacidos de la proteina. Estos péptidos fueron empleados en ensayos de
ELISA. En la figura 22 A se observa que el péptido 10 correspondiente a los 18
aminoacidos del extremo C-terminal es el unico reconocido en forma significativa
(p < 0,001) por el suero proveniente de los ratones inmunizados. Los péptidos 4,7 y
8 fueron reconocidos por 2/20, 5/20 y 4/20 sueros respectivamente. En la figura 22
B se observa que la reactividad contra el péptido 10 es totalmente inhibida por la
preincubacion de los sueros con el péptido R13. Este resultado indica que el péptido
R13 correspondiente a los 13 aminoacidos del extremo C-terminal de la proteina
TcP2B es el principal epitope lineal de la respuesta anti-P en los ratones

inmunizados con MBP-TcP2g.
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Figura 22. Mapeo de epitopes de la respuesta contra TcP2p en ratones
inmunizados con MBP-TcP2p. (A) Sueros provenientes de ratones inmunizados con
MBP-TcP2 (n=20) fueron ensayados por ELISA contra los péptidos 1-10
correspondientes a la proteina TcP2B. Cada barra representa la media de la
D.O. determinada contra cada péptido. La linea punteada indica la media de la
D.O. determinada en sueros de ratones controle (B) El suero proveniente de ratones
inmunizados con la proteina recombinante MBP-TcP2f fue preincubado durante 12
hs. con 20 uM del péptido R13 o PVMT. Luego de esta incubacion los sueros se
utilizaron en ensayos ELISA contra el péptido 10. Cada barra representa la
media de la D.O. determinada en cada caso. (* p <0,001 Test T de Student)

Luego se estudio la evolucidon de la respuesta inmune en cada ratéon
por medio de la determinacion del titulo de anticuerpos contra la proteina
recombinante GST-TcP2B y contra el péptido R13 en las muestras de suero
obtenidas a lo largo del protocolo de inmunizacién. En la figura 23 puede observarse
que el titulo de anticuerpos de tipo IgG contra GST-TcP2B8 aumentd
significativamente (p < 0,001) luego de la segunda inmunizacion, y alcanzé una
respuesta maxima luego de la tercera inmunizaciéon ya que el titulo contra TcP2B no
difirid significativamente entre el sangrado 2 y el 4 (S2 y S4) (p > 0.5). Por el
contrario, para la induccién de anticuerpos anti-R13 fueron necesarias al menos 4
inmunizaciones. Ademas, los titulos anti-R13 fueron inferiores a los observados

contra GST-TcP2B (S4: 1600 vs. 19200 en Balb/c y 400 vs. 12800 en Swiss).
Asimismo, se observd que no todos los ratones inmunizados presentaron

anticuerpos contra R13 a diferencia de lo que ocurrié con GST-TcP2p.
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La utilizaciéon de dos cepas de ratones permitié observar otra diferencia entre
ambas respuestas. Mientras que la respuesta anti-GST-TcP2p fue similar en ambas
cepas de ratones, se observaron variaciones en la respuesta contra R13. En la
muestra S4 la mediana del titulo contra R13 fue 1600 en Balb/c y 400 en Swiss (p <
0,001). Esta diferencia no sélo se manifestd en los titulos anti-R13 sino también en
la prevalencia de la respuesta. Solamente el 27% (12/44) de los sueros
provenientes de ratones Swiss reaccionaron contra el péptido R13, mientras que en

los ratones Balb/c |la frecuencia de sueros positivos fue de 58% (23/40).

En estos ensayos de ELISA tampoco se observd reaccion contra las
proteinas GST-TcPO, GST-MmPO y GST y los sueros provenientes de ratones
control no reaccionaron contra ninguno de los antigenos ensayados (resultados no

mostrados).
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Figura 23. Evolucion del titulo de anticuerpos anti-GST-TcP2B y anti-R13 en el
suero de ratones inmunizados con MBP-TcP2p Cada punto representa la mediana
del titulo de anticuerpos determinado para cada grupo de ratones a lo largo del
ensayo de inmunizacién. En blanco y negro se representan los titulos determinados
en los ratones Balb/c y Swiss respectivamente. (*: p < 0,001, Test de Suma de
Rangos de Wilcoxon)
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Para evaluar con mayor profundidad el grado de asociacién entre la
respuesta contra GST-TcP2p y la respuesta contra R13 se compararon los titulos de
anticuerpos alcanzados contra ambos antigenos en el suero de ratones Balb/c R13
positivos. Se establecid la existencia de una correlacion, estadisticamente
significativa (r = 0.72, p < 0,05), entre los titulos de anticuerpos contra la proteina
recombinante TcP2p y su epitope R13 a nivel de sueros individuales. En forma
paralela, se determiné qué porcentaje de la reaccidén anti-TcP2p3 se debia al
componente R13. Estas determinaciones se realizaron preincubando los sueros de
los ratones inmunizados con el péptido R13 antes de realizar la determinacién de
reactividad contra GST-TcP2B. El porcentaje de inhibiciéon de la reactividad contra
GST-TcP2pB causado por R13 varié entre los distintos sueros ensayados entre el 5 y
el 42%. Estos resultados confirmaron que parte de la reaccion contra GST-TcP2p se

debe a la respuesta contra R13.

Posteriormente se realizd el mapeo epitdpico de la respuesta contra el
extremo C-terminal de TcP2p determinando la reactividad contra la siguiente serie
de péptidos (Fig. 24).

SECUENCIA PEPTIDO PROTEINA
EEEDDDMGFGLFD R13 TcP2p
EDDDMGFGLFD R11 TcP2B
DDDMGFGLFD R10 TcP2p/ MmP
MGFGLFD R7 TcP2p/ MmP
EESDDDMGFGLFD H13 MmP
SDDDMGFGLFD H11 MmP
EEEDDDDDFGMGALF P015 TcPO

Figura 24. Peéptidos correspondientes al extremo C-terminal de las proteinas
nbosomales P. Los péptidos R13 y R11 corresponden a TcP2B, y los péptidos H13 y
H11 corresponden a MmPO. Los péptidos R10 y R7 presentan la secuencia comun
al extremo C-terminal de ambas (TcP28 y MmPO). El péptido P015 corresponde al
extremo C-terminal de TcPO.

En la figura 25 se observa el perfil de reactividad contra los péptidos
ensayados. Los sueros provenientes de los ratones Balb/c inmunizados con MBP-
TcP2B presentaron significativos niveles de anticuerpos (p < 0,001) contra R13 y
R11 en relacién a los observados en grupos controles. Por el contrario, no se

observaron diferencias en la reactividad contra los péptidos R10 y R7 con respecto a
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los grupos controles. Este resultado indica que el epitope reconocido por los sueros
de los animales inmunizados es el péptido R11/R13. Los sueros de los ratones
inmunizados presentaron ademas significativos niveles de anticuerpos (p < 0,01)
contra el péptido P015 correspondiente al extremo C-terminal de la proteina
ribosomal PO de T. cruzi No se observd ninguna correlacion entre los niveles de

anticuerpos contra PO15 y la reactividad anti-R13 a nivel de ratones individuales.
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Figura 25. Mapeo epitopico de la reaccion contra el extremo C-terminal de TcP2p.
Cada columna representa la mediana de la D.O. determinada contra cada péptido en
el suero de los ratones Balb/c inmunizados con MBP-TcP23. La linea punteada
representa la mediana de la densidad optica obtenida para el suero de los ratones
control (ratones inmunizados con MBP) ensayados contra los distintos péptidos.

(*> p<0,01, *™: p<0.001, Test de Suma de Rangos de Wilcoxon).

La homologia del péptido R13 con su correspondiente mamifero (péptido
H13, humano y raton) es mayor del 90% debido a un cambio no conservativo de S
por E localizado 11 aminoacidos antes del extremo C-terminal (Fig. 24). Por tal
motivo, se utilizaron los péptidos H13 y H11 para determinar la existencia de
anticuerpos contra la region C-terminal de la proteina ribosomal P de raton y de esta
forma establecer la induccidn de anticuerpos autorreactivos. Como se observa en la
figura 28 la reactividad de los sueros provenientes de ratones inmunizados con
MBP-TcP2B contra los péptidos H13 y H11 no difirid significativamente de la
observada en ratones control. Sin embargo el analisis individual de estos sueros

permitidé determinar la existencia de 11/40 sueros con reactividad positiva contra H13

y H11 (resultados no mostrados).
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Con el fin de confirmar la especificidad de la reaccion anti-R13 se realizaron
ensayos de ELISA de inhibicion. En estos ensayos, el suero de los ratones
inmunizados fue preincubado con cantidades crecientes de distintos péptidos
sintéticos. En la figura 26 se observa que la preincubacion con el péptido no
relacionado PVMT no modifico la reactividad contra R13 mientras que la
preincubacion con el péptido R13 inhibid totalmente la reaccion. En el caso en que
la preincubacion se realizé con el péptido H13 se observé una leve inhibicion que
alcanzo el 20%. Este resultado confirma que parte de los anticuerpos anti-R13 son
capaces de reaccionar en forma cruzada con H13. Llamativamente, la
preincubacion con el péptido P015 inhibié aproximadamente el 70% de la reacciéon
contra R13. Este elevado nivel de inhibicidon no fue el esperado en funcion de la
reactividad contra PO15 determinada en los ensayos de ELISA directo. La inhibiciéon

con los restantes péptidos no difirid de la esperada en funcién de los resultados

obtenidos en el ELISA directo.
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Figura 26. /Inhibicion de la reactividad anti-R13. El suero proveniente de ratones
inmunizados con la proteina recombinante MBP-TcP2f fue preincubado durante 12
hs. con cantidades crecientes de los péptidos indicados. Luego de esta incubacion
los sueros se utilizaron en ensayos ELISA contra el péptido R13. Cada punto
representa la media de los valores de inhibicidn obtenidos para sueros individuales.

Finalmente se determiné el perfil de isotipos de los anticuerpos involucrados
en la respuesta anti-TcP2B (Fig. 27 A) y anti-R13 (Fig. 27 B) en el suero de los
ratones Balb/c. Como puede observarse en ambos casos la respuesta fue de tipo

IgG1, IgG2a e IgG2b para ambos antigenos. No se detectd la presencia de
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anticuerpos 1gG3 contra ninguno de los antigenos estudiados. Los resultados
obtenidos con los sueros provenientes de ratones Swiss (resultados no mostrados)

fueron similares a los descriptos en los ratones Balb/c.
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Figura 27. Determinacion de isotipos de los anticuerpos anti-TcP2f (A) y anti-R13
(B) en ratones inmunizados con MBP-TcP2p3. Cada punto representa la densidad
Optica obtenida para cada suero individual en cada uno de los isotipos estudiados.

3.4.2. Estudio de la respuesta inmune inducida por la inmunizaciéon con la
proteina MBP-TcP0

Grupos de ratones de la cepa Balb/c fueron inoculados con la proteina
recombinante MBP-TcPO siguiendo el esquema indicado en 3.4. En experimentos
paralelos se inocularon ratones de la cepa Swiss. El estudio de la respuesta inmune
se realizd en forma analoga a la descripta para los ratones inmunizados con MBP-
TcP2B. En este caso, se determinaron los titulos de anticuerpos contra GST-TcPO y
contra P015, principal epitope de la respuesta anti-TcPO en la Enfermedad de
Chagas (Schijman, 1992a; Ferrari, 1995). Al igual que en el caso de TcP2p, a los 21
dias se observé una significativa (p < 0,001) respuesta contra la proteina
recombinante GST-TcPO (Fig. 28). El titulo de anticuerpos contra GST-TcPO
aumentd luego de la segunda inmunizacion y llegé al maximo luego de la tercera
inmunizacion. El aumento del titulo de anticuerpos contra PO15 fue mas lento (Fig.
28) y los titulos alcanzados fueron menores a los observados con GST-TcPO (S4:
6400 para P015 vs 51200 para TcPO), estableciéndose la existencia de una
correlacion estadisticamente significativa (r=0,77 p < 0,01) entre ambas respuestas a
nivel de sueros individuales. La respuesta contra estos antigenos fue similar en las

dos cepas de ratones empleadas.
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La totalidad de los ratones (32/32 Balb/c y 44/44 Swiss) desarrollaron
anticuerpos contra GST-TcPO y en la mayoria se observaron anticuerpos contra
PO15 (29/32 Balb/c y 36/44 Swiss). A través de ensayos de inhibicion se determind
que la preincubacién de los sueros con el péptido P015 inhibe un elevado porcentaje
de la reaccién anti-TcPO (resultados no mostrados). En los sueros de estos ratones
no se detectaron anticuerpos contra las proteinas GST-TcP2B, GST-MmPO y GST

(resultados no mostrados).
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Figura 28. Evolucion del titulo de anticuerpos anti-GST-TcP0O y anti-P015 en el
suero de ratones inmunizados con MBP-TcPO. Cada valor representa la mediana
del titulo de anticuerpos determinado para cada grupo de ratones (Balb/c) a |o largo
del ensayo de inmunizacion. (*: p < 0,001, Test de Suma de Rangos de Wilcoxon)

Posteriormente se realiz6 el mapeo epitépico de la respuesta contra el
extremo C-terminal de TcP0O. Se determind la reactividad contra los siguientes

péptidos sintéticos (Fig. 29):
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SECUENCIA PEPTIDO PROTEINA

EEEDDDDDFGMGALF PO15 TcPO
EDDDDDFGMGALF PO13 TcPO
FGMGALF P07 TcPO
EEEDDDDD P08 TcPO
AAAESEEEDDDDDF PO0-141 TcPO
AESEE POb TcPO

EEEDDDMGFGLFED R13 TcP2p

EESDDDMGFGLFD H13 MmPO

Figura 29. Péptidos correspondientes al extremo C-terminal de las proteinas
ribosomales PO. Los péptidos P015, PO13, P07, P08, P014i, POb corresponden al
extremo C-terminal de la proteina ribosomal PO. Los péptidos R13 y H13
corresponden a al extremo C-terminal de TcP2p y MmPO, respectivamente.

La inmunizacion de ratones Balb/c con MBP-TcPO indujo niveles
significativos de anticuerpos contra PO15 y P013 (Fig. 30) (p < 0.001) en relaciéon a
los observados en ratones control (inmunizados con MBP, IFA o0 no inmunizados).
La reactividad contra PO15 fue mayor que contra PO13 y no se observo reactividad
contra los péptidos POb, PO7, PO8 y PO14i.  La respuesta observada en ratones
Swiss fue muy similar y sélo cabe destacar que se observo una fuerte reaccion
contra PO14i en 9/44 sueros de ratones Swiss. En un bajo numero de ratones Swiss

se observo reaccion contra los péptidos P07, P08 (resultados no mostrados).
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Figura 30. Mapeo epitépico de la reaccion contra el extremo C-terminal de TcPoO.
Cada columna representa la mediana de la D.O. determinada contra cada péptido en
el suero de los ratones Balb/c inmunizados con MBP-TcPO. La linea punteada
representa la mediana de la densidad Optica obtenida para el suero de los ratones
control (ratones inmunizados con MBP). (*: p < 0,01, **: p < 0.001, Test de Suma de

Rangos de Wilcoxon).
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La reactividad cruzada entre la proteina ribosomal P23 de T. cruzi y la
proteina ribosomal P autologa se analizé determinando la reaccion contra R13 vy
H13. Como se observa en la figura 30 los sueros de ratones inmunizados con MBP-
TcPO presentaron niveles significativos de anticuerpos (p < 0,01) contra el péptido
H13 mientras que no se detectaron anticuerpos contra el péptido R13. No se
observo correlacion entre la presencia de anticuerpos contra PO15 y H13 a nivel de

ratones individuales.

La especificidad de los anticuerpos contra el extremo C-terminal de la
proteina ribosomal PO fue confirmada por ensayos de ELISA de inhibicion. La
preincubacion de los sueros con el péptido no relacionado TMVP no modifico la
reaccion contra el péptido P015. En la figura 31 se observa que la preincubacion de
los sueros con el péptido P0O15 inhibié totalmente la reaccion anti-P015 mientras que
la preincubacion de los sueros con el péptido H13 inhibio la respuesta anti-P015 en

un 35 %, confirmando los resultados obtenidos en el ELISA directo.
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Figura 31. /nhibicion de la reactividad contra el péptido PO15. El suero proveniente
de ratones inmunizados con la proteina MBP-TcPO fue preincubado durante 12
horas con cantidades crecientes de los péptidos indicados. Luego, se midié la
reaccion anti-P015 mediante un ensayo de ELISA. Cada punto representa la media
de los valores de inhibicion obtenidos para sueros individuales.

Posteriormente, se determiné el perfil de isotipos de los anticuerpos
involucrados en la respuesta anti-TcPO (Fig. 32 A) y anti-P015 (Fig. 32 B). La
respuesta contra ambos antigenos fue de tipo IgG1, IgG2a e IgG2b. En la respuesta
anti-P015 no se detectaron anticuerpos 1gG3. Los isotipos involucrados en la
respuesta contra ambos antigenos fueron semejantes en las dos cepas de ratones

empleadas (resultados no mostrados).
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Figura 32. Determinacion de los isotipos de anticuerpos anti-TcPO (A) y anti-P015
(B) en ratones inmunizados con MBP-TcP0O. Cada punto representa la densidad
optica obtenida para cada suero en cada uno de los isotipos estudiados.

Finalmente, se evalud el rol de la inmunidad mediada por células en la
respuesta inducida por inmunizacion con TcPO. Para ello diez dias después de la
ultima inmunizacién se obtuvieron células de bazo, y se las estimul6 in vitro con los
antigenos GST-TcPO, GST, PO15 0 R13. En la figura 33 se muestra la proliferacion
celular frente a los distintos antigenos ensayados. Células provenientes de ratones
inmunizados con MBP-TcPO mostraron una significativa proliferacion al ser
cultivados en presencia de GST-TcPO o el péptido PO15 ( p < 0.05, p < 0.01
respectivamente). Por el contrario no se observd respuesta en células de ratones
inmunizados con MBP. Asimismo se observd que células de ratones inmunizados
con TcPO fueron expandidas in vitro luego de la estimulacion con el péptido R13

(correspondiente a la region C terminal de la proteina ribosomal TcP2) (p < 0,05).
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Figura 33. Respuesta secundaria in vitro contra MBP-TcPO y péptidos relacionados.
Las células fueron estimuladas con las concentraciones indicadas de los péptidos
P0O15 y R13 y la proteina GST-TcP0. Cada barra representa la mediana del indice
estimulatorio obtenido en cada grupo de células. (*: p < 0.05, **: p < 0.01, Test no
paramétrico de Mann-Whitney).

3.4.3. Estudio de la respuesta humoral inducida por inmunizacién con la

proteina MBP-MmPO

Ratones de la cepa Balb/c y Swiss fueron inoculados con la proteina
recombinante MBP-MmPO. Al estudiar el suero de los ratones Balb/c se observo
que soélo 2/13 ratones desarrollaron anticuerpos contra GST-MmPO y que ninguno
desarrolld anticuerpos contra H13 (resultados no mostrados). Por el contrario, el
analisis de los sueros de ratones Swiss revel6 que 20/20 sueros presentaron
elevados niveles de anticuerpos contra la proteina GST-MmPO y 12/20 reaccionaron
contra H13. En la figura 34 se observa la evolucion del titulo de anticuerpos contra
GST-MmPO y contra H13 en el suero de los ratones Swiss inmunizados con MBP-
MmPO. El titulo de anticuerpos contra GST-MmPO aumenté rapidamente mostrando
diferencias significativas en S1 (p < 0,001) y alcanzando en S4 una mediana de
51200. La induccion de niveles significativos de de anticuerpos anti-H13 requirié por
el contrario cuatro inmunizaciones (p < 0,001). La mediana del titulo de anticuerpos

contra H13 fue menor a la observada contra GST-MmPO (S4: 800).
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Figura 34. Evolucion del titulo de anticuerpos anti-GST-MmPO y anti-H13 en el
suero de los ratones inmunizados con MBP-MmPO. Cada punto representa la
mediana del titulo determinado para cada grupo de ratones Swiss a lo largo del
ensayo de inmunizacion (*: p < 0,001, Test de Suma de Rangos de Wilcoxon).

A continuacion se realizd el mapeo epitépico de la respuesta contra la region
C-terminal de las proteinas P utilizando los péptidos indicados en la figura 24. En la
figura 35 se observa que los sueros presentaron niveles igualmente significativos
(p < 0,001) de anticuerpos contra los péptidos H13, H11, R13, R11, R10 y R7. Este

resultado indica que el minimo epitope reconocido es el péptido R7.

Estos resultados fueron confirmados mediante ensayos ELISA de inhibicion.
Se observé que al preincubar el suero con los péptidos R13, H13, R10 y R7 se
alcanza un elevado y a la vez similar porcentaje de inhibicion de la reaccion anti-H13
(Fig. 36). Los porcentajes de inhibicion de los distintos péptidos fueron similares

cuando en el ensayo de ELISA se utilizo6 R13 como antigeno (resultados no

mostrados).
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Figura 35. Mapeo epitépico de la reaccién contra el extremo C-terminal de las
proteinas P. Cada barra representa la mediana de la D.O. determinada contra cada
péptido en el suero de los ratones Swiss inmunizados con MBP-MmPO. La linea
punteada representa la mediana de |la densidad éptica obtenida para el suero de los
ratones control (ratones inmunizados con MBP) ensayados contra los distintos
péptidos. (*: p <0.001, Test de Suma de Rangos de Wilcoxon)

= Lt —&—-R13
§ 80 - ——-H13
;. —=—R10
o 907 —=—R7
® ~8—PO15
% —8— PVMT
o

g

0O 20 40 60 80 100
Péptido [uM]

Figura 38. Inhibicion de la reactividad contra el péptido H13. EIl suero proveniente
de ratones Swiss inmunizados con la proteina MBP-MmPO fue preincubado durante
12 horas con cantidades crecientes de los péptidos indicados. Los sueros se
utilizaron posteriormente en un ensayo de ELISA contra H13. Cada punto
representa la media de los valores de inhibicion obtenidos para sueros individuales.
El porcentaje de inhibiciéon (% de inhibicién) se calculé con respecto a la reactividad
del suero preincubado con leche.

Por ultimo, se determiné el perfil de isotipos de los anticuerpos involucrados
en la respuesta anti- MmPO (Fig. 37 A) y anti-H13 (Fig. 37 B). La respuesta contra
MmPO fue mayoritariamente de tipo IgG1, IgG2a e IgG2b. Sin embargo la respuesta

anti-H13 fue exclusivamente de tipo IgG1.
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Figura 37. Determinacion de los isotipos de anticuerpos anti-MmPO (A) y anti-H13
(B) en ratones inmunizados con MBP-MmPO. Cada punto representa la densidad
Optica obtenida para cada suero individual en cada uno de los isotipos estudiados.
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3.5. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA Y CLONADO DE LAS REGIONES
VARIABLES DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 17.2

En el marco de una colaboracién, el grupo de la Dra. Hontebeyrie (Instituto
Pasteur, Paris, Francia) obtuvo un anticuerpo monoclonal (AM) reactivo contra el
péptido R13 denominado 17.2. Alicuotas del sobrenadante de cultivo y ARNm
correspondiente a este AM fueron enviadas a nuestro laboratorio a fin de
caracterizar el perfil de reactividad contra las proteinas ribosomales P y determinar

sus semejanzas con el perfil de reactividad del antisuero policlonal obtenido de los

ratones inmunizados con MBP-TcP2p.

En primer lugar se verifico que el AM 17.2 reaccionaba con GST-TcP2§3 en
ensayos de Western blot (resultados no mostrados) y se determiné que el isotipo de

este AM es IgG1/k (Fig. 38).
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Figura 38. Determinacién del isotipo del AM 17.2. Cada columna representa la
D.O. determinada en el sobrenadante de cultivo del AM 17.2 contra el péptido R13

empleando como segundo anticuerpo los anticuerpos anti-isotipo indicados.

AM 17.2

Mediante ensayos de ELISA directo y ELISA de inhibicién se realizé el
mapeo epitépico del AM 17.2. En la figura 39 se observa la reactividad contra
distintos péptidos correspondientes al extremo C-terminal de las proteinas

ribosomales P.
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Figura 39. Reactividad del AM 17.2 contra el extremo C-terminal de las proteinas
ribosomales P. Cada columna representa la D.O. determinada por ELISA contra
cada péptido en el sobrenadante de cultivo del AM 17.2. y en un pool de sueros de
ratones inmunizados con MBP-TcP2p (Suero Policlonal).

Se observé que el AM 17.2. presentd el mismo perfil de reactividad que el
suero policlonal proveniente de ratones inmunizados con MBP-TcP2p. El AM 17.2
reacciono fuertemente contra los péptidos R13 y R11 y no contra los péptidos R7 y
R10. La reacciéon contra los péptidos H13 y H11 (derivados de la secuencia de
MmPO) fue baja. ElI AM presenté asimismo reactividad cruzada contra el péptido
P015. Los ensayos de ELISA de inhibicion mostraron, al igual que el ELISA directo,
la reaccion cruzada entre PO15 y R13 ya que la preincubacion del AM con P015
inhibié el 60 % de la reactividad anti-R13 (Fig 40). En este tipo de ensayo, la
reaccion cruzada entre R13 y H13 se observd mas claramente que en el ELISA

directo ya que H13 inhibié aproximadamente el 40 % de la reaccion anti-R13.
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Figura 40. /nhibicién de la reactividad anti-R13 del AM 17.2. EIl sobrenadante de
cultivo del AM 17.2 fue preincubado durante 12 hs. con cantidades crecientes de los
péptidos indicados. Luego se determind por ELISA la reactividad contra el péptido

R13.

Las regiones variables correspondientes a la cadena pesada (VH) y liviana
(VL) del AM 17.2 fueron clonadas en un vector de expresion procarionte (pUC-myc)
mediante la construccion de un scFv (Fragmento variable de cadena simple)
(Materiales y Métodos, Fig. 7). A partir del ARNm del AM se obtuvo el ADNc y luego
de una serie de reacciones de PCR (Materiales y Métodos, Fig. 8) se amplificaron
las regiones VH y VL (Fig. 41). Los fragmentos VH y VL obtenidos de la PCR1
fueron analizados en geles de agarosa 1,5% y purificados. Dichos fragmentos
fueron utilizados como templado para realizar la segunda reaccion de PCR (PCR2).
Los fragmentos VH y VL obtenidos de la PCR2 fueron purificados y utilizados como
templado en la tercera reaccion de PCR (PCR3). Esta reaccion consta de dos
etapas. La primera de ellas se realiza en ausencia de oligonucledtidos y por un
mecanismo denominado “Overlap Extension” se produce la unién de los dos
fragmentos en un unico fragmento. Esta unidon se produce debido a la
complementariedad existente entre el extremo &' del fragmento VH y el extremo 3’
del fragmento VL. Esta regién de complementariedad constituye la region bisagra
entre ambas cadenas. En la segunda etapa de la reaccion se agregan los “primers”
SfiVH Back y NotVK For para producir un aumento de la sefal. En la figura 41 se
observa el producto de la PCR 3 (calle 3), el cual luego de ser purificado (calle 4)

fue digerido con las enzimas de restriccion Nco | y Not | (calle 5).
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Figura 41. Amplificacion por PCR de las regiones variables del AM 17.2. Calle 1:
fragmento VL, Calle 2: fragmento VH, Calle 3: fragmento VH-VL, Calle 4: fragmento
VH-VL purificado, Calle 5: fragmento VH-VL cortado con las enzimas Nco | y Not |.
Calle M: marcador de peso molecular (100 pares de bases “ladder”).

Paralelamente el plasmido pUC-myc fue digerido con las mismas enzimas
de restriccion con el objetivo de ligar el fragmento proveniente de la PCR3. Luego
de identificar las colonias que contenian el plasmido recombinante (conteniendo el
scFv) se secuencid el inserto. En la figura 42 se observa la secuencia de
nucledtidos y la correspondiente secuencia deducida de aminoacidos del scFv
derivado del AM 17.2.
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Figura 42. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos del scFv-17.2
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En la figura 43 A se indica la region variable de la cadena pesada (119
aminodacidos), la region variable de la cadena liviana (101 amino&cidos), el péptido
ligador (15 aminoacidos) y el “tag” c-myc (14 aminoéacidos). En la figura 43 By 43 C
se sefalan las 3 regiones hipervariables (CDR) y las 3 regiones conservadas (FR)
de VH y VL respectivamente.
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Figura 43. Estructura del scFv derivado del AM 17.2. (A) Se observan las distintas
regiones del scFv: VH, VL, linker y el “tag” c-myc. (B y C) Ubicacion y detalle de la
secuencia de las tres regiones hipervariables (CDR) y de las regiones conservadas
(FR) de la cadena pesada (B) y liviana (C) del scFv.

137




Posteriormente, se indujo la expresion del scFv para verificar si éste poseia la
capacidad de reaccionar con el péptido R13 al igual que el AM del cual se origind.
En estos ensayos se utilizé como control un scFv anti-p53, ya que éste posee el
‘tag” c-myc pero no esta dirigido contra las proteinas P. Se observé mediante SDS-
PAGE y Western blot que las bacterias conteniendo el plasmido codificante del scFv
sintetizaron una proteina de aproximadamente 25 Kda (Fig. 44). El peso molecular
obtenido coincidié con el esperado para el scFv.

120-

Figura 44. Expresion del scFv derivado del AM 17.2. Un cultivo de bacterias
conteniendo el plasmido que codifica para el scFv-17.2 o para el scFv anti-p53
(utilizado como control de expresién) fue inducido por el agregado de IPTG. Un
extracto proteico de dichas bacterias fue analizado por SDS-PAGE 12% y Western
blot. En el ensayo de Western blot el filtro fue revelado empleando el anticuerpo
monoclonal 9E10 especifico contra c-myc.

Luego se determin6 la reactividad del scFv-17.2 contra el péptido R13
mediante ensayos de ELISA. En la figura 45 se observa que el scFv derivado del
AM 17.2 reaccioné contra el péptido R13. Como control de especificidad de esta
reaccion se observa que el péptido R13 no fue reconocido por el scFv anti-p53.
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Figura 45. Determinacion de la reactividad del scFv-17.2 contra R13. Los extractos
proteicos de bacterias conteniendo el plasmido que codifica para el scFv-17.2 o para
el scFv anti-p53 fueron ensayados por ELISA contra el péptido R13 y contra BSA.
Cada barra representa la D.O. obtenida contra cada péptido.
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3.6. COMPARACION DE LA RESPUESTA OBTENIDA POR INMUNIZACION
CON LAS PROTEINAS P RECOMBINANTES CON RESPECTO A LA
RESPUESTA INMUNE DURANTE LA INFECCION POR T. cruzi

Luego de caracterizar la respuesta inmune inducida mediante Ia
inmunizacion con las proteinas ribosomales P de T. cruzi, ésta se compar6 con la
respuesta generada contra dichas proteinas durante la infeccion humana vy
experimental en ratones. En primer lugar, se establecieron los epitopes involucrados
en la respuesta contra TcP2f3 en sueros de pacientes chagasicos y ratones Rockland
infectados experimentalmente con la cepa CA-1 de T. cruzi. Para ello, se determiné
la reactividad de estos sueros contra los diez péptidos (Fig. 22 A) derivados de la
secuencia de TcP2B. En la figura 46 se observan los niveles de anticuerpos contra
cada péptido y su comparacion con los niveles obtenidos en sueros de ratones
Balb/c inmunizados con MBP-TcP2p (resultados mostrados previamente en Fig. 22).
Puede observarse claramente que tanto durante la infeccion por T. cruzi (en
humanos y en ratones) como luego de la inoculacion de la proteina recombinante la
respuesta inmune esta dirigida fundamentalmente contra el péptido 10, es decir
contra el extremo C-terminal de TcP2B (Fig. 46). Los niveles de anticuerpos
detectados fueron significativamente diferentes (p < 0,001) de los valores hallados
en sueros normales. En ninguna de las dos infecciones (humana o experimental en
raton) se observo reaccion contra los otros nueve péptidos. A diferencia de los
anticuerpos producidos durante la infeccion natural o experimental, la inmunizacion
con MBP-TcP2p provocé un aumento aunque no significativo en la respuesta contra

los péptidos 4, 7 y 8.
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Péptidos

Figura 46. Mapeo de epitopes de la respuesta contra TcP2f3 generada
durante la infeccién natural, la infeccion experimental en ratones y la
inmunizacion con MBP-TcP2p.  Sueros provenientes de pacientes con
Enfermedad de Chagas (n=10), de ratones infectados con la cepa RA de T.
cruzi (n=12) y de ratones inmunizados con MBP-TcP2B (n=20) fueron
ensayados por ELISA contra los diez péptidos derivados de la proteina TcP2p.
Cada columna representa la media de la D.O. obtenida contra cada péptido
para cada grupo de sueros (* p < 0,001, Test T de Student). La linea
punteada indica la media de la D.O. obtenida en sueros de ratones control o
dadores normales contra cada péptido.

Al comparar la respuesta contra diferentes péptidos pertenecientes al
extremo C-terminal de las proteinas ribosomales P se observé una gran
similitud en el perfil de reactividad de los sueros de ratones inmunizados con
MBP-TcP2p con respecto al observado en el suero de pacientes chagasicos y
en el suero de ratones Rockland infectados con la cepa CA-1 de T.cruzi. En
todos los casos la respuesta estuvo dirigida fundamentalmente contra el
péptido R13 no observandose reactividad contra los péptidos R10 y R7 (Fig. 47
A). Este perfil de reactividad difiere totalmente del observado en pacientes
lupicos P positivos (LES) en los cuales se reconoce el autoepitope R7. Este
tipo de respuesta autoinmune es similar a la observada en los ratones de la

cepa Swiss inmunizados con MBP-MmPO (Fig. 47 B).
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Figura 47. Reactividad contra el extremo C-terminal de las proteinas P. Cada
barra representa la mediana de la D.O. determinada contra cada péptido para
cada grupo de sueros (*: p < 0.01, Test de Suma de Rangos de Wilcoxon).

Posteriormente se determinaron los aminoacidos del péptido R13
involucrados en la uniéon de los anticuerpos inducidos durante la infeccion
por T. cruzi o mediante inmunizacién con la proteina ribosomal TcP2B. Para
ello se estudio la reactividad de estos anticuerpos contra el extremo C-terminal

de TcP23 mediante la técnica de reemplazo de alaninas (Fig. 48).
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Figura 48. Mapeo epitépico de la reaccion anti-R13 por la técnica de reemplazo por
alaninas. (A) Secuencia aminoacidica de los péptidos ensayados y ubicacion de
cada péptido en el filtro. El péptido R contiene la secuencia original de R13 sin
ninguna sustituciéon. (B) Filtro revelado utilizando suero de ratones inmunizados con
MBP-TcP2p (dil 1/400) (C) Filtro revelado utilizando suero de un paciente chagasico
(dil 1/200). (D) Aminoacidos del extremo C-terminal de TcP2p esenciales para el
reconocimiento por parte de los anticuerpos (en rojo).

La reactividad contra los distintos péptidos derivados de R13 con
sustituciones de alanina fue similar en el suero de un ratén inmunizado con MBP-
TcP2B (Fig. 48 B) y en el suero proveniente de un individuo con Enfermedad de
Chagas (Fig. 48 C). Las sustituciones de los aminoacidos Glu1, Glu2, Asp4, Met7,
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Gli10, Leu11, Phe12 y Asp13 no afectaron la unién de los anticuerpos. Por el
contrario, las sustituciones en los aminoacidos Glu3, Asp5, Asp6, Gli8 y Phe9
inhibieron totalmente la unién del anticuerpo. En funcién de estos resultados fue
posible determinar los aminoacidos del péptido R13 esenciales para la unién a los
anticuerpos (Fig. 48 D). Resultados similares fueron obtenidos al evaluar los
aminoacidos de R13 involucrados en la unién al anticuerpo monoclonal 17.2

(resultados no mostrados).

Al analizar la respuesta contra el extremo C-terminal de la proteina TcPO se
observdé una gran similitud en el perfil de reactividad de sueros de ratones
inmunizados con TcPO con respecto a sueros de pacientes chagasicos y de ratones

infectados con T. cruzi. En los tres modelos la respuesta estuvo dirigida contra los
péptidos PO15 y PO13 (Fig. 49).
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Figura 49. Caracterizacién de la respuesta contra el extremo C-terminal de TcPO
en la infeccién natural, la infeccion experimental en ratones y en ratones
inmunizados con MBP-TcP0. Sueros provenientes de pacientes con Enfermedad de
Chagas (n=22), de ratones infectados con la cepa RA de T. cruzi (n=12) y de ratones
inmunizados con MBP-TcPO fueron ensayados por ELISA contra péptidos
correspondientes al extremo C-terminal de TcPO. Cada barra representa la mediana
de la D.O. obtenida contra cada péptido para cada grupo de sueros (*: p < 0,01,
** p<0,001, Test de Suma de Rangos de Wilcoxon).
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3.7. ROL DE LOS ANTICUERPOS ANTI-PROTEINAS RIBOSOMALES P DE
T. cruzi EN LAS ALTERACIONES CARDIACAS GENERADAS POR
SUEROS DE PACIENTES CHAGASICOS

El rol de los anticuerpos contra las proteinas ribosomales P de T. cruzi se
estudio en el modelo de corazén aislado de conejo. En este modelo se produce
bradicardia y/o bloqueo de la conduccion auriculo ventricular (AV) al perfundir el
corazon aislado de conejo con suero o IgG provenientes de pacientes chagasicos
con cardiopatia (Fig. 50, Farias de Oliveira, 1997). En la figura 50 se observa que
el suero de dos pacientes induce un aumento del intervalo P-P y un bloqueo de la

conduccion AV de segundo grado.

Figura 50. Efecto de los sueros de pacientes HB1 (A) y HB2 (B) sobre la actividad
eléctnca de corazones aislados de conejos. Los registros de cada par fueron
obtenidos utilizando el mismo corazén. Las flechas indican la onda P. El registro
superior de cada par representa el ECG control tomado durante la perfusiéon con
solucion de Tyrode. Los registros inferiores se obtuvieron en presencia de suero
diluido 1:100. Barra de calibracion: 1 segundo.

A fin de determinar los antigenos cardiacos reconocidos por los anticuerpos
presentes en el suero de los pacientes con Enfermedad de Chagas, dichos sueros
fueron incubados con un péptido correspondiente al segundo rulo extracelular del
receptor muscarinico M2. La incubacién del suero o la fraccion IgG con este
péptido, inhibié totaimente el bloqueo AV (Fig. 51), indicando que las alteraciones
observadas se deben a la unién de anticuerpos presentes en el suero al receptor

muscarinico.
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Figura 51. /ncubacion del suero con el péptido correspondiente al segundo rulo
extracelular del receptor muscarinico. (A) Registros obtenidos durante la perfusion
del corazén con solucion de Tyrode (control) e IgG de un paciente chagasico (1gG").
(B) Registro obtenido durante la perfusion con IgG preincubadas con el péptido
correspondiente al segundo rulo extracelular del receptor muscarinico (IgG*/M2).
Las flechas indican la onda P.

Luego, se evaluod la reaccidn cruzada entre antigenos cardiacos y antigenos
de T. cruzi. Para ello, en primer lugar se incubé el suero de pacientes chagasicos
con tripomastigotes obtenidos de ratones infectados. Cuando el suero fue incubado
con tripomastigotes vivos, no se observaron modificaciones en el bloqueo AV (Fig.
52 A). Por el contrario, cuando el suero fue incubado con lisado de tripomastigotes
no se observo bloqueo de la conduccidn ni disminucién del ritmo cardiaco (Fig. 52
B). Estos resultados sugieren que los antigenos intracelulares de T. cruzi y no los
extracelulares tienen reaccion cruzada con los antigenos cardiacos reconocidos por
los anticuerpos funcionalmente activos presentes en el suero de los pacientes

chagasicos.
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Figura 52. Efecto de /a preincubacién de los sueros de pacientes chagasicos con
tripomastigotes de T. cruzi. El suero HB1 se preincub6 con 2 x 10° tripomastigotes
vivos (A) o lisados (B). En el registro de A se observa bloqueo de conduccion de
segundo grado. Barra de calibracion: 1 segundo.

A fin de evaluar la participacion de las proteinas ribosomales P en la
reaccion cruzada contra antigenos intracelulares de T. cruzi, el suero de pacientes
chagasicos con cardiomiopatia fue preincubado con la proteina recombinante MBP-
TcP2pB y con péptidos correspondientes a su extremo C-terminal. Como control se
preincubo el suero con MBP y con un péptido derivado de la proteina de choque
térmico humana (HSP70). En la figura 53 A se observa que la preincubacién con la
proteina portadora sola (MBP) no modificé la induccién de bloqueo AV por las IgG
de pacientes chagasicos. Por el contrario la incubaciéon del suero con MBP-TcP2f3
anuld la capacidad de inducir bloqueo AV (Fig. 53 B). En la figura 53 Cy 563 D se
muestran experimentos similares realizados con la fraccion IgG de 2 pacientes
incubadas con los péptidos R13 y R7 respectivamente. La incubaciéon con R13
inhibié el bloqueo AV vy la bradicardia, mientras que la incubacién con R7 no indujo
modificaciones en el bloqueo AV. Resultados similares se obtuvieron al incubar
otros sueros chagasicos con los péptidos o las proteinas recombinantes (resultados

no mostrados).
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Figura 53. /ncubacion de la fraccién IgG con TcP2p y péptidos relacionados. Las
IgG del suero HB1 fueron preincubadas con MBP (A), TcP2p (B), R13 (C) o con R7
(D). En todos los casos se tom6 un registro control durante la perfusiéon con solucién
de Tyrode. Barra de calibracién: 1 segundo.

Asimismo, se estudid el efecto de TcPO sobre el bloqueo AV inducido por el
suero de pacientes chagasicos. En la figura 54 se observa que la incubacion del
suero de un paciente con la proteina MBP-TcPO y el péptido PO15 correspondiente a

su extremo C-terminal produjo inhibicion del bloqueo AV.
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Figura 54. Incubacién del suero HB1 con TcPO y péptidos relacionados. Las IgG
del suero HB1 fueron preincubadas con TcPO (A) o P015 (B). En todos los casos se
tomoé un registro control durante la perfusién con solucién de Tyrode. Barra de

calibracién: 1 segundo.



3.8. EFECTO DE LA INMUNIZACION CON PROTEINAS P RECOMBINANTES
EN LA INDUCCION DE ANTICUERPOS CON ACTIVIDAD FUNCIONAL
CONTRA RECEPTORES CARDIACOS

En funcion de las evidencias que indicarian la existencia de reaccion
cruzada entre las proteinas ribosomales P de T. cruzi y receptores cardiacos, se
investigo la presencia de anticuerpos contra los receptores cardiacos f-adrenérgicos
y muscarinicos en los sueros de los ratones inmunizados con las proteinas P
recombinantes. En la figura 55 se observa la existencia de niveles significativos de
anticuerpos dirigidos contra el segundo rulo de los receptores adrenérgicos 1 y 2
(p < 0,01) y muscarinicos M2 (p < 0,05) en el suero de ratones inmunizados con
MBP-TcPO. Esta respuesta no fue observada en el suero de ratones inmunizados
con MBP-TcP2 y MBP-MmPO (resultados no mostrados). Estos resultados
indicarian que la inmunizaciéon con la proteina MBP-TcPO es capaz de inducir

autoanticuerpos contra los receptores cardiovasculares mencionados.
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Figura 55. Determinacion de la reactividad contra péptidos correspondientes a los
receptores adrenérgicos f1 y 2 y muscarinico M2 en ratones inmunizados con
MBP-TcPO. Cada columna representa la media de la D.O. contra los péptidos
indicados obtenida para cada grupo de sueros. (*: p < 0.05, **: p < 0.01, Test-T de
Student).

Posteriormente se determiné el posible efecto funcional del suero de los
ratones inmunizados con las proteinas recombinantes sobre la frecuencia de
contraccion de un cultivo de cardiomiocitos de rata neonata que laten
espontaneamente in vitro. Para ello se obtuvieron las IgG de cada uno de los sueros
a analizar, las cuales fueron agregadas al cultivo de cardiocitos y se determiné el
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cambio registrado en la frecuencia de contraccién. Para determinar los receptores
involucrados en el cambio de la frecuencia de contraccion, cultivos paralelos fueron
incubados con las IgG en presencia de los antagonistas propranolol (antagonista 31
y B2 adrenérgico) y atropina (antagonista M2 colinérgico). En la figura 56 puede
observarse que las fracciones IgG de tres de cuatro sueros de ratones inmunizados
con MBP-TcPO provocaron un claro efecto cronotrépico positivo sobre los cardiocitos
en cultivo (p < 0,01). Este aumento de la frecuencia de contraccion fue inhibido con

propranolol.
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Figura 56. Determinacion del efecto cronotrépico de IgGs provenientes de ratones
inmunizados. Cada columna representa la media de las contracciones por minuto
contadas en diez campos Yy las barras el desvio estandar de la determinacién. En
todos los tratamientos el cambio en la frecuencia de contraccién fue calculado con
relacion a la frecuencia de contraccion basal. (*: p < 0,01, Test T de Student).

El agregado de la fraccion IgG proveniente de ratones inmunizados con MBP
(Fig. 56), MBP-TcP2p3 y MBP-MmPO (resultados no mostrados) no produjo ningun
cambio en la frecuencia de contraccidon. Estos resultados indican que la
inmunizaciéon con TcPO indujo la produccion de autoanticuerpos que serian capaces
de interaccionar con receptores adrenérgicos 31 y de producir cambios en la

fisiologia de las células cardiacas.

Posteriormente se investigd el reconocimiento de proteinas cardiacas por los
sueros de ratones inmunizados con las proteinas recombinantes en ensayos de

Western blot. Para ello se prepard un extracto proteico a partir de cardiocitos de
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ratdbn. A modo de control se determind la reactividad de sueros provenientes de
ratones inmunizados con MBP (Fig. 57, calles 1 y 2). Los sueros de los ratones
inmunizados con MBP-MmPO reconocieron las mismas proteinas que el suero de los
ratones inmunizados con MBP (resultados no mostrados). En la figura 57 puede
observarse que los sueros provenientes de ratones inmunizados con MBP-TcP2p y
MBP-TcPO reaccionaron con algunas proteinas que no fueron reconocidas por el
suero de los animales control. Los sueros de ratones inmunizados con MBP-TcP2p
reaccionaron con una proteina de aproximadamente 130 Kda y otra de 85 Kda (Fig.
57, calles 3-5). Los sueros de ratones inmunizados con MBP-TcPO (Fig. 57, calles 6-
9), reaccionaron fuertemente contra una proteina de aproximadamente 68 Kda y
contra un grupo de aproximadamente 3 6 4 proteinas de peso molecular entre 52 y
66 Kda. Algunos sueros provenientes de ratones inmunizados con MBP-TcPO no
reconocieron estas proteinas y reaccionaron con una proteina de 55 Kda (Fig. 57,
calle 10). A pesar que los pesos moleculares de todas estas proteinas son muy
cercanos, la proteina de 55 Kda reconocida por estos sueros no forma parte del
grupo de proteinas reconocidas por los sueros analizados en las calles6a9. Las

diferencias en el reconocimiento de proteinas cardiacas observadas en los distintos
grupos de ratones indica que la inmunizacién con las distintas proteinas P induce

distintos patrones de autorreactividad.
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Figura 57. Reactividad contra proteinas cardiacas en el suero de ratones
inmunizados con proteinas ribosomales P. Un extracto proteico de cardiocitos de
raton fue separado por SDS-PAGE vy transferido a nitrocelulosa. Los filtros fueron
revelados con suero proveniente de ratones inmunizados con MBP (calles 1y 2),
MBP-TcP2B (calles 3-5) o MBP-TcPO (calles 6-10). A la izquierda se observa los

marcadores de peso molecular (en KDa).
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39. EFECTO DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA LAS PROTEINAS
RIBOSOMALES P SOBRE LA FUNCION CARDIACA DE RATONES
INMUNIZADOS

Los posibles efectos de la respuesta inmune inducida por la inoculaciéon de
proteinas ribosomales sobre la funcién cardiaca, fueron evaluados mediante la
realizacion de electrocardiogramas (ECG). En una primera serie de experimentos se
realizaron ECG diez dias después de la ditima inmunizacién siguiendo los protocolos
descriptos por Laguens (1980) y Ruiz (1985). Para la realizacién de estos ECG se
utilizé éter etilico como anestésico. Los ECG realizados a 5 ratones no inoculados
(Fig. 60, panel A), 7 ratones inmunizados con MBP (Fig. 58, panel B) y 7 ratones
inmunizados con IFA (resultados no mostrados) fueron normales, ya que todos los
parametros analizados coincidieron con los valores de referencia para el ECG de
ratén (Goldbarg, 1968; Sadigursky, 1986; Andrade, 1987). Por el contrario, los ECG
de 13 de los 20 ratones inmunizados con MBP-TcP2B presentaron trazados
distintos de los controles. El patron de la alteracion fue similar en los 13 ratones y
consistié en un ensanchamiento del complejo QRS (Fig. 58, paneles C y D). Los
ECG de estos ratones fueron considerados patolégicos ya que la duracion del
complejo QRS fue en todos los casos mayor a 0.04 seg, resultado que difirié
significativamente (p < 0.01, Test T de Student) de la duracién media del QRS (0.02
seg.) observada en los ratones normales e inmunizados con MBP.
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Figura 58. Electrocardiograma de ratones inmunizados con MBP-TcP2p.
Electrocardiogramas realizados sobre ratones no inoculados (A), inmunizados con
MBP (B) y MBP-TcP2B3 (C y D). Las barras debajo de cada registro indican la
longitud del complejo QRS.
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A pesar que los resultados obtenidos en estos experimentos fueron
promisorios, |la calidad en los registros electrocardiograficos iniciales no fue éptima.
Esto se debi6 probablemente al anestésico utilizado. La utilizaciéon de éter etilico no
permite un nivel de anestesia regular y constante durante las determinaciones ya
que es necesario colocar al ratén en una atmésfera de éter en forma intermitente
para prolongar el tiempo de anestesia sin provocar su muerte. Las variaciones en el
nivel de anestesia generan permanentemente cambios en la frecuencia cardiaca que
pueden a su vez alterar el registro electrocardiografico. Ademas, se observd que
este tipo de anestesia provocaba movimientos musculares voluntarios e involuntarios
en el ratén que generaban un ruido de fondo apreciable en el registro. Por este
motivo, en la mayoria de los registros no se pudo observar la onda P ya que la
amplitud de esta onda fue similar al ruido de fondo del registro. Por lo tanto, no pudo
analizarse la amplitud y duracién de la onda P, ni la duracién del segmento P-R,
ambos parametros de importancia para el analisis de un ECG. Ademas se observé

la existencia de variaciones entre los ECG de diferentes ratones normales.

A fin de mejorar la calidad del registro se realizaron nuevos experimentos en
los cuales se utilizé pentobarbital como anestésico en lugar de éter etilico (Fig. 59
A). Ademas, se utilizé un electrocardiégrafo Fukuda Denshi FX-2111, que permitié
realizar registros con corriente altema, reduciendo el ruido de fondo del registro. La
eleccion del pentobarbital se debidé a que su uso no produce alteraciones en el ECG
(Pilgrim, 1955). A diferencia del éter, esta droga se administra por via intraperitoneal
y la dosis depende de la masa corporal. Esta forma de administracién permitié
alcanzar niveles de anestesia homogéneos en los diferentes ratones. A pesar que el
uso de pentobarbital como anestésico para ratones se encuentra muy difundido, no
teniamos conocimiento de ningun estudio acerca de las variaciones de frecuencia
cardiaca durante el periodo de anestesia. Por lo tanto, antes de sistematizar la
realizacion del ECG se estudi6 la respuesta cardiaca a través de ECG desde el
momento de la administracion del pentobarbital hasta la recuperacion de la
anestesia. Con excepcién de modificaciones en la frecuencia cardiaca (inherentes al
fenémeno de anestesia) no se observaron alteraciones en el ECG de ratones
normales. En la figura 59B se observa la modificacion de la frecuencia cardiaca en
funcién del tiempo durante el periodo de anestesia. Se observé una disminucion
maxima del 40% en la frecuencia cardiaca a los 40 minutos de administrado el
anestésico, que coincide con el periodo mas profundo de anestesia. A diferencia de
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los ensayos realizados con éter, el ratdbn se duerme cinco minutos luego de
administrado el anestésico y permanece dormido durante mas de una hora. Para
estandarizar la toma del ECG se determind, que los mismos se efectuarian durante
los primeros 10 minutos del periodo de anestesia. La eleccion de esta ventana
temporal se debe a que en este periodo la frecuencia cardiaca es similar a la del
raton despierto y a que la pequena disminucion de la frecuencia cardiaca (menor al
5%) es practicamente constante en todos los ratones. Con el fin de solucionar el
problema generado por la variacién del ECG observada entre los distintos ratones,
se tomaron 3 ECG a lo largo del protocolo de inmunizacién. De esta forma los ECG
tomados hacia el final del experimento (ECG2 y ECG3) pudieron ser comparados
con el ECG inicial o normal (ECG1) del mismo ratén tomado antes de comenzar el
ensayo. El segundo y tercer ECG se realizaron después de 2 y 4 inmunizaciones

respectivamente.

A

Figura 61.Electrocardiograma
de ratones normales utilizan-
do pentobarbital como anesté-
sico. (A) Toma del ECG. (B)
Efecto del pentobarbital sobre
la frecuencia cardiaca. Rato-
nes Balb/c fueron anestesia-
dos (flecha) y posteriormente
monitoreados mediante la
toma de electrocardiogramas
durante el periodo de aneste-
sia. A la derecha se observan
los cambios en la frecuencia
cardiaca expresados como
porcentaje en relacion a la

1 r 110 frecuencia inicial. La barra

—_— azul indica la ventana tempo-
ral escogida para realizar los
ECG en los experimentos
posteriores.
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Al realizar el ECG de ratones inmunizados con MBP-TcP2B empleando
pentobarbital como anestésico no se observd, a diferencia de los registros tomados
utilizando éter, un aumento en la duracion del complejo QRS. Los restantes
parametros del ECG tampoco difirieron de los valores obtenidos en ratones normales

(Tabla 1). Los valores coincidieron con los valores informados previamente
(Goldbarg, 1968; Sadigursky, 1986).

Tablal. Valores de los parametros del ECG de ratones normales

Parametro Valor
Duracion del complejo QRS 0,02 seg
Amplitud del complejo QRS 0,04-0,08 mV
Duracion del intervalo PR 0,03-0,04 seg
Duracién de la onda P 0,02 seg
Amplitud de la onda P 0,05-0,1 mv

La unica variacion observada fue un aumento significativo del valor promedio
de la frecuencia cardiaca en el ECG3 (472 latidos por minuto) con respecto al ECG1
(410 latidos por minuto) en los ratones inmunizados con MBP-TcP2 (p < 0,01, Test
T de Student) (Fig. 60 A-B). La frecuencia cardiaca de los ratones inmunizados con
MBP presenté un aumento estadisticamente no significativo entre el ECG1 y el
ECG3. El aumento en la frecuencia cardiaca fue similar al observado en ratones
control a los cuales se les inyect6 5 ng del agonista B-adrenérgico isoproterenol (Fig
60 C-D).

Figura 60. Aumento de /a
frecuencia cardiaca en ratones
A inmunizados con MBP-TcP2p.
(A) ECG1. (B) ECG3. (Cy D)
Registros electrocardiograficos
tomados antes y después (dos
B ‘ minutos) de inyectar isoprotere-
nol por via intraperitoneal a un
ratébn normal. La barra ubicada

! | L k en el extremo inferior derecho
C \__..Jk;J\“’“ \ I\ |\\}u indica 1 segundo.
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El seguimiento de la funcién cardiaca a través de ECG en ratones
inmunizados con MBP-TcPO revel6 alteraciones electrocardiograficas en 7 de 12
ratones analizados. Se observaron tres alteraciones principales: alteraciones en la
generacion del impulso eléctrico (3 ratones), alteraciones en la repolarizacion (3
ratones) y alteraciones de la conduccion del impulso (1 ratén) (Tabla Il, Fig. 61 a 64).

Tabla ll. Descripcién de las alteraciones electrocardiogréficas observadas

Alteracion electrocardiografica Ratones afectados
Alteraciones en la generacién del impulso (arritmias) 3 (25 %)
Onda P anémala 1
Disociacién auriculo-ventricular 2
Capturas sinusales 1
Alteraciones en la repolarizacién 3 (25 %)
Onda T anémala 1
Infra/Supradesnivel intervalo S-T 2
Aumento del intervalo Q-T 2
Alteraciones de la conduccién 1(8 %)
Aumento del intervalo P-R 1
Infradesnivel Intervalo P-R 1

Total de ratones con alteraciones electrocardiograficas 7 (58 %)

Todos los ratones que presentaron alguna de Ilas alteraciones
electrocardiograficas descriptas presentaron elevados titulos de anticuerpos contra
TcPOy PO15. En la figura 61 se compara el ECG2 (A) y el ECG3 (B) de uno de los
ratones que presento arritmias hacia la novena semana del experimento (ECG3). En
la figura 61 B (derivada 1) se observa una variacién permanente en la duracion del
segmento P-R (barras rojas) como consecuencia de una disociacion del ritmo
auricular y ventricular. En este caso la frecuencia auricular es mayor a la frecuencia
ventricular, ya que el segmento P-R se acorta en forma paulatina hasta que la onda
P se superpone con el complejo QRS. En este momento el segmento P-R alcanza
su valor minimo. Luego, la onda P emerge a la derecha del complejo QRS
alcanzando el segmento P-R su valor maximo. Asimismo, se observan
acortamientos del segmento R-R (flechas azules) debido a capturas sinusales. Este
fenébmeno puede observarse claramente en las derivadas | y aVL, y mas aun en la

derivada |l donde se observan 3 capturas en un lapso de tan sélo 5 segundos.
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En la figura 62 puede observarse otro tipo de arritmia detectada en ratones
inmunizados con TcPO. Esta alteracion consiste en un cambio paulatino en la
morfologia de la onda P. Esta alteracion probablemente se debe a cambios en la

localizacion del foco del marcapasos cardiaco.

AT

Figura 62. Arritmias observadas en ratones inmunizados con MBP-TcPO. Las
flechas indican las diferentes morfologias de la onda P.

En la figura 63 B (derivada Il) se observa el ECG de un ratén que sufrid
alteraciones de la conduccién intraventricular. Se observa en forma simultanea un
aumento en la duracion del segmento P-R acompafiado de un infradesnivel del
mismo. Como corresponde a este tipo de alteracion, en la derivada opuesta (aVR)

se observa el supradesnivel del segmento P-R (Fig. 63 B).

A

i
B - m =
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Figura 63. Alteracion en la conduccion intraventricular observada en ratones
inmunizados con MBP-TcP0. (A) ECG2, (B) ECG3. Las barras rojas indican la
duracion del segmento P-R. Las flechas azules y verdes sefialan el infradesnivel y el
supradesnivel del segmento P-R respectivamente.
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Otro tipo de alteracion observada en los ratones inmunizados con MBP-TcPO
fue la presencia de alteraciones en la repolarizacion. Una de las manifestaciones de
estas alteraciones fue la existencia de una onda T positiva de gran amplitud a la
derecha del complejo QRS (Fig. 64 A). Esta alteracion fue notable ya que en los
ECG de ratones la onda T aparece siempre incluida dentro del QRS. Otra
manifestacion de estas alteraciones en la repolarizacion fueron las anomalias en el
segmento Q-T. En la figura 64 B-C se observa un aumento en la duracion del

segmento S-T acompanado de un infradesnivel (B) o un supradesnivel (C) del

/W
A Il

mismo.

Figura 64. Alteraciones en la repolarizacién observadas en ratones inmunizados
con MBP-TcPO. (A) Las flechas azules indican la presencia de ondas T de gran
amplitud. (B-C) La barra amarilla sefiala la duracién del segmento Q-T. Las flechas
rojas indican el infradesnivel (B) y las flechas verdes el supradesnivel (C) del

segmento Q-T.
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De acuerdo a la hipotesis de nuestro trabajo buscamos signos de patologia
cardiaca en los ratones inmunizados. El analisis histopatolégico demostré la
ausencia de fibrosis e infiltrados inflamatorios en los corazones de los ratones
inmunizados con MBP-TcP2B o con MBP-TcPO. Sin embargo se observd un
ensanchamiento del espacio perinuclear y la presencia de un gran numero de
estructuras redondeadas de diferente tamano en cardiocitos de ratones inmunizados
con MBP-TcPO (Fig. 65). Estas estructuras no tienen apariencia de lipofuxina y

corresponderian a mitocondrias. En ese caso su nimero y tamaro seria anormal.

Figura 65. Alteraciones en la estructura celular de cardiocitos en ratones
inmunizados con MBP-TcPO.
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Una de las caracteristicas mas llamativas de la miocardiopatia
chagasica cronica es la falta de correlacién entre el numero de parasitos
detectados en los tejidos lesionados y la severidad de los sintomas clinicos.
Esta observacion, junto con la existencia de un largo periodo de latencia
que precede al dano tisular, llevaron a postular la hipotesis de un
mecanismo autoinmune como una posible explicacion de la patogénesis de
la enfermedad (Kierszembaum, 1986, 1999). De acuerdo a esta hipétesis,
la infeccion por T. cruzi induciria la produccion de linfocitos y anticuerpos
autorreactivos con capacidad de generar las lesiones cardiacas observadas
en la Enfermedad de Chagas. Asi, no seria necesaria la presencia de
parasito vivo en las lesiones, ya que las proteinas parasitarias podrian ser

capaces de estimular al sistema inmune.

Trabajos realizados algunas décadas atras demostraron Ila
generacion de lesiones cardiacas por inmunizacion de animales con
parasito muerto o con distintas fracciones proteicas de T. cruzi.
Posteriormente, estos estudios se dirigieron a determinar cudles de estas fracciones
poseian la capacidad de inducir lesiones (Texeira, 1974; Ruiz, 1985). Texeira
demostré que varias de estas fracciones subcelulares eran capaces de inducir
pequenos focos de miocarditis al ser inoculados en conejos. Mas especificamente la
fraccién denominada F6 indujo regiones de miocarditis con infiltrados linfocitarios y
lisis de fibras cardiacas. Ruiz et al. (1985) inmunizaron ratones con una fraccion
similar a la F6, denominada Mc y demostraron la induccion de una severa miocarditis
con signos tipicos de una reaccion autoinmune érgano especifica. Las fracciones F6
y Mc consistian basicamente de acumulos de ribosomas y polirribosomas. Sin
embargo, a pesar de ser altamente homogéneas y de contener sélo el 3% de las
proteinas totales del parasito, las fracciones F6 y Mc poseian mas de 80 proteinas
distintas (Texeira, 1974). Esta caracteristica constituy6 el principal inconveniente de
estos modelos experimentales y de otros similares en los cuales los inmunégenos
utilizados consistieron de fracciones 0 mezclas proteicas cuya composicidon no se
halla perfectamente definida (Lopetegui, 1983 y 1983a; Ruiz, 1985). Por lo tanto,
estos modelos no permitieron determinar exactamente qué proteinas de 7. cruzi
estarian involucradas en la patogénesis de la Enfermedad de Chagas.
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Varios affios mas tarde, el rastreo de una biblioteca de ADNc de T.
cruzi empleando el suero del paciente JL (fallecido a causa de
Miocardiopatia Chagasica Crénica) permitié aislar, entre otros, los clones
recombinantes JL5 y JL52. Estos clones codifican para las proteinas
ribosomales P2B y PO de T. cruzi respectivamente (Levy Yeyati, 1992,
Schijman, 1992). Luego se determiné la existencia de una asociacion entre
la presencia de elevados niveles de anticuerpos contra el extremo C-terminal
de P2 (péptido R13) y las formas mas severas de cardiomiopatia chagasica
(Schejtman, 1990). Posteriormente, se comprobd la existencia de reaccion
cruzada entre las proteinas ribosomales P y el segundo rulo extracelular del receptor
B-adrenérgico, observandose ademas que los anticuerpos anti-proteinas P poseian
un efecto funcional sobre cardiocitos de rata neonata en cultivo (Kaplan, 1997).
Asimismo, se determind que los anticuerpos de pacientes chagasicos dirigidos
contra las proteinas P de 7. cruzi son capaces de inducir una respuesta autoinmune
funcional contra receptores cardiovasculares humanos a través de un mecanismo de
mimetismo molecular (Kaplan, 1997). Estos resultados aportaron evidencias que
permitieron postular la existencia de un rol de las proteinas ribosomales P en la

patogénesis de la enfermedad.

Dado el numero de evidencias que sefalan la importancia de las proteinas
ribosomales P en la Enfermedad de Chagas (Levin, 1993, Kaplan 1997), resulta
llamativo que estas proteinas no posean ninguna relevancia inmunolégica en otras
enfermedades  infecciosas tanto parasitarias (Leishmaniasis, Malaria,
Schistosomiasis, etc) como no parasitarias. Sin menoscabar la importancia de los
diferentes ciclos de vida y formas de infeccion de cada patogeno, muy
probablemente la gran relevancia de la respuesta inmune contra las proteinas
ribosomales P en la Enfermedad de Chagas se deba a las secuencias de
aminodcidos particulares que presentan estas proteinas en T. cruzi y a la forma en
que se presentan. Los estudios genéticos e inmunolégicos llevados a cabo en los
ultimos diez afios han demostrado que la familia de proteinas P de T. cruzi posee
propiedades unicas. En primer lugar, 7. cruzi es la unica especie en la cual se
han observado mas de diez proteinas P diferentes de las cuales hasta el
momento se han caracterizado cuatro tipos (P1, P2a, P23 y P0O). La

proteina PO de T. cruzi es la unica dentro de los eucariotas que posee un
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extremo C-terminal diferente de la secuencia consenso C-terminal presente
en todas las proteinas ribosomales P. Otra caracteristica muy importante es
la falta de la serina ubicada a 11 aminoacidos del extremo C-terminal de las
proteinas ribosomales P1 y P2 de T. cruzi Este aminoacido ha sido
reemplazado en el parasito por un residuo glutamico, generando una
secuencia mas hidrofilica (EEEDDD), que es fundamental para la
antigenicidad del epitope R13 en la enfermedad de Chagas (Levin, 1993).
Coincidentemente, este epitope presenta un 90% de homologia con el
péptido H11, un autoepitope clasico de Lupus Eritematoso Sistémico. Esta
secuencia hidrofilica es la que presenta ademas homologia con una regién
de gran carga negativa en el segundo rulo extracelular de los receptores

cardiacos (Ferrari, 1995).

Estos antecedentes nos impulsaron a investigar el rol de los anticuerpos
anti-proteinas P en la patogénesis de la miocardiopatia chagasica en un modelo
experimental en ratones. El modelo desarrollado en este trabajo se caracterizé por
la ausencia de T. cruzi ya que los anticuerpos anti-P fueron inducidos por
inmunizacién con proteinas P recombinantes. A diferencia de los modelos
experimentales utilizados por Texeira (1974) y Ruiz (1985), en los cuales los
inmunogenos fueron fracciones 0 mezclas proteicas de composicion desconocida, el
desarrollo de las técnicas de clonado molecular permitié la inmunizacién de ratones
con una unica proteina de 7. cruzi purificada y completamente caracterizada. En
caso que los anticuerpos anti-proteinas P fueran capaces de producir algun tipo de
alteracion en el funcionamiento cardiaco, deberia ser posible observarla en ratones

forzados a producir anticuerpos anti-P en forma abundante y continua.

Consecuentemente, la etapa inicial de este trabajo involucré el
subclonado de las proteinas ribosomales P23 y PO de T. cruzi (TcP2pB y TcPO).
Para ello fue necesario subclonar las proteinas en vectores de expresion (Fig. 4 y
10), ya que el sistema de expresion de Agt11 disponible al inicio de este trabajo sdélo
permitia obtener fracciones enriquecidas (y no purificadas) de la proteina
recombinante (Fig 1). Ademas, estas fracciones enriquecidas en las proteinas Bgal
recombinantes contenian concentraciones de urea 8 M, lo cual impedia su
inoculacién en ratones. Para expresar las proteinas P se escogieron los vectores
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pGex y pMal. En estas condiciones las bacterias recombinantes producen las
proteinas citadas acopladas a MBP y a GST, respectivamente. Estos sistemas de
expresion permitieron la obtencién de las proteinas recombinantes con alto grado de
pureza (Fig. 7 y 8). Las ventajas de este sistema de expresion resultan evidentes al
comparar el grado de pureza de la proteina MBP-S23 (Fig. 8) con respecto al
obtenido al purificar la proteina pgal-JL5 (Fig. 1B). La pureza de las proteinas MBP
y GST recombinantes permitié utilizarlas para inmunizar ratones y como reactivos en

ensayos inmunoldgicos.

Antes de proceder a un estudio sistematico de |la respuesta inducida
por la inmunizacion se realizaron varios ensayos que permitieron fijar
distintos parametros del modelo animal de inmunizacién (Fig. 16-19). Asi,
se determind el protocolo de inmunizacién adecuado y la forma de estudiar

in vitro la respuesta inmune generada en los ratones inmunizados.

Al estudiar los sueros de los ratones inmunizados con la proteina
MBP-TcP2B se determindé la induccién de una fuerte respuesta inmune
humoral ya que a las 10 semanas del comienzo de las inmunizaciones todos
los ratones presentaron altos titulos de anticuerpos contra GST-TcP2 (Fig.
20y 23).

Luego se estudid la localizacion de los epitopes reconocidos por los
anticuerpos anti-P inducidos por la inmunizacion con MBP-TcP23 mediante el analisis
de la reactividad contra 10 péptidos derivados de la secuencia de TcP2B. La
secuencia de estos péptidos se superpone parcialmente de forma tal de cubrir en su
conjunto la totalidad de la proteina TcP2B. Estos ensayos permitieron determinar que
el péptido 10, correspondiente al extremo C-terminal de la proteina es el unico
reconocido por los anticuerpos (Fig. 22). Este perfil de respuesta fue similar al
observado en ratones infectados con 7. cruzi y en pacientes chagasicos (Fig. 46). Este
resultado presenta mayor relevancia aun, ya que recientemente se determiné que la
inmunizacion intramuscular de ratones con ADNp conteniendo la secuencia de TcP2f3
no induce anticuerpos contra el péptido 10 y si contra los péptidos 1, 4, 7 y 8
(resultados no mostrados). Estos resultados indicarian que la inmunizacién con
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la proteina recombinante reproduce con mayor exactitud la respuesta contra

las proteinas P que ocurre durante la infeccion.

Al estudiar la reactividad de los sueros contra el extremo C-terminal se
determind que los anticuerpos estaban dirigidos contra el péptido R13 (Fig.
25). Sin embargo, a pesar de que la totalidad de los ratones desarrollaron
anticuerpos contra TcP2B solo un porcentaje inferior al 50% presenté
anticuerpos contra R13. Esta diferencia coincidié con el hecho de que los
titulos de la respuesta anti-R13 fueron notablemente inferiores a los de la
respuesta anti-TcP2p (Fig. 23). Esta diferencia de reactividad entre R13 y
TcP2B sumado a los resultados del mapeo epitépico de TcP2p indicarian la
presencia de anticuerpos en el suero de los ratones inmunizados contra

epitopes conformacionales ubicados a lo largo de TcP2pB.

Llamativamente, el porcentaje de respuesta contra R13 varié entre las
dos cepas de ratones analizadas. Mientras que el 59% de los ratones BALB/c
“inmunizados reaccioné ¢ontra R13, s6lo eri' el 27% de 1os ratones Swiss se
observo dicha reaccién. Estos resultados indicarian la existencia de ciertas
restricciones de tipo genético vinculadas al desarrollo de una respuesta
inmune contra el epitope R13. Estos resultados refuerzan la nocién que si
bien la inmunizacion con TcP2B produce una respuesta humoral rapida y
elevada contra TcP2p no ocurre lo mismo con la respuesta contra el epitope
C-terminal R13, quizas debido a su gran homologia con la secuencia de la

region C-terminal de la proteina ribosomal P autdloga.

La especificidad de la reaccién contra la regién C-terminal de las
proteinas ribosomales P de 7. cruzi inducida por la inmunizacién con proteinas
recombinantes resultd semejante a la observada en el suero de pacientes con
Enfermedad de Chagas crénica y en ratones infectados (Fig. 47). Este perfil de
reactividad se caracteriza por wuna alta reactividad contra R13
(EEEDDDMGFGLFD) y R11 y por la inexistencia de reactividad contraR10 y
R7. Esto refuerza la idea de que la region acida de R13 es el principal
blanco de la respuesta primaria contra las proteinas ribosomales P en la
enfermedad de Chagas. La respuesta contra el péptido derivado de la
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regién C-terminal de las proteinas ribosomales P mamiferas (H13:
EESDDDMGFGLFD), determinada tanto por ELISA directo como por ELISA
de inhibicidn, fue siempre inferior a la observada contra R13 (Fig. 25). Los
resultados de inhibicion demostraron que el componente anti H13 es
responsable sélo del 20% de la reactividad anti-R13 (Fig. 26). Los
experimentos realizados ponen de manifiesto la gran especificidad de la
respuesta contra el extremo C-terminal de la proteinas ribosomales P del
parasito, que difiere en sélo un aminoacido de la secuencia de las proteinas
ribosomales P mamiferas. Los estudios de reemplazo de alanina no sdlo
confirmaron los resultados del mapeo epitépico por ELISA sino que determinaron
que la secuencia reconocida por los anticuerpos anti-R13 es la secuencia EXDDXGF
(Fig. 48). El hecho que el suero de pacientes chagasicos reconozca la misma
secuencia EXDDXGF confirma la gran similitud entre el anticuerpo humano y el
inducido por inmunizacion en ratones. Estos resultados confirman las predicciones
realizadas sobre la vital importancia de la sustitucion de glutamico por serina en la

antigenicidad del péptido R13.

Otra caracteristica de la respuesta inducida por la inmunizacion con TcP2pB
es la reactividad cruzada entre R13 y P015 (Fig. 25 y 26). En este aspecto, no
resulta sencillo establecer un paralelismo con el suero de pacientes con Enfermedad
de Chagas. Esto se debe a que los anticuerpos anti-P015 presentes en el suero de
los pacientes chagasicos son inducidos por la proteina TcP0O. Sin embargo, se ha
observado que los anticuerpos anti-R13 inmunopurificados a partir de sueros
chagasicos poseen en algunos casos reactividad cruzada contra P015 (Levitus,
1991). Estos resultados indican la existencia de cierto grado de reactividad cruzada

entre TcP2B y TcPO a nivel de su extremo C-terminal.

En funcién de estudios previos realizados con sueros de pacientes
con Enfermedad de Chagas y dada la gran similitud entre éstos y los sueros
de los ratones inmunizados con TcP2B se estudié en éstos ultimos la
reactividad contra receptores cardiacos. Los resultados obtenidos mediante
ensayos de ELISA y ensayos de actividad funcional indicarian que los
sueros de los ratones inmunizados con TcP2B no poseen anticuerpos contra

los receptores adrenérgicos B1 y B2 y muscarinico M2. Sin embargo, se
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observo un aumento de la frecuencia cardiaca en los ratones inmunizados
con TcP2p (Fig. 60 A-B). Llamativamente, este fendmeno taquicardico pudo
ser reproducido al inyectar los ratones con el agonista adrenérgico
isoproterenol (Fig. 60 C-D). Este resultado sugeriria que los anticuerpos
inducidos por la inmunizacidon con TcP2p podrian poseer cierto grado de
reactividad con el receptor B-adrenérgico o contra otro receptor capaz de

generar este tipo de respuesta bioldgica.

Otro indicio que también sugiere la posibilidad de que esta reaccién
cruzada efectivamente exista es la homébloga distribucion de los
aminoacidos acidos en la secuencia AESDE del receptor B-adrenérgico o
EGDEV del receptor muscarinico M2 con la secuencia EXDDXGF (secuencia
de reconocimiento del péptido R13). Otro resultado que apoya la hipotesis
en favor de la reactividad cruzada entre los receptores cardiovasculares y
R13 proviene de los estudios llevados a cabo con sueros de pacientes con
enfermedad de Chagas en el modelo de corazén aislado de conejo. Estos
estudios demostraron que la preincubacion de los sueros chagasicos con
TcP2B o R13 inhibi6 completamente el bloqueo auriculo-ventricular

generado por activacion de receptores muscarinicos (Fig. §3).

Los resultados obtenidos en ensayos fisiolégicos, se contrapone con
los resultados obtenidos por ELISA. Al respecto, cabe destacar que los
resultados negativos de ELISA no deben ser tomados como concluyentes,
debido a la baja sensibilidad de la medicién de reactividad contra los
receptores por este método. A modo de ejemplo, se puede mencionar que
los sueros de los ratones inmunizados con TcPO con actividad funcional
reaccionaron con estos péptidos pero la densidad éptica obtenida fue baja
(Fig. 55). Esto marca la necesidad de ahondar en el estudio de la reaccion
anti-receptores. En ese sentido, la utilizacién del AM 17.2 obtenido en
colaboracion con la Dra. Joskowicz (Instituto Pasteur) podria ser de gran
utilidad.

Al estudiar la reactividad del AM 17.2 contra la proteina TcP2p se

determin® que representa exactamente la reactividad contra el extremo C-
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terminal de las proteinas P observada en los animales inmunizados con MBP-TcP2f3
(Fig. 39 y 40). Dada la similitud entre el perfil de reactividad del AM y los
anticuerpos anti-P de pacientes chagasicos, el clonado de las regiones
variables de este AM (Fig. 41) permitira profundizar otros aspectos de la
interaccion de este anticuerpo con su epitope. Al respecto la identificacion
de los aminoacidos de R13 involucrados en la unién al anticuerpo (Fig. 48) y
la obtencidén de la secuencia de aminoacidos de los CDR del AM (Fig. 43)
permitiran establecer un modelo para determinar las bases moleculares de

esta interaccion.

La inmunizacién con la proteina MBP-TcPO indujo elevados niveles
de anticuerpos contra GST-TcPO (Fig. 20 y 28). En este sentido, los
resultados de esta inmunizacién fueron similares a los obtenidos en la
inmunizaciéon con TcP2B. El mapeo epitopico de esta respuesta determiné
que los anticuerpos se dirigen contra el extremo C-terminal de TcPO,
especificamente contra el péptido P015 (Fig. 30 y 31). A diferencia del
modelo de inmunizacion con MBP-TcP2p3, en este caso no se observaron
diferencias en la respuesta contra la proteina entera (TcPO) y el epitope C-
terminal PO15. A pesar que los titulos contra TcPO fueron mas elevados
que contra P0O15 (Fig. 28), la prevalencia de la respuesta anti-P015 fue
elevada y similar en las dos cepas de ratones analizadas. Este resultado
demuestra la existencia de grandes diferencias en los mecanismos
genéticos involucrados en el control de las respuestas anti-P y sobre todo
en la forma en que son procesados, presentados y reconocidos ambos
péptidos. Mientras que entre la regién C-terminal de TcP2pB y las proteinas
P autdlogas existe gran homologia, la regién C-terminal de TcPO es
completamente diferente de las proteinas P mamiferas. Asi, luego de la
inmunizacién con TcPO el sistema inmune reconoce en el péptido PO15 una
secuencia totalmente ajena y reacciona contra él como contra cualquier

antigeno no propio.

El uso de péptidos sintéticos permitié un detallado analisis de la reactividad
contra la region C terminal de TcPO. En todos los casos la respuesta se dirigié
contra PO15 y en menor medida contra PO13. La falta de reactividad contra los
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(Fig. 54). En este estudio se demostré que el bloqueo AV generado en corazon de
conejo por anticuerpos presentes en el suero de pacientes chagasicos con

reactividad anti-muscarinica es inhibido por TcPO y PO15 (Fig. 54).

De acuerdo a la hipétesis del trabajo buscamos signos de patologia cardiaca
en los ratones inmunizados. El analisis histopatologico demostré la ausencia de
fibrosis e infiltrados inflamatorios en los corazones de los ratones inmunizados con
MBP-TcPO. Sin embargo, se observaron alteraciones a nivel de su estructura

celular, posiblemente a nivel de las mitocondrias.

El seguimiento de la actividad cardiaca de los ratones inmunizados con
MBP-TcPOQ, se realiz6 mediante tres electrocardiogramas a lo largo del esquema de
inmunizacion. Al comparar el ECG3 (tomado al final del protocolo de inmunizacion)
con el ECG inicial de cada ratdon y con los registros de ratones normales se observo
que 7 de 12 (58%) ratones analizados presentaron alteraciones
electrocardiograficas. Estas alteraciones eléctricas consistieron de trastornos en la
generacion del impulso nervioso (arritmias) y alteraciones en la conduccién
intraventricular y en la repolarizacién (Fig. 61-64 y Tabla Il). A pesar que no es
sencillo comparar los ECG de ratones inmunizados con los de pacientes chagasicos
con cardiopatia, las alteraciones detectadas son similares a algunas de las que
caracterizan a la Miocardiopatia Chagasica Crénica (Rosembaum, 1964). En los
ratones infectados cronicamente con T. cruzi las alteraciones electrocardiograficas
mas frecuentes son los bloqueos AV y otras alteraciones de la conduccién (Postan,
1987; Andrade, 1987). También se ha observado en ratones infectados la
generacion de arritmias y cambios en la repolarizacién (Postan, 1987; Andrade,
1987).

Es importante destacar que todos los ratones que presentaron alteraciones
electrocardiograficas presentaron elevados titulos de anticuerpos contra TcPO y
P015. Sin embargo, algunos ratones con alto titulo de anticuerpos contra dichos
antigenos no presentaron ningun tipo de alteracion del ECG. Esto fue semejante a
lo que ocurre en los modelos murinos de infeccion crénica por T. cruzi. En estos
modelos, a pesar que el establecimiento de la infeccibn fue acabadamente

demostrado y que los ratones presentaron elevados titulos de anticuerpos contra T.
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péptidos POb, PO7, PO8 y PO14i confirmé que la reactividad contra esta region de la
proteina esta dirigida fundamentalmente contra el conjunto de los 13-15 aminoacidos
C-terminales (péptidos P013 y PO15) (Fig. 30 y 31). La inmunizacion con la proteina
MBP-TcPO reprodujo el perfil de respuesta contra TcPO observado en sueros de
pacientes chagasicos y en ratones infectados con T. cruzi (Fig. 49). El hecho que el
anticuerpo reconoce simultaneamente aminoacidos ubicados tanto en las regiones N
y C terminal de P015 y no fragmentos de éste por separado (péptidos P07 y P08)
indicaria que PO15 es un epitope de tipo conformacional ya que su tamario excede

el tamano promedio de los epitopes B.

Oftro resultado interesante que surgié del analisis de los sueros de ratones
inmunizados con TcPO fue la reaccién positiva de estos sueros contra H13 (Fig. 30y
31). Dado que el péptido H13 posee homologia con R13 resultd llamativa la
ausencia de reaccion contra R13 en estos sueros. Una posible explicacién seria que
el sitio de reconocimiento de estos anticuerpos con reactividad cruzada con H13
involucre la serina ubicada a 16 aminoacidos del extremo C-terminal de P015. De
esta forma la reaccién cruzada podria deberse al reconocimiento de la region
ESDDD de H13. De todas formas la falta de reactividad contra R13 debe ser
confirmada con métodos mas sensibles.

Otro de los aspectos estudiados en los ratones inmunizados con MBP-TcPO
fue la respuesta celular contra TcPO. En este sentido, es notable que el péptido
P015 ademas de constituir el epitope B fundamental de la respuesta contra TcPO
también contiene un epitope T. En este caso si se observd mimetismo entre PO15 y

R13, ya que las células también proliferaron frente a R13.

Se determin6 ademas que los anticuerpos inducidos por la inmunizacién con
MBP-TcPO reaccionaron contra péptidos correspondientes al segundo rulo de los
receptores adrenérgicos B1 y B2 y muscarinico M2 (Fig. §5). Mas aun, algunos de
estos sueros produjeron efectos cronotropicos positivos sobre cultivos primarios de
cardiocitos de rata neonata demostrando asi su actividad funcional (Fig. 56). Estos
resultados coinciden con la actividad funcional que poseen los anticuerpos anti-
proteinas P provenientes de pacientes chagasicos (Ferrari, 1995) y con los
resultados obtenidos en el estudio realizado sobre corazones aislados de conejo

170



cruzi, solo un 60% de los ratones presentaron alteraciones electrocardiograficas
(Andrade, 1987). Algo similar ocurre en la Enfermedad de Chagas, donde un cierto
porcentaje de pacientes infectados nunca presenta sefales de compromiso
cardiaco. De todas maneras, al comparar las alteraciones generadas por la
inmunizacién con los modelos de infeccidn cronica en ratones y humanos no debe
olvidarse que el modelo descripto en este trabajo consiste en la inmunizacién con
una proteina pura de T. cruzi y que durante la infeccidon por T. cruzi las alteraciones

del ECG se presentan conjuntamente con inflamacién y fibrosis del tejido cardiaco.

En los electrocardiogramas realizados a tiempos mas cortos desde el inicio
del protocolo de inmunizacién (ECG2) no se observaron alteraciones, a pesar de la
presencia de elevados titulos de anticuerpos anti-TcPO. Este resultado podria
indicar que las alteraciones del ECG serian producidas por un efecto cronico de las
inmunoglobulinas sobre los cardiocitos. Al respecto, es importante destacar que los
protocolos de inmunizacion utilizados son de corta duracion (aproximadamente el
30% del tiempo de vida de los ratones) y que quizas esquemas de inmunizacion mas
largos como los realizados por Matsui et al. (1997) en conejos, podrian producir

resultados patolégicos mas marcados.

A raiz de las alteraciones observadas en los ECG de los ratones
inmunizados con TcPO, fue necesario indagar en los mecanismos por los cuales los
anticuerpos contra esta proteina producen las alteraciones descriptas y caracterizar
los blancos de esta reaccion autoinmune. Los ensayos de Western blot demostraron
que los sueros de los ratones inmunizados con MBP-TcPO reaccionan fuertemente
contra un grupo de proteinas cardiacas que poseen un peso molecular entre 52 y 68
Kda (Fig. 57). Llamativamente, estos pesos moleculares son similares a los del
receptor adrenérgico 31 (65 Kda) y el receptor muscarinico M2 (52 Kda). De ser asi,
estos resultados coincidirian con los ensayos de ELISA, los ensayos de actividad
funcional y los ensayos llevados a cabo en corazén aislado de conejo (Fig. 56 y 54)
que senalan la existencia de reactividad cruzada entre TcPO y receptores cardiacos.

La existencia de anticuerpos contra receptores cardiovasculares en sueros
de pacientes chagasicos se conoce desde hace varios anos (Borda, 1984 y 1996,
Goin, 1994 y 1997). Posteriormente, la presencia de estos anticuerpos se asocio a
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la respuesta contra las proteinas ribosomales P de T. cruzi (Ferrari, 1995; Elies,
1996) Los resultados presentados en este trabajo confirman dicha reactividad
cruzada e indican que los anticuerpos anti-P poseen la capacidad de producir
alteraciones eléctricas en células cardiacas. En ese sentido, este es el primer
modelo animal en el cual mediante inmunizacion con proteinas
pertenecientes a un agente infeccioso se reproducen aspectos

fisiopatolégicos de la infeccién crénica.

Llamativamente las alteraciones electrocardiograficas detectadas en los
ratones inmunizados con TcP2B y TcPO son diferentes. Esto indica que los
mecanismos involucrados en las modificaciones de la fisiologia cardiaca causados
por ambas proteinas son distintos y aparentemente exclusivos de cada
inmunizacion. En 1985 Ruiz et al. propusieron que los mecanismos involucrados en
la generacién de la miocarditis y las alteraciones electrocardiograficas son
diferentes, ya que estas patologias pueden ser producidas por distintas fracciones
subcelulares cuando se inoculan en ratones. Esta hipétesis puede ampliarse, para
proponer que en la infeccién natural y experimental las alteraciones observadas en
la electrofisiologia cardiovascular son consecuencia del accionar de varias
poblaciones de anticuerpos que reconocen distintas estructuras de superficie, con
distintos efectos sobre el corazén. De esa forma, las complejas alteraciones
detectables en el ECG de los pacientes podrian considerarse la sumatoria de los
efectos producidos por cada una de estas poblaciones de anticuerpos reaccionando

en forma cruzada con la superficie de las células cardiacas.

Los resultados obtenidos indican que, al menos en el modelo estudiado, la
importancia de los anticuerpos anti-TcPO en la generacion de alteraciones
electrocardiograficas es mayor que la de los anticuerpos anti-TcP2B3. Por este
motivo, actualmente se esta trabajando en la obtencién de un anticuerpo monoclonal
contra PO15 en colaboracién con el laboratorio del Dr. Baldi (IBYME). La obtencion
de alteraciones en el ECG generadas a través de la transferencia pasiva del AM
contra PO15 permitird demostrar en forma inequivoca el rol de los anticuerpos anti-

proteinas P en la miocardiopatia chagasica.
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Mas aun, la obtencién y caracterizacion de anticuerpos monoclonales asi
como la cristalizacion del complejo AM-péptido permitiran comprender las bases
moleculares de la interaccion entre los anticuerpos y sus epitopes. El conocimiento
de esta interaccidn permitira disenar péptidos de alta afinidad destinados a
neutralizar el efecto perjudicial de los anticuerpos autorreactivos, evitando o
retrasando la produccion de alteraciones cardiacas. El uso de péptidos
neutralizantes podria constituir en el futuro una nueva terapia para los pacientes con
miocarditis chagasica crénica.



5. Conclusiones



1. Las proteinas ribosomales P2 y PO de T. cruzi (TcP2p y TcPO0) asi como las
proteinas ribosomales P1 y PO de ratén (MmP1 y MmPO) fueron clonadas en vectores de
expresion y purificadas para su utilizacion en la inmunizacion de ratones y en diferentes

tipos de ensayos inmunologicos.

2. Los anticuerpos inducidos por la inmunizacién con la proteina recombinante
TcP2p estuvieron principalmente dirigidos contra su extremo C-terminal, especificamente

contra los ultimos 13 aminoacidos (péptido R13).

3. Los anticuerpos inducidos por la inmunizacién con la proteina recombinante
TcP2p presentaron reactividad cruzada contra los péptidos PO15 y H13 correspondientes

al extremo C-terminal de las proteinas PO de T. cruzi y de raton respectivamente.

4 Los anticuerpos inducidos por la inmunizacién con la proteina recombinante TcPO
estuvieron principalmente dirigidos contra su extremo C-terminal, especificamente contra

los ultimos 15 aminoacidos (péptido P015).

5. Los anticuerpos inducidos por la inmunizacién con la proteina recombinante TcPO
presentaron reactividad cruzada contra el péptido H13 correspondiente al extremo C-

terminal de la proteina PO de ratén.

6. El desarrollo de una respuesta autoinmune por inmunizaciéon de ratones con la
proteina MmPO (proteina ribosomal P autéloga) estuvo determinado por la constitucion
genética de la cepa de ratén utilizada. La inmunizacién de ratones de la cepa Swiss
indujo anticuerpos contra la proteina P autbloga con caracteristicas similares a los

observadas en Lupus Eritematoso Sistémico.

7. El AM 17.2 obtenido en colaboracién con el Instiuto Pasteur reproduce el perfil
de reactividad contra el extremo C-terminal de TcP2B observado en los sueros de

ratones inmunizados con la proteina recombinante.

8. Las regiones variables del AM 17.2 fueron clonadas en vectores procariotas bajo
la forma de scFv. Esto permitié conocer las secuencias de los CDR del AM. El scFv
derivado del AM 17.2 fue expresado en bacterias y se demostré su capacidad de

reaccionar contra el péptido R13.
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9. Los anticuerpos inducidos por la inmunizacion con proteinas recombinantes
presentaron un perfil de reactividad contra el extremo C-terminal de las proteinas
ribosomales P de T. cruzi semejante al observado en el suero de pacientes con

Enfermedad de Chagas crénica y en el suero de ratones cronicamente infectados.

10. Se determind que la secuencia EXDDXGF del péptido R13 es esencial para su
reconocimiento por los anticuerpos presentes en el suero de pacientes con Enfermedad

de Chagas o ratones inmunizados con la proteina TcP2p.

11. Se determind que los anticuerpos dirigidos contra las proteinas ribosomales P28
y PO de T. cruzi estan involucrados en el bloqueo auriculo-ventricular generado por el

suero de pacientes chagasicos en el modelo de corazén aislado de conejo.

12. La inmunizacién con las proteinas recombinantes TcP2B y TcPO indujo la

sintesis de anticuerpos dirigidos contra antigenos cardiacos.

13. La inmunizacién con la proteina recombinante TcPO indujo la producciéon de
anticuerpos capaces de interaccionar con receptores adrenérgicos 1 y de producir

cambios en la fisiologia de células cardiacas.

14. La inmunizacién con la proteina recombinante TcPO genero alteraciones de la
funcion cardiaca en el 58% de los ratones. Las mismas fueron evidenciadas por
presencia de arritmias y alteraciones en la repolarizacion y conduccion. Estas
alteraciones fueron observadas en ratones con elevados titulos de anticuerpos contra
TcPOy PO15.

15. La inmunizacién con la proteina recombinante TcP2p generd un incremento de la

frecuencia cardiaca no observandose otro tipo de alteraciones.

16. La inmunizacion con las proteinas recombinantes TcP2B o TcPO no indujo la
aparicion de infiltrados inflamatorios en corazén. Los ratones inmunizados con TcPO
presentaron alteraciones a nivel mitocondrial cuya relevancia histopatolégica esta siendo

determinada.
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