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AI principio de Ia investigación experimental sobre un tema determinado, la
imaginación debe dar alas al pensamiento. En el momento de concluir y de
interpretar los datos que los investigadores han reunido, la imaginación debe a1
contrario ser dominada y puesta a1servicio de los resultados de los experimentos.

Louis Pasteur (1822-1895)



Síntesis del Trabajo de Tesis

las drogas utilizadas para el tratamiento de la infección por T.

cruzi, agente etiológico de la enfermedad de Chagas, presentan

múltiples efectos colaterales y una eficacia variable en las etapas

indeterminada y crónica de la infección. Por otro lado, no existe

una vacuna para esta parasitosis que impida la transmisión y/o la
enfermedad.

Teniendo en cuenta la necesidad de la obtención de buenos

inmunógenos y nuevas drogas tripanocidas más efectivas y

seguras, el objetivo del Trabajo de Tesis fue definir nuevos

posibles blancos para el control de la transmisión de la infección

por T. cruzi a partir de la identificación de proteínas en este

parásito relacionadas con glutatión-S-transferasas (GSTs)de otros

organismos. la selección de las GSTspara dirigir esta búsqueda se

basó en la participación de esta enzima, cuyos genes aun no

fueron identificados en T. cruzi, en un metabolismo divergente

entre el parásito y su hospedero mamífero y en una respuesta

inmune protectiva contra la infección experimental por este

parásito.

En la primera parte del trabajo, que se denominó Parte A, se

planteó la identificación de secuencias de genes funcionales

resultantes del Proyecto Genoma de T. cruzi con homología con

GSTs y su posterior caracterización a fin de determinar si su

producto puede postularse como posible blanco de

quimioterapia. Como resultado de esta búsqueda se identificó un

nuevo gen de copia única, denominado TCGRX,cuyo producto

presentó el patrón aminoacídico completo de glutarredoxinas

(ers) y similitud con ers y GSl‘sde diversos organismos pero



no con enzimas de mamíferos. El modelado molecular de una

porción de la TCGRXsobre la er 3 de Escherichia coli sugiere que

esta proteína tendría la estructura típica de ambas familias.

En la segunda parte del trabajo, (Parte B), teniendo en cuenta la

existencia en T. cruzi de antígenos de reactividad cruzada con la

GST de 26 kDa de Schistosoma japom'cum (GSTsj) y que las GSTs

son enzimas muy conservadas en su estructura tridimensional se

planteó la identificación de estos antígenos utilizando como

herramienta un suero anti-GSTsjy su posterior caracterización y

evaluación en protocolos de inmunoprotección. Por cromatografía

de inmunoafinidad con el suero anti-GSTsj se purificó una

fracción a partir de epimatlgotes de T. cruzi, denominada PHGST,

que presentó actividad de GST.Por otro lado, el rastreo de una

biblioteca genómica de T. cruzi con este antisuero dio como

resultado la selección de 38 clones que codificaron para

antígenos de la familia Tc13 de la superfamilia de antígenos de

superficie de tripomastigotes. la identificación de un miembro de

esta familia en la cepa Tulahuén del parásito, denominado

PHGST#S, permitió su comparación con los ya conocidos en

cuanto a su estructura aminoacídica. Mediante la hibridación de

cromosomas separados y transferidos a membranas, se determinó

que los genes Tc13 se localizan principalmente en el cromosoma

IIIy su homólogo.

las funciones inmunomoduladoras descriptas para ciertas

proteínas de la superfamilia de antígenos de superficie y su

participación en el desarrollo de una respuesta inmune

protectiva, sustentó la evaluación del antígeno PHGST#S en

experimentos de inmunoprotección en ratones de la cepa BALB/c.

La inmunización plasmídica con PHGSTT#S no indujo una



respuesta humoral específica y la respuesta celular, evaluada por

efecto de hipersensibilidad retardada (DTH) frente a la

inoculación con el antígeno recombinante, fue muy leve; mientras

que, la inmunización con la proteína recombinante MBP-PHGST#5

indujo tanto una respuesta humoral como celular, evaluada por

DTH. la inmunización plasmídica de PHGST#5, así como la

inmunización con MPB-PHGST#Sprodujeron una disminución

significativa de la parasitemia luego del desafío con formas

infectantes del parásito. la inmunización plasmídica con

PHGST#5,además disminuyó el daño y el parasitismo tisular

luego del desafío.

Por lo tanto, la selección de las GSTspara dirigir la definición

de nuevos posibles blancos para el control de la transmisión de la

infección por T. cruzi permitió identificar el gen TCGRX,cuyo

producto por no poseer contraparte en el mamífero, luego de la

caracterización bioquímica podría postularse como posible blanco

para el diseño de drogas tripanocidas e identificar el antígeno

PHGST#S, un nuevo miembro de la familia Tc13 con posibles

epitopes compartidos con la GSTsj, y definir su efecto

inmunoprotector tanto de la infección y como de la patología

chagásica.



TITLE:Identification and characterization of Trypanosoma
cruzi proteins related to Glutathion-S-Transferase of other
organisms. Potential targets for the control of infection
transmission.

Abstract

Trypanosoma cruzi is the ethiological agent of Chagas’disease. Drugs
that have been utilized so far in the treatment of T. cruzi infection
have shown colateral effects. No vaccine does exist against this
parasitosis.

The objective of this thesis has been to define new possible targets
for the control of the transmission of T. cruzi infection by means of
the identification of parasite proteins related to Glutathion-S­
Trasferases (GST)of other organisms.

The selection of the GSTsto direct this screening was based on the
participation of this enzyme in a divergent metabolism between the
parasite and the mammal host and in a protective immune response
against the experimental infection with the parasite. These genes have
not been identified in T.cruzi yet.

The identification of functional T. cruzi gene sequences which
showed GSThomology resulted from the T. cruzi Genome Project and
allowed to identify a unique (single) gene copy TcGRX.The product of
this gene showed homology to glutaredoxin (ers) and GSTs from
different organisms, but no homology was found to enzymes from
mammals. This characteristics support biochemical studies of TcGRX
with the purpose of postulating a new possible target for the design of
trypanocidal drugs.

The utilization of an anti-GSTof Schistosoma japonicum serum as a
tool for the identification of cross reacting antigens in T. cruzi allowed
the purification of an epimastigote fraction, which showed GSTactivity.
The purification of this fraction was performed by immunoaffinity
chromatography. The a-GSTsj serum was used to screen a T. cruzi
genomic library and allowed the finding of a new member of the Tc13
family. This family belongs to the denominated PHGST#5superfamily
of trypomastigote surface antigens. This antigen showed an
immunoprotective effect against the infection as well as the chagasic
pathology, and was evaluated by means of both plasmid and
recombinant protein immunization.
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1) LA ENFERMEDAD DE CHAGAS O TRIPANOSOMIASIS AMERICANA

1.1 —Antecedentes hlstórlcos y generalidades

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una

enfermedad parasitaria endémica del continente americano y su área de
transmisión vectorial se extiende desde México hasta el centro de

Argentina y Chile.

La historia del descubrimiento de la enfermedad se remonta al año

1907, cuando el médico brasileño Carlos Chagas es comisionado por el

Dr. Oswaldo Cruz, para investigar un brote de paludismo en el estado de

Minas Gerais. Chagas descubrió en el intestino del triatomino hematófago

Panstrongilus megistus (denominados "barbeiros" por los lugareños) la

presencia de organismos flagelados hasta ese momento desconocidas.

Observó, además la presencia de estos insectos en viviendas humildes y

encontró también este parásito en la sangre de algunos pobladores,

denominándolo Trypanosoma cruzi en honor a su maestro Oswaldo Cruz

(Chagas, 1909). A partir de los descubrimientos realizados se

intensificaron considerablemente los estudios relacionados con este mal,

describiéndose las fases crónicas con compromiso cardíaco y nervioso y

reconociendo animales silvestres como verdaderos reservorios (Chagas,

1920; Chagas, 1921). El descubrimiento de esta tripanosomiasis presenta

la particularidad de que tanto el parásito como el vector fueron

descriptos antes que la propia enfermedad.

Gaspar Vianna es el primero que hizo una descripción pormenorizada

de las lesiones anatomopatológicas, así como Guerreiro y Machado

fueron quienes se interesaron en el diagnóstico de la enfermedad a través

de la utilización de la reacción de fijación del complemento (Guerreiro y

Machado, 1913).

En 1924 se describieron los primeros casos de enfermedad de Chagas

agudo en humanos en la República Argentina y fue a partir del año 1926
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que Salvador Mazza se dedicó al estudio de la enfermedad en nuestro

país. Realizó un registro de más de mil casos de esta afección,

describiendo la infestación del Triatoma infestans en ambientes

domiciliarios, la infección de los animales domésticos (Mazza, 1943), las

formas crónicas de la enfermedad (Mazza, 1936 a) y la transmisión por la

leche materna (Mazzay col., 1936 b). Trabajó también en la evolución de

los métodos diagnósticos, y realizó las primeras experiencias terapéuticas

(Mazza, 1941). En 1932 Romaña describió en el Chaco los primeros casos

de miocarditis chagásica crónica y en 1935 el síndrome de la picadura

palpebral como la puerta de entrada ocular, característica de la fase

aguda de la enfermedad (Romaña, 1935).

1.2 - Epldemiología y prevalencla

El área de prevalencia de la enfermedad de Chagas se superpone con

el área de distribución geográfica de los vectores triatominos,

extiendiéndose desde el paralelo 40° de latitud Norte en el sur de los

Estados Unidos de Norteamérica hasta el paralelo 45° de latitud Sur en la

República Argentina, provincia de Chubut y Chile (Burkholder y col.,

1980).

La Organización Panamericana de la Salud ha determinado que más

de SOmillones de personas están expuestas al riesgo de infectarse por T.

cruz! en los países del Cono Sur, estimándose que la población infectada

es de alrededor de 10 a 11 millones de habitantes (OPS,1999).

En Argentina se estima una población infectada de 2 millones de

habitantes (Esquivel y Segura, 1994), siendo del 7.2% la tasa de infección

en la población adulta en el año 1998 (OPS, 1999). la evaluación

serológica realizada durante el año 1998 en niños de 6 meses a 14 años

de edad demostró una prevalencia entre 1.77% a 2.3% dependiendo del

grupo etario analizado en nuestro país. En ese mismo año se detectó un

4.6% de infección por T. cruzi entre los donantes en bancos de sangre y
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una prevalencia global en mujeres embarazadas del 6.4%. Por otra parte,

la transmisión congénita fue del 0.9% a partir del seguimiento de 2001

niños (OPS, 1999).

1.3 - Vías de Infección

la principal vía de transmisión de la endemia chagásica es la

vectorial. El parásito es transmitido por insectos hematófagos de más de

ochenta especies de los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus de

la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Zeledón, 1972).

la transmisión por el vector se lleva a cabo en el ciclo doméstico en el

que participan el hombre, los mamíferos domésticos y los insectos

hematófagos adaptados al hábitat domiciliario y/o peridomiciliario pero

existe también un ciclo silvestre de transmisión en el que el hombre llega

a participar accidentalmente, en las frecuentes incursiones de

devastación de los bosques. La posibilidad de infección natural con el

parásito se encuentra en vinculación directa con las condiciones socio­

económicas de los pobladores, ya que la precariedad de sus viviendas

permite el alojamiento de los insectos entre la paja de los techos o en las

grietas de las paredes de adobe. la vía de entrada del parásito a un

mamífero no infectado se da cuando los insectos parasitados luego de

alimentarse con la sangre del mamífero depositan con sus deyecciones

las formas infectantes del parásito que penetran a través de las mucosas

o de las excoriaciones de la piel a su nuevo hospedero. Por otro lado, la

entrada del parásito a un insecto no parasitado se produce cuando el

vector succiona sangre de un mamífero infectado.

En nuestro país el insecto vector es Tn’atoma infestans (Mazza, 1943),

conocido popularmente como vinchuca. Sin embargo, también se ha

descripto una especie silvestre, Triatoma guasayana, como una

potencialmente peligrosa para el hombre (Carcavallo y Martínez, 1985)

que puede ser encontrada en domicilio y peridomicilio y de la cual se ha



Introducción - 4

aislado T. cruzi y reproducido con él el ciclo de infección en el ratón

(Lauricella y col., 1999).

Si bien la vía de transmisión vectorial es la principal, existen otras vías

de transmisión que pueden considerarse secundarias, estas son: la vía

transfusional, la vía transplacentaria, a través de transplantes de

órganos, y con muy baja frecuencia la vía digestiva y la vía sexual.

La vía transfusional es el mecanismo responsable del aumento de

casos de infección chagásica en zonas urbanas, siendo la causa de la

contaminación de los bancos de sangre por donantes que desconocen su

seropositividad (Wendel, 1998). En la mayoría de los países del Cono Sur

las normas nacionales indican el uso de al menos dos técnicas de

diagnóstico para realizar un tamizaje serológico de la sangre infectada

por T. cruzi en los bancos de sangre. En nuestro país, desde 1998 el

Ministerio de Salud realiza inspecciones al respecto en bancos de sangre

y servicios de hemoterapia públicos y privados. la prevalencia de

infección por T. cruzi para la Argentina detectada en los bancos de

sangre fue del 4.6% en el año 1998 (OPS,1999).

la infección congénita es muy poco frecuente y puede producirse con

baja o alta parasitemia tanto en forma intrauterina como en el momento

del parto (Bittencourt, 1988). En evaluaciones realizadas durante 1998

en nuestro país se determinó una tasa de transmisión vertical del 0.9%

(OPS, 1999). El mecanismo por el cual algunos niños de madres

chagásicas contraen la infección y otros no, es aún desconocido.

la transmisión del parásito por vía del trasplante de órganos favorece

la infección dada la inmunosupresión terapéutica a la que es sometido el

receptor (Jost y col., 1977). En nuestro país se observó que la

reactivación de la infección en receptores chagásicos renales fue del 21%

y la transmisión de la infección a través del donante en receptores no

chagásicos fue del 18.7%, (Riarte y col., 1999). Por otro lado, el

seguimiento de pacientes chagásicos crónicos sometidos a trasplante de

médula ósea por un período de siete años, mostró un índice de
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reactivación de la infección del 2% con un 20% de parasitemias positivas

(Dictar y col., 1998).

la posibilidad de que la infección chagásica se produzca por vía

bucogastroentérica está documentada ampliamente por observaciones de

múltiples autores. Los mecanismos de entrada observados son la

ingestión de animales naturalmente infectados o de alimentos

contaminados con secreciones de los mismos (Wood, 1942; Shikanai­

Yasuda y col., 1991). Existe también la posibilidad de transmisión del T.

cruzi de madre a hijo a través de la ingestión de la leche materna, pero

su frecuencia es tan escasa que debe ser considerada como un riesgo

excepcional. Sin embargo, sería prudente que la madre chagásica aguda

no amamante a su hijo (Storino y Jorg, 1994).

la posibilidad de transmisión del T. cruzi por vía sexual puede

considerarse posible, ya que se encontró al parásito en sangre menstrual

(Jorg y Oliva, 1980). Por otro lado, se han documentado casos de Chagas

agudo en hombres donde no fue posible demostrar la posibilidad de una

contaminación “clásica” abriendo la probabilidad de una entrada del

parásito por vía sexual, siendo el mayor argumento para tal hipótesis la

detección del T. cruzi en extendidos vaginales de las esposas (Carpintero,

1982).

Con menor frecuencia la transmisión puede ocurrir también

accidentalmente, ya sea manipulando material de laboratorio, animales

parasitados, cultivos de tejido infectados, insectos transmisores

accidentales (chinches, piojos) etc.

1.4- Fases de evolución clínica

La infección con el T. cruz! es frecuentemente inaparente y cuando

los individuos infectados muestran sintomatología, no está asociada a un

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

indeterminada y una fase crónica sintomática.

la fase aguda puede presentarse en los períodos iniciales de la
infección en la cual sólo del S al 10% de los individuos infectados

presentan síntomas inespecíficos como fiebre, dolores articulares,

quebrantamiento general, adenopatías, esplenomegalia y dermatopatías,

o más específicos como el complejo oftalmoganglionar o “signo de

Romaña” (Romaña, 1935).

Cuando el parásito, que penetra a través de la piel, origina una

lesión manifiesta se está en presencia de las formas clínicas de la

infección con puerta de entrada aparente (primoinfección cutánea),

entre las que se destaca el complejo oftalmo-ganglionar, con una

incidencia de presentación de hasta un 5096para las áreas endémicas de

Brasil y Argentina (Rassi y col., 1958). Con menos frecuencia se observa

el chagoma de inoculación, el que se presenta como una mácula de

aspecto erisipeloide o un forúnculo en las partes expuestas del cuerpo.

Lasformas clínicas en la cuales no se puede establecer una relación entre

la puerta de entrada y los signos clínicos, se denominan, sin puerta de

entrada aparente.

Luego de un período corto de incubación post-infección, los

pacientes pueden manifestar signos o síntomas tales como: fiebre,

adenopau’as, astenia, anorexia, dolores musculares, cefaleas, edemas,

hepato-esplenomegalia, entre otros, y a menudo diarreas y vómitos en

lactantes. En los niños también son importantes los compromisos

cardíacos y la meningoencefalitis (Lugones y col., 1979). El daño

miocárdico es el hallazgo más importante de esta etapa de la infección,

pero solamente en un 5% del total de infectados se detectan casos de

miocarditis aguda no severa y reversible (laranja y col., 1956).

La fase indeterminada de la enfermedad se caracteriza por ser

asintomática u oligosintomática. Fue definida como el período

comprendido entre la remisión de los síntomas y signos de la etapa
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aguda de la infección con T. cruzi y la aparición de las manifestaciones

clínicas de la forma crónica de la enfermedad (Iaranja y col., 1956).

Dicha etapa puede comenzar semanas o meses después de la etapa aguda

(Dias, 1989).

En las áreas endémicas el grupo de pacientes en fase

indeterminada es el más numeroso. En estudios longitudinales se

determinó que el 80% de los pacientes cursan esta etapa evolucionando

favorablemente sin evidencias de daño cardiaco y/o digestivo (Dias,

1989; Storino y col., 1992). Se estima que solamente de un 2 a un 5% de

los pacientes evolucionan a la fase crónica con síntomas y signos de

cardiopatía (Dias, 1989). Elbuen pronóstico que caracteriza a esta etapa

está avalado por la baja mortalidad que presenta, siendo similar a la

observada en la población general (Coura y Pereira, 1984), no

conociéndose aún los mecanismos patogénicos que determinan la

evolución hacia la etapa crónica
Durante la fase crónica se evidencian las alteraciones

características de la enfermedad de Chagas que comprometen el corazón

y el tubo digestivo. Se ha propuesto que la mayor prevalencia de

patología en la enfermedad crónica se presenta en aquellos pacientes que

habían evidenciado manifestaciones clínicas en la fase aguda de su

enfermedad (Pinto Díaz, 1982).

las formas clínicas que se observan en el continente americano

muestran una variabilidad en sentido geográfico; un ejemplo lo

constituye el predominio de la patología cardíaca en el sur del Brasil,

Uruguay, Argentina y Chile y el predominio de la patología visceral en

Boliviay en el centro y norte del Brasil.

El porcentaje de los infectados que desarrollan lesiones cardíacas (20

a 30%), varía en función de la edad, del tiempo de exposición en área

endémica, del número de reinfestaciones, del nivel socioeconómico y del

estado de nutrición (Storino y Milei, 1986). La miocarditis chagásica

crónica presenta algunas diferencias en su forma de presentación. En
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algunas regiones endémicas, la mayoría de los pacientes infectados

desarrollan una miocarditis crónica, mientras que en otras, las

manifestaciones cardíacas son más tardías, en menor porcentaje y de

evolución más lenta. En los casos en los cuales la sintomatología es leve,

la enfermedad se manifiesta con palpitaciones aisladas y se acompaña de

una incidencia del 2.4 al 4.496 de alteraciones electrocardiográficas

(Macedo, 1980). En los casos de insuficiencia cardíaca avanzada, en

orden de frecuencia se observan palpitaciones, disnea, mareos,

precordialgia, síncope, tromboembolismos, taquiarritmias auriculares o

ventriculares bradiarritmias por disfunción sinusal o trastornos de la

conducción auriculo-ventricular (Giniger y col., 1992; Elizari y Chiale,

1993).

Se ha observado que la muerte de un paciente con enfermedad de

Chagas puede ocurrir por insuficiencia cardíaca o tromboembolismo

pulmonar (Castagnino y col., 1978; Granzotti y col., 1985).

Los pacientes chagásicos en fase crónica pueden presentar

anomalías del tubo digestivo como la dilatación del esófago y del colon

(megaesófago y megacolon). En ciertas regiones endémicas ubicadas por

encima de la línea del ecuador, se describieron un mayor número de

casos, en países como Panamá y Venezuela (Blandon y col., 1969). Por

debajo de la línea del ecuador, el país en donde se halla la patología con

mayor frecuencia es en la región central del Brasil. la esofagopatía

chagásica se presenta con mayor frecuencia entre los 20 y 40 años de

edad y predomina en el sexo masculino. las lesiones en el tubo digestivo

serían originadas por una destrucción neuronal del sistema nervioso

autónomo (Rezende, 1988).
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1.5- Diagnóstico

Eldiagnóstico infectológico de la enfermedad de Chagas se basa en un

trípode constituido por la clínica, la epidemiología y el laboratorio.

Durante la fase aguda de la enfermedad la presencia de parásitos

circulantes permite hacer el diagnóstico mediante la identificación del

mismo, utilizando métodos directos como la gota fresca, el Método de

Strout y el microhematocrito o indirectos como el hemocultivo o el

xenodiagnóstico (Ledesma Patiño y col., 1992). Los más sensibles son el

strout (99.2%) y el xenodiagnóstico (100%) (Marteleur y Barbieri, 1984).

En la etapa crónica de la infección, el número de parásitos circulantes

es muy bajo y los métodos utilizados en la fase aguda tienen baja

sensibilidad, por lo que se recurre al diagnóstico serológico. Estas

técnicas se basan en la detección de anticuerpos específicos contra el T.

cruzi, y las más utilizadas son fijación de complemento, hemaglutinación

indirecta, inmunofluorescencia indirecta y enzimoinmunoensayo (Freilij

y col., 1994). El análisis serológico es de fundamental importancia en el

control de la enfermedad y en los bancos de sangre.

Con el desarrollo de las técnicas moleculares como la reacción en

cadena de la polimerasa, PCR, fue posible demostrar la presencia del

parásito en la etapa crónica de la infección. Actualmente se está

evaluando la utilidad del método en el seguimiento de los pacientes

chagásicos a fin de estimar con precisión la carga parasitológica antes y

después de la quimioterapia específica (Britto y col., 1999).

1.6 - Respuesta Inmune a la Infección por T.cruzl

la infección por T. cruzi modifica en forma generalizada el sistema

inmune, activando primeramente los mecanismos inespecíficos de

defensa y luego, sobre la base de éstos se desarrolla la posterior

respuesta específica, tanto humoral como celular. Se ponen así en marcha
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prácticamente todos los mecanismos inmunes efectores conocidos, y

todos ellos participan en la resistencia a la infección (Tarleton, 1993). la

respuesta inmune controla la invasión parasitaria, pero a pesar de ello,

no es esterilizante, ya que no elimina totalmente al parásito,

estableciéndose un equilibrio huésped-parásito que conduce a la

cronicidad (Tarleton, 1993).

Yahace 15 años se estableció la importancia de los mecanismos

inmunes disparados en los primeros días de la infección en el control de

la replicación temprana del parásito (Trishman, 1986), y mas

recientemente se demostró que la carga parasitaria en la fase aguda se

relaciona con la parasitemia y con el desarrollo de la patología en la

etapa crónica de la infección (Marinho, 1998).

la respuesta inmune temprana está mediada principalmente por

células fagocíticas. Estas participan en la presentación antigénica y son

hospedadoras del parásito, ya que T. cruzi puede invadir macrófagos no

activados, escapar de la vacuola fagocítica y quedar libre en el citoplasma

donde es capaz de multiplicarse (Nogueira y col, 1977). Sin embargo, una

vez que las células fagocíticas se activan por citoquinas,

fundamentalmente interferón-1 (IPN-1)y factor de necrosis tumoral-c:

(TNF-a),adquieren capacidad tripanocida destruyendo los parásitos de

su interior (Nogueira y Cohn, 1977). Los mecanismos involucrados en la

destrucción del parásito in vitro incluyen la liberación de especies

reactivas del oxígeno (ERO)(Tanaka y col., 1983) y del nitrógeno (ERO)

(Muñóz-Fernández y col., 1992; Gazzinelli y col., 1992), mientras que in

vivoel control depende principalmente de la activación de la sintetasa de

óxido nítrico inducible por IPN-1,(iNOS)de macrófagos y del consecuente

incremento de óxido nítrico (NO) (Petray y col., 1994; Vespa y col.,

1994). la importancia de estos mecanismos a quedado demostrada con

modelos experimentales deficiencientes en la iNOSo en el receptor de

INF-1.,en los que la sobrevida del huésped infectado se ve seriamente

afectada (Holscher y col., 1998).
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De acuerdo al perfil de citoquinas, la respuesta inmune puede ser de

tipo Th1 o Th2 (Mossman y col., 1986). la liberación de citoquinas fue

descripta en principio para linfocitos CD4+, por eso en forma

generalizada se utilizan los términos Th1 y Th2 para definir el tipo de

respuesta. Pero también se hace referencia a un perfil Tcl y TcZ cuando

las células productoras son linfocitos citotóxicos CD8".la respuesta Thl

se caracteriza por la producción de IPN-1,,interleuquina 2 (IL-2) y TNF-py

se asocia con mecanismos de resistencia a patógenos intracelulares a

través de la activación de células fagocíticas e inducción de anticuerpos

de tipo IgGZae IgG3,que al unirse a receptores para el fragmento Fc de

las IgGs (FqR) o a través del complemento facilitan la fagocitosis de los

patógenos (Abbas y col., 1996). las citoquinas de tipo Th2, lL-4, IL-S,IL­

6, IL-9, IL-10 e IL-13 regulan la respuesta humoral dirigiendo la síntesis

de anticuerpos de isou'pos IgGl e IgE importantes en la resistencia a

patógenos extracelulares a través de su neutralización o de la

degranulación de mastocitos y eosinófilos. La respuesta ThZ además es

importante para modular la respuesta Thl, ya que esta última genera
una intensa reacción inflamatoria debido a los mediadores liberados

(Abbas y col., 1996). El desarrollo de uno u otro tipo de respuesta

depende de diversos factores, como ser concentración y estado físico de

los antígenos, señales co-estimuladoras de las células presentadoras de

antígenos y citoquinas liberadas inicialmente (Abbas y col., 1996). Entre

éstas, es fundamental la liberación temprana de IL-12 e IL-18 para

desencadenar una respuesta Thl y de IL-4 para una respuesta Th2

(Abbas y col., 1996; Akira, 2000).

En la fase aguda de la infección experimental con T. cruzi el perfil de

citoquinas es predominantemente Thl, con alta producción de IPN-1re IL­

12 (Nabors y Tarleton, 1991; Antúnez y Cardoni, 2000) y anticuerpos de

istotipo IgGZa (Spinella y col., 1999). Asimismo, en el bazo de ratones

infectados se observa la aparición de ARNm de IL-12 e IL-18 (Meyer y

col., 1997), aunque esta última citoquina sólo se produce en ratones con
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mayor resistencia (Antúnez y Cardoni, 2000). la inducción de una

respuesta Thl in vivo, así como la administración de IL-12, protege a

ratones de cepas susceptibles del desafío con T. cruzi (Hoft y col., 2000),

mientras que el tratamiento con anti-IL-12 incrementa su susceptibilidad

(Hunter y col., 1996; Aliberti y col., 1996). Sin embargo, se ha

comprobado que más allá de su presencia, la cinética de aparición de las

citoquinas es la que verdaderamente se asocia con los mecanismos de

resistencia, ya que si bien el [FN-1.es una citoquina central en los

mecanismos de defensa contra el parásito, sólo parece ser esencial en los

primeros días de la infección (Plata y col.,_1987; McCabe y col., 1991).

Así, los ratones de cepas susceptibles presentan un retraso en la

aparición de las citoquinas de tipo Thl en comparación con cepas

resistentes (Zhang y Tarleton, 1996; Antúnez y Cardoni, 2000).

Sin embargo, a pesar de su rol fundamental en la resistencia a la

infección, la respuesta Thl genera una intensa respuesta inflamatoria, ya

que la activación de células fagocíticas implica la liberación de TNF, IL-l,

EROy ERN,entre otros, que en su conjunto pueden inducir o participar

en la generación del daño tisular (Cardoni, 1997). Por otro lado, el IPN-1.

incrementa además la expresión de moléculas MHC clase I y II y de

moléculas de adhesión intercelular (Laucella y col., 1996). Por ello

también parece ser importante la producción de citoquinas con efectos

regulatorios características de una respuesta de tipo Th2, como la IL-10

que previene la patología inducida por sobreestimulación de las células T

(Hunter y col., 1997). El factor transformante del crecimiento-¡3 (TGF-B)

(Silva y col., 1991), IL-4 (Hoft y col., 1993), IL-6 (Truyens y col., 1994) e

IL-13(Antúnez y Cardoni, 2001) se hallan también incrementados.

Elpapel que cumple la respuesta inmune celular en la resistencia a la

infección, ha quedado bien establecido, ya que cepas de ratones

genéticamente deficientes en linfocitos T CD4+y CD8"o timectomizados

presentan un aumento en la susceptibilidad a la infección, mientras que
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a nivel del miocardio el infiltrado inflamatorio es de menor magnitud

(Tarleton, 1990; Rottemberg y col., 1992).

la respuesta humoral está caracterizada por la presencia de

anticuerpos fijadores del complemento. En el transcurso de la infección

se produce una gran variedad de anticuerpos específicos debido a 1a

extensa variedad de antígenos parasitarios capaces de inducir una

respuesta inmune. Estosanticuerpos se conservan de por vida, por lo que

su detección en las personas infectadas no tratadas es criterio de

diagnóstico de la infección por el parásito. En el humano y en ratón la

primera inmunoglobulina específica detectada durante la infección es la

IgMy 10 a 40 días después de la infección aparecen las IgGs específicas

(Vattuone y col., 1973; Hofflin y col., 1987).

En modelos experimentales se observó que las cepas resitentes de

ratones presentan mayores niveles de IgG específica y más

tempranamente que las cepas susceptibles (Tarleton y Kuhn, 1983) y que

ratones genéticamente deficientes en linfocitos Bsucumben a la infección

(Kumar y Tarleton, 1998), estos datos demuestran que la producción de

anticuerpos es absolutamente necesaria para el control de infección.

El papel de las células T en el período crónico de la infección es poco

claro, pudiendo ejercer una acción colaboradora en la activación de

células B específicas contra el parásito (Burgess y Hanson, 1980)

productoras de anticuerpos IgGl e IgGZa(Marinho, 1998). En esta etapa

hay linfocitos T CD8”que destruyen células parasitadas que presentan

antígenos asociados a MHC-I(Nickell y col., 1993). la importancia de

mecanismos inmunes está documentada por la exacerbación de la

patología y el aumento de la carga de parásitos en el tejido miocárdico en

modelos de depleción continua de células CD8+y/o CD4*(Tarleton y col.,

1994). A pesar de los niveles elevados de IPN-gencontrado en el suero de

los ratones crónicos (Antúnez y Cardoni, 2000), éste no parece

relacionado con las bajas parasitemias en esta etapa (Silva y col., 1992).
El infiltrado inflamatorio de los corazones de ratones infectados con T.
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cruzi está principalmente compuesto por linfocitos T CD8“y se producen

citoquinas tanto de tipo Thl como Th2 (Tarleton y col., 1994).

Losmediadores inflamatorios liberados durante una infección actúan

regulando los niveles de moléculas de adhesion (CAMs)como s-VCAM,s­

PSelectina y CD44, las cuáles son muy importantes en las interacciones

intercelulares. la formación de lesiones inflamatorias en la infección por

T. cruzi involucra adhesión entre las membranas citoplasmáticas de las

células musculares cardíacas con los linfocitos y/o macrófagos (Andrade

y col., 1994). En pacientes crónicamente infectados se encontró un

incremento de s-VCAM-ly s-PSelectina, encontrándose una correlación

positiva entre esta última y la severidad de la enfermedad y una

disminución de los niveles de CD44 en pacientes chagásicos crónicos con

miocardiopatía severa (laucella y col., 1996). Aún queda por dilucidar,

cual es la función de estas moléculas en la patogénesis de la infección
crónica.

1.7 - Desarrollodela patología chagáslca

El mecanismo fisiopatológico de la enfermedad de Chagas no se ha

aclarado totalmente y hasta el momento se han propuesto diversas

hipótesis no mutuamente excluyentes para explicar el desarrollo de la

miocardi0patía chagásica crónica.

Existen dos hipótesis principales para explicar el origen de la

patología chagásica. Por un lado, el dogma que atribuye la etiología de

esta enfermedad a procesos autoinmunes y por otro, el planteo mucho

más reciente que su desarrollo está directamente relacionado con la

persistencia del parásito en los tejidos afectados (Tarleton y Zhang,

1999).

Existen evidencias que apoyan un origen autoinmune de la

patogénesis chagásica, como ser: la inducción de lesiones semejantes a las

producidas por esta enfermedad mediante la inmunización con
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fracciones subcelulares (Esteva y col., 1983; Ruiz y col., 1985), la

presencia de anticuerpos en el suero de pacientes chagásicos crónicos

con reactividad contra tejido de miocardio, vascular, intersticial y

nervioso (Cabeza Meckert y col., 1991; Gea y col., 1993; Kalil y Cunha­

Neto, 1996), la transferencia de la enfermedad a través de células

inmunes o suero en ausencia de parásitos (Hontebeyreie-Joskowiczy col.,

1987; Silva-Barbosa y col., 1997) y la presencia de antígenos de

reactividad cruzada entre el parásito y el mamífero (Van Voorhis y col.,

1993; Levin y col., 1989). Sin embargo, a pesar de estas evidencias falta

aun demostrar en forma fehaciente el rol de esta respuesta autoinmune

como mediadora del daño tisular (Tarleton y Zhang, 1999).

La persistencia del parásito como causal de la patología es la hipótesis

alternativa a la autoinmunitaria. Esta hipótesis postula que la

persistencia de T. cruzi en los órganos blanco de la enfermedad es

suficiente para el desarrollo de la misma no requiriendo de un

componente autoinmune, el cuál si existe, también sería gatillado por la

presencia del parásito (Tarleton y Zhang, 1999). El planteo surgió a

partir de la utilización de técnicas mucho más sensibles, como

inmunohistoquímica, reacción de la polimerasa en cadena (PCR)in situ o

standard, que permitieron la detección del parásito en tejidos con focos

inflamatorios a partir de hospederos con infección crónica,

correlacionando la presencia de T. cruzi con el daño tisular (Ben Younes­

Chennoufi y col., 1988; lane y col., 1997; Tarleton y col., 1997).

La existencia de sustentos para ambas hipótesis sugiere que tanto la

presencia del parásito como la respuesta autoinmune generada por el

mismo estarían involucradas en la patogenia de la enfermedad de

Chagas.

Además de las hipótesis discutidas se han propuesto otros mecanismos

para explicar la etiología de la miocardiopatía chagásica crónica, como

ser, transtornos en la microcirculación (Morris y col., 1990) y la

denervación del sistema nervioso autónomo (Kóberle y Alcantara, 1960).
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1.8 - Alternatlvas para erradicar la endemla chagáslca

1.8.1 - Eliminacióndel insecto vector

La enfermedad de Chagas constituye la principal enfermedad

tropical de la República Argentina y su prevalencia está directamente

relacionada con las condiciones socioeconómicas de la población, los

índice de analfabetismo, desnutrición y mortalidad infantil (Pinto Dias y

col., 1994). La realidad epidemiológica de Latinoamérica, sumada al

desconocimiento de la fisiopatogenia y a la falta de un tratamiento

específico eficaz, ha determinado que la mejor terapéutica para luchar

contra esta endemia es una buena profilaxis.

Las acciones para controlar la transmisión de la enfermedad de

Chagas en Argentina tienen como inicio actividades efectuadas por

Cecilio Romaña en Chaco, Carlos A. Soler en la Rioja y Carlos Bravo en

Catamarca en la década del 50. A partir de 1962 se organizó el Servicio

Nacional de Chagas y el Instituto Nacional de Diagnóstico e Investigación

de la enfermedad de Chagas “Dr. Mario Fatala Chabén”, teniendo como

objetivos efectuar el control de la transmisión vectorial e interhumana,

respectivamente. Losbeneficios de las acciones desarrolladas durante los

últimos 40 años de funcionamiento del Programa, se observaron en la

modificación de las prevalencias serológicas en varones de 18 años, a ser

incorporados para el Servicio Militar, que de un 10.3 % de prevalencia en

los años 1965-1969 desciende al 1.6 % en 1994, pudiéndose atribuir esta

diferencia a las acciones de control vectorial (Chuit, 1994; Segura y col.,

2000).

Con el objeto de producir un control efectivo y durarero de la

transmisión vectorial de la enfermedad de Chagas se implementó una

Estrategia de Participación Comunitaria en la década del 90, que

consistió en la detección del triatomino o rastros del mismo, mediante el
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uso de sensores de cartón, por parte de la comunidad, la notificación de

la presencia de vectores (Wisnivesky-Colliy col., 1988) y el tratamiento

de las viviendas con insecticidas de efecto residual en manos de un

agente sanitario. Estas acciones fueron acompañadas por la Iniciativa de

Salud del Cono Sur (INCOSUR)bajo la coordinación de la Organización

Panamericana de la Salud y del Programa de Control de Enfermedades

Tropicales, cuyo objetivo fue la interrupción de la transmisión vectorial y

transfusional de la enfermedad de Chagas en 6 países del Cono Sur,

incluyendo la Argentina (Moncayo, 1994). la aplicación de esta nueva

estrategia horizontal participativa mostró mejores resultados que los

obtenidos por el programa de control de tipo vertical como ser: la

detección de mayor número de casas con vectores, la reducción del

número de insectos capturados dentro de las viviendas y una

disminución de 5 veces de los costos. Se observó que de una infección

inicial de los T. infestans por T. cruzi del 38 96en las comunidades, luego

de tres años en las áreas que trabajó el agente sanitario/comunitario

mostraron una infeción de los vectores del 0% y las trabajadas por el

programa de control de acción vertical fue del 10% (Chuit, 1994). Se

logró un descenso del índice de infestación promedio del 17.6% al 1.75%

en viviendas luego del ataque químico con insecticidas y de la instalación

de un programa de vigilancia que incluye la revisión sistemática de

biosensores (OPS, 1999).

1.8.2 - Profilaxisde sangre portadora para transfundir

Para evitar la transmisión del T. cruzi a través de una transfusión de

sangre es necesario realizar serología para Chagas a todos los dadores

con el objeto de detectar los infectados. Luego de la detección la

prevención puede llevarse a cabo de dos maneras: 1) descartando la

sangre con serología reactiva o 2) esterilizando la misma con drogas que

afecten la viabilidad del parásito (Storino, 1994).
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Una de las drogas mas utilizadas en la esterilización de la sangre es el

violeta de Genciana o cristal violeta. Si bien a las dosis utilizadas estas

drogas no producen efectos tóxicos, pueden provocar una coloración

azulada fugaz en el paciente (Storino, 1994). Otras sustancias que han

demostrado en experimentos in vitro ser efectivos como agentes

tripanocidas en sangre infectada son: anfotericina B, WR6026 (Chiari y

col., 1996) y psoralen más luz ultravioleta A (Gottlieb y col., 1996).

Dado que existen estudios experimentales que demuestran una falta

de seguridad en la esterilización parasitaria de sangre contaminada con

el T. cruzi tratada con violeta de Genciana (Celentano y González Cappa,

1988), se cree que la mejor profilaxis es descartar totalmente para

cualquier transfusión la sangre serológicamente reactiva. la escasez de

sangre no debe ser una excusa para desconocer y obviar medidas

preventivas elementales (Storino, 1994).

1.8.3 - Quimioterapiade pacientes infectados

Las metas del tratamiento específico contra la infección por T. cruzi

son la eliminación del parásito y la disminución de la probablidad de

desarrollar la infección.

A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de Chagas

en 1909, aún no se dispone de una quimioterapia eficaz para todas las

formas clínicas de la enfermedad, ya que los medicamentos utilizados en

la actualidad son de relativa eficacia y el tratamiento se ve limitado por

la toxicidad de los mismos. Desde 1930 se han investigado en forma

experimental más de un centenar de compuestos, pero los únicos que

superaron la etapa clínica fueron el nifurtimox (lampit, Bayer), un

nitrofurano cuya producción ha sido discontinuada a partir de 1990 y el

benznidazol (Radanil, Roche), un nitroimidazol (Boinain y Rassi, 1979).

Estos fármacos tripanocidas y antichagásicos son eficaces en la etapa

aguda de la infección, ya que producen altos porcentajes de
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seroconversión y de eliminación total del parásito (Russomando y col.,

1998). Sin embargo, poseen las desventajas de producir una amplia gama

de efectos colaterales y presentar diferencias en cuanto a su eficacia

terapéutica, pudiendo esto último relacionarse con la susceptibilidad o

resistencia de la cepa de T.cruzi infectante (Stoppani, 1999).

En nuestro país, luego que la Autoridad de Regulación del

Ministerio de Salud aprobó al nifurtimox y al benznidazol como drogas

contra T. cruzi, se dictó la Norma para su aplicación, la cual

recomendaba el tratamiento de los casos agudos de la enfermedad de

Chagas (Norma para atención médica del infectado chagásico. Ministerio

de Salud y Acción Social, Secretaría de Salud, Buenos Aires, Argentina,

1983). Durante muchos años se cuestionó el beneficio de la medicación

antiparasitaria en las etapas indeterminada y crónica de la infección. Sin

embargo, los estudios realizados en grupos de pacientes que cursaban

por estas fases, mostraron una efectividad superior al 60% (Viotti y col.,

1994, Sosa Stani y col., 1998). Debido a la publicación de estos

resultados, en 1997 la Norma original fue revisada y fue aprobado un

nuevo procedimiento (Resolución Secretaría de programas de

Salud/Ministerio de Salud y Acción Social de la Nación N° 28/99), por

medio del cual el tratamiento es recomendado en: a) Toda persona

durante la fase aguda de la infección, b) Niños y adolescentes en fase

indeterminada, c) adultos en fase indeterminada o con cardiopatía

incipiente asintomática de la enfermedad de Chagas, d) accidentes con

material contaminado en laboratorios o durante cirugías y e) donantes o

receptores chagásicos en transplantes de órganos (Sosa Estani y Segura,

1999).

Para evaluar la respuesta a la quimioterapia específica, se recomienda

utilizar la combinación diagnóstica, clínica, inmunoserológica y

parasitológica, teniéndose en cuenta para determinar su eficacia, la

ausencia del parásito, la disminución significativa de la concentración de
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anticuerpos o la negativización de la serología (Sosa Estani y Segura,

1999).

Elmodo de acción del nifurtimox y el benznidazol no es comprendido

totalmente. Los efectos tóxicos del nifutimox se explican a través de su

reducción intracelular dando origen al radical nitro anión (R-NOZ'),el

cual entra en un ciclo redox generando 02' y HZOZ.la presencia de

radicales libres es letal para el T. cruz}, ya que no posee los mecanismos

necesarios para su eliminación. Losefectos tóxicos del benznidazol serían

debidos a la producción de metabolitos reducidos del grupo nitro, los

cuáles se unirían covalentemente a macromoléculas celulares (Morello,

1988). Ambas drogas reducen las concentraciones de glutatión,

tripanotiona y glutationil espermidina, tres compuestos involucrados en

el mantenimiento del equilibrio redox intracelular de tripanosomátidos

(Maya y col., 1997).

1.8.3. 1 - Diseño racional de drogas en enfermedad de Chagas

Dadas las desventajas mencionadas de las drogas actualmente

utilizadas, es de principal importancia el desarrollo de nuevas estrategias

quimioterápicas más efectivas y seguras. lamentablemente la industria

farmacéutica no posee incentivo económico para financiar esta necesidad

y por lo tanto la gente de los países no desarrollados continúan sin poder

resolver este problema sanitario; sin embargo, la investigación básica

puede ayudar a su resolución. la identificación de nuevos procesos

metabólicos esenciales para la supervivencia del parásito funda las bases

para el diseño racional de drogas. Este es un proceso multidisciplinario

que consta de la identificación de una molécula blanco, el diseño de un

inhibidor específico y por último el estudio farmacológico (Fairlamb,

1996). En los últimos años se han ido describiendo diversas vías

metabólicas del parásito que presentan puntos de divergencia con su

hospedero mamífero. Estos descubrimientos sumados a los aportes
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realizados por el Proyecto Genoma del T. cruzi, el conocimiento de la

estructura molecular de las proteínas y la bioinformática brindaron la

posibilidad de identificar nuevos blancos para medicamentos específicos.

Los azoles son compuestos que interfieren en el metabolismo de los

esteroles en el T. cruzi, inhibiendo la n24‘25’-esterolmetil transferasa, una

enzima que no está presente en vertebrados. Comoconsecuencia se altera

la membrana del parásito por no formarse ergosterol. Algunos azoles

como el econazole y el ketoconazole resultaron parcialmente eficaces

como antichagásicos (Stoppani, 1999). Utilizando un bis-triazol como el

D08070 en modelo ratón se previene la muerte en un 70-90% de los

animales en infecciones agudas y crónicas (Urbina y col., 1996).

la síntesis de nucleótidos es un buen blanco terapéutico, ya que el T.

cruzi es un organismo incapaz de sintetizar purinas (Hammond y

Gutteridge, 1984). Con análogos de purinas y pirimidinas se inhibe la

replicación intracelular del parásito in vitro; entre ellos, el allopurinol

demostró ser efectivo en el tratamiento de pacientes chagásicos que

reactivaron la infección luego de un transplante cardíaco (Almeida y col.,

1996).

la obtención de péptidos inhibidores de la cruzipaína, una cisteín

proteinasa con funciones esenciales para el parásito, constituye un

avance significativo para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas.

la identificación de pseudopéptidos inhibidores de esta proteasa fue

llevada a cabo mediante algoritmos de diseño molecular. Estos

inhibidores interrumpen el ciclo intracelular del T. cruzi y curan

infecciones experimentales agudas en animales de laboratorio, sin

observarse lesiones miocárdicas (Engel y col., 1999).

la tripanotiona reductasa recibió gran atención como blanco

terapéutico potencial dado su rol central en las funciones anti-oxidantes

de la tripanotiona, un análogo de glutatión presente sólo en

tripanosomátidos. Esta enzima cumple funciones equivalentes a la

glutatión reductasa de los mamíferos (Ver 3.1 de esta Introducción). la
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tripanotiona reductasa de T. cruzi fue estudiada detalladamente en

cuanto a especificidad de sustratos (Marsh y Bradley, 1997), mecanismo

de acción (Borges y col., 1995) y estructura cristalográfica (Bond y col.,

1999). Una gran variedad de compuestos inhibidores de esta enzima

presentan actividad tripanocida in vitro e in vivo (Henderson y col.,

1988; O’Sullivan y col., 1997), pero es necesario lograr una inhibición

superior al 90% de la enzima para matar al parásito, por lo que deben

encontrarse compuestos más selectivos y potentes (Ver 3.3 de esta

Introducción). la empresa Glaxo-Wellcome comenzó un proyecto en

colaboración con la Universidad de Dundee (Escocia, Reino Unido) para

el desarrollo de un raser en masa de compuestos químicos (“high

throughput screening”) con el objeto de encontrar nuevos inhibidores

que permitan continuar con el desarrollo de un fármaco anti chagásico

(Fairlamb, 1999).

1.8.4 - Unavacuna como prevención de la transmisión y la enfermedad

A lo largo de los años se han realizado intentos para producir una

respuesta inmune protectiva contra la infección por T. cruzi utilizando

diversas técnicas que abarcan desde la atenuación de parásitos hasta la

nueva tecnología de inmunización génica. En todos los casos sólo se han

logrado protecciones parciales, lo que indica la posibilidad de estar

bastante lejos de obtener una vacuna esterilizante. Sin embargo, la

obtención de una vacuna profiláctica sería de gran valor, ya que una

disminución de la carga parasitaria durante la fase aguda puede resultar

en una menor transmisión vectorial y en una fase crónica con menores

alteraciones (Ruiz y col., 1994). Hasta hace algunos años en la mayoría
de los casos se evaluaba la efectividad de un reactivo vacunante sólo en

la etapa aguda de la infección, mediante el control de la parasitemia y la

mortalidad o sobrevida después del desafío con las formas infectantes del

parásito y son pocos los trabajos que tomaron como criterio de



evaluación la protección contra el desarrollo de patología en los modelos

crónicos (Basombrío y Besuschio, 1982; Ruiz y col., 1985; Zuniga y col.,

1997).

En los primeros estudios sobre inmunización protectiva se utilizaron

como inmunógenos parásitos vivos atenuados (Menezes, 1971), muertos

con diversos tratamientos físicos o químicos (Kierszenbaum y Budzko,

1975; Hanson y col. 1976), y otros tripanosomátidos (Souza y Roitman,

1971). Sin embargo, la existencia de reacciones cruzadas entre los

antígenos del T. cruzi y del huésped y las lesiones observadas en los

tejidos de los huéspedes infectados sugieren que no sería adecuada la

utilización de preparaciones antigénicas complejas como inmunógenos

(Texeira y col., 1975; Ruiz y col., 1985). En la década del 70 Segura y

colaboradores comenzaron a estudiar el efecto inmunoprotectivo de

fracciones subcelulares del parásito obtenidas por presión y

descompresión (Segura y col., 1974). la vacunación con una fracción

enriquecida en membranas y flagelos, denominada fracción flagelar,

utilizando Bordetella pertussis como adyuvante produce en ratones una

respuesta inmune protectiva con un 90% de sobrevida luego del desafío

con formas infectantes del parásito (Segura y col., 1976; Ruiz y col.,

1986). Por otro lado, esta misma fracción muestra una reducción de las

lesiones en los tejidos de los ratones inmunizados luego del desafío (Ruiz

y col., 1985).

la técnica de producción de anticuerpos monoclonales y los avances

en los métodos de obtención de las proteínas permitió una mejor

identificación, aislamiento y purificación de las proteínas del parásito. Es

así que comenzaron a identificarse las proteínas del parásito capaces de

generar una respuesta humoral en huéspedes inmunizados o infectados

(Grogl y Kuhn, 1985). Son numerosas las proteínas del parásito

purificadas y ensayadas en protocolos de inmunoprotección. Algunos

ejemplos son: glicoproteínas de superficie (Scott y col., 1984; Scott y col.,

1985); antígenos purificados con anticuerpos monoclonales (Ruiz y col.,
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1990; Gomes y col., 1995) y proteínas purificadas a través de columnas

de afinidad (Plumas-Marty y col., 1993). Los resultados informados son

en general una disminución significativa de parasitemia luego del desafío

que, no siempre se encuentra acompañada con un aumento en la

sobrevida. Es importante aclarar que en ninguno de los casos se obtuvo

una protección esterilizante. El amplio espectro de resultados obtenidos

utilizando diferentes tipos de adyuvantes con el mismo antígeno

demuestran la importancia del mismo en la obtención de una respuesta

inmunoprotectiva en modelos experimentales (Ruiz, 1983; Scott y col.,

1984; Plumas-Marty y col., 1993).

Si bien el uso de antígenos más definidos purificados a partir del

parásito es preferible al uso de extractos crudos, tiene como desventaja la
difícil obtención de los mismos en las cantidades adecuadas. El

advenimiento de la biología molecular y las técnicas de ADN

recombinante permitieron clonar, expresar y producir en grandes

cantidades los antígenos a estudiar. A fines de los años 80 comienza la

identificación de antígenos mediante rastreo de genotecas del parásito

con sueros humanos infectados (Ibáñez y col., 1987). Las proteínas más

inmunogénicas poseen repeticiones de aminoácidos en su extremo C­

terminal (Ibáñez y col., 1988) y se encuentran principalmente en las

formas del parásito presentes en el hospedero mamífero (Souto-Padrón y

col., 1989). Dichos antígenos se clasifican dentro de una superfamilia

denominada Superfamilia de Antígenos de Superficie de Tripomastigotes

(Ver 2.5 de esta Introducción (Campetella y col., 1992; Schenkman y col.,

1994). Diferentes miembros de esta superfamilia, entre ellos SAPA

(“shed acute phase antigen”), el dominio catalítico de la trans-sialidasa

(TS) y la región amino de TSA-l (“trypomastigote surface antigen-l),

fueron expresados en sistemas bacterianos o baculovirus y ensayados en

experimentos de inmunoprotección en ratones (Wrightsman y col., 1994;

Nasser y col., 1997; Pereira-Chioccola y col., 1999). la inmunización con

estos antígenos recombinantes induce buenos títulos de anticuerpos
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dirigidos contra la región C-terminal de las proteínas. Sin embargo, la

respuesta no es protectiva, mientras que los dirigidos hacia la región N­

terminal son capaces de producir protección pasiva contra la infección

por T. cruzi (Chuenkova y Pereira, 1995; Franchin y col., 1997). Los

ratones inmunizados sólo con la región C-terminal del antígeno TSA-l no

sobreviven al desafío, mientras que el 70% de los ratones desafiados

sobreviven cuando se utiliza como inmunógeno la porción N-terminal de

este antígeno (Wrightsman y col., 1994). Basándose en estos resultados se

postula que la región C-terminal de estos antígenos presenta un

mecanismo de evasión de la respuesta inmune que dirige la misma hacia

epitopes que no son necesarios para la supervivencia del parásito

(Wrightsman, 1994; Frash, 2000). La respuesta inmunoprotectiva del

TSA-l es mediada por células, ya que la transferencia adoptiva de células

linfoides productoras de IPN-1ry TNF-a protegen a ratones naive de la

muerte por la infección con T. cruzi (Wizely col., 1997). Por otro lado, la

inmunización con el antígeno SAPArecombinante es capaz de disminuir

la parasitemia y bajar la mortalidad de un 67 a un 25% luego del desafío,

siendo esta protección mediada por células y no por anticuerpos (Nasser

y col., 1997).

Un mayor conocimiento de la respuesta inmune del huésped y los

elementos mediadores de la resistencia al parásito, así como de la

patogénesis de la enfermedad llevan a postular que un buen candidato

para una vacuna contra la infección por T. cruzl debe generar una

respuesta tanto humoral como celular de tipo Thl y Tc1 (Ver 1.6 de esta

Introducción). la caracterización de la respuesta inmune protectiva está

permitiendo una búsqueda racional de los antígenos a ser ensayados en

protocolos de vacunación experimental, planteándose el concepto de
vacuna inmunomoduladora.

Los avances recientes en la tecnología de vacuna de ADN (también

llamada inmunización genética o plasmídica o vacuna de ADNdesnudo),

hacen de la misma un vehículo atractivo para el desarrollo de una
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vacuna contra la infección por T. cruzi tanto por razones inmunológicas

como económicas. La inmunización se realiza con un ADNplasmídico que

codifica el gen de interés, siendo este ADNtomado y expresado por la

células del hospedador. la expresión del gen “extraño” es capaz de

inducir la respuesta inmune del hospedador. La atracción de esta nueva

generación de vacunas reside en su capacidad de inducir tanto una

respuesta humoral como celular, sin correr los riesgos asociados a una

vacuna a organismos vivos; presentando, además, la ventaja de no

requerirse pasos de expresión y purificación del inmunógeno (Donnelly y

col., 1997). Por otro lado, el ADNplasmídico actua como adyuvante, ya

que posee propiedades inmunoestimuladoras atribuidas a secuencias de

oligonucleótidos de simple cadena conteniendo motivos CpG no

metilados (Tokunaga y col., 1984).

El antígeno "ISA-1es uno de los blancos de los linfocitos T citotóxicos

CD8+tanto en la infección experimental como en humanos (Wizel y col.,

1997; Wizel y col., 1998a). la identificación de este antígeno como un

blanco de la respuesta inmune protectiva contra el T. cruzí llevó a Wizel

y colaboradores a utilizar TSA-l en protocolos experimentales de

inmunización genética. La inoculación plasmídica de TSA-l induce tanto

respuesta humoral como celular, siendo esta última mediada por

linfocitos T citotóxicos CD8+. Luego del desafío la sobrevida es del 64% al

89% (Wizel y col., 1998 b). Resultados similares se obtenienen mediante

la inmunización plasmídica con la porción catalítica de la TS (Costa y

col., 1998). las células CD4+ y CD8+ producidas luego de la

inmunización con este antígeno secretan IPN-1,pero no IL-4 o IL-10 e

inhiben la replicación intracelular del T. cruzí (Rodrigues y col., 1999).

La inmunización plasmídjca con otra proteína de la superfamilia de

antígenos de superficie de tripomastigotes, la proteína regulatoria del

complemento (CRP), presenta mejores resultados que la inmunización

con la CRP recombinante, ya que sólo la vacuna a ADN induce la



Introducción - 27

producción de anticuerpos líticos y protege contra el desafío (Sepulveda

y col., 2000).

La magnitud y la naturaleza de la respuesta inmune puede ser

diferencialmente regulada mediante la inmunización genética con

diferentes citoquinas. La administración de plásmidos codificando para

IL-12 o IPN-1,incrementan la respuesta de tipo Thl, mientras que la

administración de IL-4aumenta la respuesta Th2 (Chow y col., 1998). La

inmunización conjunta de proteínas del flagelo de T. cruzi con

adenovirus recombinantes conteniendo el gen de IL-12 resulta en una

fuerte respuesta inmune celular, 100%de sobrevida y 90% de reducción

de la parasitemia (Wrightsman y Manning, 2000).

los resultados obtenidos hasta el momento dan gran incentivo para

continuar el estudio de esta nueva estrategia para el desarrollo de una

vacuna preventiva o terapéutica contra la enfermedad de Chagas. La

identificación de péptidos blanco de una respuesta inmune protectiva

sumada a la tecnología de inmunización plasmídica brinda la posibilidad

de desarrollar vacunas conformadas por multiepitopes.

2). TRYPANOSOMA CRUZI, AGENTE ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD

DE CHAGAS

2.1 - Ubicaclón taxonómlca y morfología

El T. cruzi, agente etiológico de la enfermedad de Chagas, es un

parásito protozoario digenético que alterna su ciclo de vida natural entre

un huésped vertebrado y otro invertebrado. La ubicación sistemática del

parásito es la siguiente:
Reino : Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomasügophora

Clase: Zoomastigophora
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Orden: Kinetoplastida

Familia: Trypanosomatidae

Género: Trypanosoma

Subgénero: Schizotrypan um

Especie: cruzi (Chagas, 1909; Hoare, 1972)

El género Trypanosoma se divide en dos secciones: Salivaria y

Estercoraria (Hoare, 1972). El T. cruzi pertenece a la segunda y es el

único patógeno dentro de esta sección. la principal característica de los

organismos clasificados en Estercoraria es que son transmitidos por un

insecto vector que elimina con sus deyecciones las formas infectantes del

parásito

Este parásito se ubica dentro del orden Kinetoplastida, cuya

característica principal corresponde a la presencia del kinetoplasto, una

estructura que concentra una malla de ADNmitocondrial cerca de la base

del flagelo, formando parte integral del sistema mitocondrial. ElADNdel

kinetoplasto (ADNk)corresponde al 30% del ADNtotal del parásito y está

compuesto de una red formada por maxicírculos y minicírculos (Englund

y col., 1996).

Como miembro de la familia Trypanosomaüdae, se caracteriza por la

presencia de un flagelo que emerge de una invaginación llamada bolsillo

flagelar, un cuerpo paraflagelar y un kinetoplasto único (Cox, 1993).

El flagelo presenta un axonema típico compuesto por 9 pares de

microtúbulos periféricos más 2 microtúbulos centrales. El cuerpo

paraflagelar es una estructura extra-axonema conformada por filamentos

asociados entre si por puentes proteicos (Farina y col., 1986).

Desde el punto de vista morfológico la superficie celular de los

tripanosomátidos está compuesta por tres estructuras: el glicocalix, la

bicapa lipídica y los microtúbulos sub-peliculares. Los glicoconjugados se

encuentran uniformemente distribuidos sobre la superficie del cuerpo

celular y el flagelo. la bicapa lipídica contiene proteínas integrales de
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membrana uniformemente distribuidas, excepto en áreas muy

especializadas como el bosillo flagelar y la base del flagelo. Los

microtúbulos sub-peliculares localizados debajo de la membrana

plasmática constituyen el citoesqueleto de los n'ipanosomátidos y se

encuentran conectados con el reticulo endoplásmico (De Souza, 1999).

Existenorganelas características de los tripanosomátidos, como ser los

reservosomas, los glicosomas y los ácidocalcisomas. Los reservosomas son

compartimentos pre-lisosomales localizados en la región posterior del

parásito y estarían involucrados en el almacenaje de macromoléculas a

ser usadas en la metaciclogénesis (De Souza, 1999). Los glicosomas son

organelas que pertenecen al grupo de los peroxisomas y contienen

enzimas involucradas en la oxidación de aminoácidos y lípidos

(Opperdoes y Michels, 1991). Los ácidocalcisomas son organelas acídicas

que concentran calcio y que pueden observarse al microscopio como

vesículas vacías rodeadas por un material electrodenso periférico

(Docampo y col., 1995; De Souza, 1999).

2.2 —Estadios y ciclo de vida

El T. cruzí presenta a lo largo de su ciclo de vida varios estadios

fácilmente identificables por microscopía óptica. Estas formas difieren

esencialmente en la morfología celular, en la posición del flagelo reSpecto

del núcleo y la región por la cual emerge el flagelo del bolsillo flagelar

(González Cappa y Durante de Isola, 1994).

El amastigote es un estadio replicativo intracelular en el hospedador

mamífero. Presenta una morfología redondeada, carente de flagelo libre y

el kinetoplasto cercano al núcleo con apariencia de una doble capa de
fibrillas.

Elesferomastigote corresponde al estadio de morfología redondeada y

replicativo en el estómago del insecto vector, semejante al amastigote.

Presenta un flagelo muy corto que no emerge a la superficie celular.
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Elepimastigote es un estadio proliferativo de morfología alargada (20­

40 Jim) presente en el insecto vector. El flagelo se origina por delante del

núcleo y arrastra la membrana plasmática dando la imagen de una corta

membrana ondulante que emerge desde la región lateral anterior del

parásito. El kinetoplasto se ubica anterior al núcleo, siendo este último

redondeado.

El tripomastigote es un estadio no replicativo de forma alargada

presente en la ampolla rectal del insecto (tripomastigote metacíclico) y

en la sangre del mamífero (tripmastigote sanguíneo). El kinetoplasto se

ubica detrás del núcleo, en tanto que el flagelo, cuyo nacimiento es

próximo a esta estructura, corre a lo largo de todo el cuerpo celular en el

sentido posteroanterior formando la membrana ondulante del

organismo. Elnúcleo es un poco más alargado que en los otros estadios y
de localización central.

El T. cruzi desarrolla su ciclo de vida entre un vertebrado mamífero y

un invertebrado insecto hematófago de la familia Reduviidae. Además del

humano, el parásito fue detectado en diversos hospederos mamíferos,

entre ellos roedores, perros, cerdos y gatos. Aves y anfibios no han

demostrado ser susceptibles a la infección (Pereira Barreto, 1985).

Los insectos parasitados luego de alimentarse sobre el mamífero

depositan con sus deyecciones las formas infectantes del parásito

(tripomastigotes metacíclicos) que penetran a través de las escoriaciones

de la piel facilitado por el rascado involuntario. Luegode atravesada esta

barrera, los tripomastigotes metacíclicos penetran en las células

fagocíticas locales donde se diferencian en amastigotes y se duplican por

división binaria. Después de varias duplicaciones los amastigotes se

diferencian en tripomastigotes los que previa ruptura de la célula

hospedadora son liberados a la circulación (tripomastigotes sanguíneos).

De esta forma el parásito circulante invade nuevas células repitiendo el

ciclo. El ciclo se continúa cuando el vector succiona sangre de un

mamífero parasitado, los parásitos se diferencian en su tubo digestivo en



esferomasu'gotes y parte de ellos en epimastigotes, los cuales luego de

una activa división alcanzan la ampolla rectal donde se diferencian a

tripomastigotes metacíclicos. El insecto infectado elimina con las heces el

parásito que ingresa en otro mamífero reiniciando el ciclo (González

Cappa y Durante de Isola, 1994) (Ver Figura Ciclo de vida de T. cruzi

pagina 32).
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2.3 - Características particulares dela blología molecular de T.cruzl

La información genética del T. cruzi se encuentra organizada en dos

estructuras principales: los cromosomas y el ADN del kinetoplasto,

compuesto por maxicírculos y minicírculos. En varios protozoos,

incluyendo el T. cruzi, la cromatina no se condensa durante la mitosis,

por lo que los cromosomas no pueden observarse al microscopio como

entes separados (Hecker y col., 1994). Este hecho ha dificultado

enormemente el estudio de los cromosomas en este parásito, hasta que

con la aparición de la electroforesis en campo pulsado (PFGE,“pulsed

field gel electrophoresis”) (Schwartz y Cantor, 1994) esta problemática

fue superada, ya que fue posible lograr una separación de cromosomas

intactos en geles de agarosa (Gibson y Miles, 1986).

El estudio de la expresión de genes en kinetoplástidos reveló

novedosos procesos post-transcripcionales que en un principio no habían

sido observados en otros organismos, como el “trans-splicing" y la

edición de ARN(“RNAediting”).

La producción de ARNmmaduros en tripanosomas es un proceso que

difiere bastante con la mayoría de los eucariotas. Losgenes que codifican

para proteínas se encuentran compactados en zonas del genoma

organizados como unidades transcripcionales policistrónicas en lugar de

monocistrónicas, lo cual explica porqué hasta el momento se describieron

muy pocos promotores. Sin embargo, los genes pertenecientes a un

mismo transcripto pueden mostrar una marcada diferencia en la

expresión (Gibson y col., 1988; Bringaud y Baltz, 1993), hecho que

demuestra que en los tripanosomátidos el control de la expresión génica

opera primariamente a nivel post-transcripcional (Vanhamme y Pays,

1995).

Los transcriptos policistrónicos o primarios son procesados para

formar los ARNm mediante dos procesos acoplados: “trans-splicing” y

poliadenilación. Mediante el “trans-splicing” se adiciona un ARNde 39
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bases (miniexón) al extremo 5’ del ARNm. Este proceso utiliza una

maquinaria muy similar a la de “cis-splicing” empleada por otros

eucariotas (Agabian, 1990; Bruzik y Steitz, 1990). la poliadenilación

puede ocurrir en varios lugares, lo que origina ARNmcon regiones no

traducidas de distintos tamaños, hecho que demostró ser importante en

la regulación de la expresión génica (Vanhamme y Pays, 1995). Los dos

eventos están acoplados a través de la interacción de la maquinaria con

una región rica en pirimidinas (poliPy) presente en las zonas intergéncias

del transcripto primario. El clivaje de este transcripto es seguido por el

“trans-splicing” hacia la región 3’ y la poliadenilación hacia la región S’

de la zona de poliPy (Huang y Ploeg, 1991; Matthews y col., 1994).

Durante casi una década se pensó que el “trans-splicing” era la única

forma de “splicing” existente en los trypanosomátidos, ya que hasta el

momento no se habían encontrado intrones en estos organismos. Sin

embargo, recientemente se describió el proceso de “cis-splicing” en T.

cruzi y T. brucei para el gen de la polyA polimerasa (Mair y col., 2000).

En protozoos kinetoplástidos existe una forma particular del

procesamiento del ARN.Varios genes para proteínas mitocondriales están

codificados en los maxicírculos del kinetoplasto, pero muchos de estos

genes están incompletos. la generación de ARNmfuncionales involucra

la adición o deleción post-transcripcional de uridinas (U) mediante un

proceso conocido como edición del ARNo “RNAediting". Este proceso es

mediado por pequeños RNAs denominados RNAs guías (RNAg)

codificados en los maxi y en los minicírculos (Stuart, 1991).

2.4 - Proyecto genoma de Trypanosoma cruzl

En 1994 el Programa Especial para la Investigación y Entrenamiento

en Enfermedades Tropicales de la Organización Mundial de la Salud

(TDR/WHO) lanzó la iniciativa de analizar los genomas de varios

parásitos, entre ellos T. cruzi. Losobjetivos planteados fueron: i) mejorar
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el conocimiento de la biología molecular del parásito, ii) identificar

nuevos genes y sus productos, lo cual podría ser muy útil en el diseño de

nuevas drogas, el desarrollo de una vacuna o el mejoramiento del

diagnóstico, y iii) compartir material y experiencia entre los laboratorios

participantes, ofreciendo, además, información accesible a los

investigadores involucrados en este campo (Zingales y col., 1997).

Debido a que T. cruzi se caracteriza por una gran heterogeneidad en

cuanto a sus propiedades biológicas, como diferencias en su infectividad,

tropismo celular, susceptibiliadad a drogas, etc., fue necesario seleccionar

un clon de referencia para ser utilizado en el Proyecto Genoma. El

organismo de referencia elegido fue el clon CLBrener, aislado de la cepa

CLproveniente de un Triatoma infestans, presentando esta cepa todas las

características representativas de T. cruzi. El clon CL Brener fue aislado

por el Dr. Brener a partir de sangre de un ratón crónicamente infectado

por la cepa CL(Zingales y col., 1997).

las estrategias para cumplir con los objetivos del Proyecto fueron el

mapeo físico del genoma del parásito, el análisis del cariotipo, la

secuenciación genómica y la secuenciación de genes funcionales.

Para llevar adelante el mapeo físico del genoma se construyeron

genotecas del parásito en cósmidos (Hanke y col., 1996; Frohme y col.,

1998), en YACs (Cromosomas artificiales de levaduras) y en BACs

(cromosomas artificiales de bacterias) (Zingales y col., 1997; Ferrari y

col., 1997). Estas genotecas fueron grilladas en filtros de alta densidad e

hibridadas con conjuntos de sondas provenientes de las mismas u otras

genotecas con el objeto de realizar un mapa físico mediante el

ordenamiento contiguo de los clones (“contigs”). Si bien no fue posible el

mapeo del genoma total del parásito a partir de la hibridación con

conjuntos de clones de la genoteca construida en cósmidos (Búa J.,

comunicación personal), la construcción e hibridación de sub-genotecas

de cromosomas específicos permitió el mapeo del cromosoma III, IV

(Hanke y col., 1998), XVIy XVII(Santos y col., 1999).
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Se obtuvo una secuencia genómica de 93.4 kb del cromosoma III a

partir de tres cósmidos contiguos (Andersson y col., 1998) y mediante

secuenciación al azar de fragmentos genómicos (GSS,“genomic sequence

survey”) se llegó a secuenciar aproximadamente un 10% del genoma

haploide de T. cruzi (Agüero y col., 2000).

Losestudios de cariotipo se realizan mediante la hibridación de los

cromosomas del parásito separados por electroforesis de campo pulsado

(PFGE,“pulsed field gel electrophoresis”) con diversos marcadores (Cano

y col., 1995; Henriksson y col., 1995). Hasta el momento se han utilizado

un centenar de marcadores que permitieron identificar desde 20 bandas

cromosomales (Santos y col., 1997 a) hasta 42 (Henriksson y col., 1995).

No se conoce aún el número exacto de cromosomas del parásito, ya que

la técnica de separación disponible no puede resolver todas las bandas

cromosomales, ni siquiera utilizando diferentes condiciones de corrida

electroforética. Se cree que la próxima aplicación de la técnica de PFGE

en doble dimensión resolverá cada banda cromosomal.

la secuenciación de genes funcionales es la estrategia del Proyecto

Genoma que presenta mayor utilidad, ya que puede resultar en la

identificación de nuevos blancos para combatir al T. cruzi, tanto desde el

punto de vista de quimioterapia como de vacuna y puede proveer

información de interés a los diversos grupos de investigación en el área.

Dicha estrategia se realiza mediante la secuenciación al azar de genotecas

normalizadas de ADNcconstruidas a partir del estadío epimastigote del

parásito (Verdun y col., 1998; Urmenyi y col., 1999). las secuencias

obtenidas se denominan ESTs (“expressed sequence tags"). Hasta el

momento se secuenciaron aproximadamente 13000 ESTs,de las cuales el

67% no presenta ninguna similitud con las secuencias registradas en las

bases de datos, indicando que podrían ser genes específicos de T. cruzi

(Brandao y col., 1997; Verdun y col., 1998; Porcel y col., 2000).

En la actualidad el Proyecto Genoma de T. cruzi está siendo

subsidiado por el “National Institute of Health" (NHI) de Estados Unidos



y se realiza en tres centros, la Universidad de Uppsala (Uppsala, Suecia),

“Seattle Biomedical Research Institute" (Seattle, EEUU)y el laboratorio de

secuenciación TIGR (Maryland, EEUU). El objetivo es secuenciar el

genoma completo del parásito, para lo cual se estima un período de

aproximadamente 5 años.

Se calcula que los genes de importancia en el parásito serían de 1500

a 2000. las actividades post-genómicas, empleando técnicas de avanzada

como “microarray” y “knock out” de genes, permitirán caracterizar la

funcionalidad y posible utilidad de los mismos en el control de la

transmisión de la enfermedad de Chagas.

2.5 - Superfamiliade antígenos de superflcle de tripomastlgotes

la Superfamilia de Antígenos de Superficie de Tripomastigotes,

también denominada Superfamilia de las Trans-sialidasas (TS)

(Campetella y col., 1992; Cross y Takle, 1993; Schenkman y coll., 1994;

Frash, 2000) incluye cientos de antígenos que contienen cuatro copias

completas o parciales de un motivo conservado en neuraminidasas

bacterianas (SxDxGXI‘W) y un motivo característico VTVxNVxLYNR,

denominado secuencia FLY (Colli y Alves, 1999). las proteínas que

componen esta superfamilia tienen aproximadamente 430 aminoácidos

en la región intermedia que presentan una identidad del 30% al 40% y

algunas de ellos poseen una región C-terminal compuesta por

repeticiones en tandem que pueden variar en número y composición

aminoacídica (Ver Figura). la mayoría de sus miembros se encuentran en

la superficie de la membrana plasmática de tripomastigotes sanguíneos,

tripomastigotes metacíclicos y amastigotes (Souto-Padrón y col., 1989;

Santos y col., 1997 b) anclados mediante glicofosfatidil inositol (GPI)

(Agustí y col., 1997) pudiendo ser liberados al medio fácilmente por el

parásito (Affranchino y col., 1989).
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Los genes que codifican para estos antígenos se encuentran en

múltiples copias en el genoma (Affranchino y col., 1991), ubicándose

algunos de ellos en tandems (Takle y col., 1992) y en diferentes

cromosomas (Henriksson y col., 1995; Frasch, 2000).

En base a los porcentajes de identidad y a la presencia de

determinadas repeticiones en la porción C-terminal, estos antígenos se

clasifican en cuatro grupos o familias (Ver Figura Superfamilia de

antígenos de superficie de tripomastigotes, página 41):

Grupo 1: Los miembros de este grupo poseen actividad de trans­

sialidasa localizada en la región N-terminal de la proteína, a excepción de

aquellos que poseen una mutación puntual Tyr342-His (Cremona y col.,

1995). En la región C-terminal poseen cantidades variables de

repeticiones de 12 aminoácidos (DSSAHGTPSTPV).A este grupo, entre

otros, pertenecen SAPA(Affranchino y col., 1989), TCNA(Pereira y col.,

1991) y la trans-sialidasa descripta para epimastigotes, la cuál no posee

las repeticiones C-terminales (Botelh0.Chavez y col., 1993).

Grupo 2: Incluye diversas proteínas de 85 kDa, algunos de sus

miembros, como TSA-l, pueden tener repeticiones de 9 aminoácidos

(DKKBGDSE) (Fouts y col., 1991).

Grupo 3: Incluye diversas proteínas de aproximadamente 160 kDa,

como FL-160 (Van Voorhis y col., 1993), CEA-160 (Jazin y col., 1995) y

CRP(Norris y col., 1997).

Grupo 4: Los miembros de ese grupo se caracterizan por tener un

número variable de repeticiones de 5 aminoácidos (EPKSA)en su región

C-terminal y son denominados antígenos Tc13 (Campetella y col., 1992).

Los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica poseen

títulos elevados de anticuerpos dirigidos contra las repeticiones

características de Tc13 (Burns y col., 1992), mientras que los sueros de

pacientes agudos presentan, además, anticuerpos dirigidos contra SAPA
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(Affranchino y col., 1989; Burns y col., 1992). Ambas repeticiones son

capaces de aumentar la vida media en sangre de las proteínas que las

transportan y por consecuencia estabilizan la actividad de TS en sangre

(Buscaglia y col., 1999).

Si bien la superfamilia de antígenos de superficie sigue siendo objeto

de diversos estudios, su participación en la invasión celular y en la

modulación de la respuesta inmune del hospedador son las funciones

hasta ahora descriptas.

T. cruzi no es capaz de sintetizar ácido siálico, por lo tanto lo adquiere

a partir de sialoconjugados del hospedador mediante las trans-sialidasas

(TS) (Schenkman y col., 1994). Estas enzimas adicionan ácido siálico a

moléculas aceptoras de la membrana del parásito denominadas mucinas

(Ferguson, 1997). Los epitopes sialidados podrían estar involucrados en

la adhesión celular y en la invasión. Por otro lado, algunos miembros de

esta superfamilia podrían unirse a galactosas terminales, laminina y otros

posibles receptores en la célula hospedadora favoreciendo su entrada

(Cremona y col., 1999; Giordano y col., 1999).

Se han descripto varias acciones inmunomoduladoras llevadas a cabo

por los antígenos de esta superfamilia:

a) las repeticiones de la región C-terminal de las TS son

inmunodominantes, esto hace que en los primeros estadíos de la

infección se desarrolle una respuesta inmune dirigida hacia estos

epitOpes evitando la formación de anticuerpos contra la región catalítica

de la TS y por consecuencia favoreciendo la entrada del parásito a la

célula (Frasch, 1994). En una etapa posterior, se comienzan a producir

anticuerpos neutralizantes de la actividad de TS que previenen de una

invasión masiva del parásito que podría ser letal para su hospedador

(Buscaglia y col., 1998).

b) la CRP (“complement regulatory protein") provee al parásito

resistencia al complemento mediante su unión a los componentes C3b y

C4b (Norris y Schrimpf, 1994).



c) Algunos miembros de esta superfamilia presentan epitopes que

actúan como blanco de una respuesta celular protectiva mediada por

linfocitos CD8+ y CD4+ secretores de IPN-1r(Wizel y col., 1997; Kahn y

Wleklinski, 1997; Miller y Kahn, 2001). La variabilidad existente de los

epitopes para células T en estos antígenos y la expresión simultánea de

los mismos limita la respuesta celular protectiva mediada por IPN-1(Kahn

y Wleklinski, 1997).
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3. METABOLISMO DEL GLUTATION EN T. CRUZI: UNA VIA DIVERGENTE

CON EL HOSPEDERO MAMIFERO

3.1- Funclones de la tripanotlona

En la mayoria de los procariotas y en los eucariotas el glutatión (GSH)

es el principal tiol involucrado en procesos redox intracelulares

enzimáticos y no enzimáticos. Sin embargo, los tripanosomátidos son los

únicos organismos estudiados hasta el momento, a excepción de

Entoameba histolyu’ca(Ondarza y col., 1999), que poseen la capacidad de

conjugar el tripéptido glutatión (GSH,L-yglutatmil-L-cisteinjlglicina) y la

poliamina espermidina para formar la tripanotiona (T(SH)2, N‘,N‘­

bis(glutationil)espermidina), siendo éste el tiol principal en esta familia

(Fairlamb y Cerami, 1992).

La tripanotiona fue descubierta en el año 1985 cuando al caracterizar

una actividad de glutatión reductasa aparentemente atípica en

Trypanosoma brucei, se observó el requerimiento de un cofactor de bajo

peso molecular que contenía un puente disulfuro para que el glutatión

oxidado pudiera ser reducido (Fairlamb y Cerami, 1985). la purificación

del cofactor y el análisis del mismo determinó que la estructura era

N“,N’-bis(glutationil)espermidina y fue denominada tripanotiona

(Fairlamb y col., 1985). A pH fisiológico, el grupo sulfhidrilo de la

tripanotiona es más reactivo que el del glutatión debido a que posee un

pKa más bajo (Moutiez col., 1994).

La función principal de la tripanotiona es proveer al parásito un

medio intracelular reductor a través de su forma reducida (T(SH)2),

cumpliendo funciones equivalentes al glutatión en su hospedero

mamífero. La tripanotiona reductasa es una flavoenzima NADPH

dependiente encargada de reducir la forma disulfuro de este compuesto,
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T(S)z, sustituyendo a la glutatión reductasa presente en mamíferos

(Fairlamb y Cerami, 1992) (Ver Figura).

El T. cruzi es deficiente en la mayoría de los sistemas de defensa

contra los radicales libres, ya que la cantidad de GSHes 10 veces menor

que en la célula de mamífero (Boverisy col., 1980) y no posee catalasa ni

glutatión peroxidasa capaz de metabolizar el peróxido de hidrógeno

(Boveris y col., 1980; Camieri y col., 1993). Por lo tanto, la tripanotiona

parece ser el único mecanismo para detoxificar los hidroperóxidos. Sin

embargo, la cascada enzimática que transfiere los electrones desde la

T(SH)2 hasta los hidroperóxidos es menos eficiente que la glutatión

peroxidasa del mamífero (Nogoceke y col., 1997; Gommel y col., 1997),

hecho que explicaría la alta sensibilidad de estos parásitos al daño
oxidativo.

la presencia del ácido ascórbico (vitamina C), un neutralizante de la

acción de los radicales libres, fue reportada en T. cruz! (Clark y col.,

1994). 1a tripanotiona es capaz de regenerar en forma no enzimática al

ácido ascórbico a partir de su forma oxidada con una reactividad 3 veces

mayor que el GSH(Krauth-Siegel y Ludemann, 1996). Hasta el momento

no ha sido descripta una dehidroascorbato reductasa en este parásito, lo

cual indica que la tripanotiona sería el componente central en el ciclo

redox de este compuesto.

Si bien hasta ahora no ha sido fehacientemente probado, no se

descarta que la tripanotiona esté involucrada en reacciones de

intercambio tiol-djsulfuro característica de la activación de algunas

enzimas y/o plegamiento de las proteínas (Moutiez y col., 1997)

la tripanotiona está involucrada en la resistencia a metales pesados.

El modelo propone la eliminación de los mismos a través de una bomba

acoplada a ATPespecífica para conjugados de arsenito con tripanotiona

(Mukhopadhyay y col., 1996).
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El flujo de electrones provenientes de la triponotiona activa a la

ribonucleótido reductasa de T. brucei, definiendo su participación en la

síntesis de deoxiribonucleóu’dos (Ludemann y col., 1998).

3.2- Descripción del clclo del glutatlón

(Ver Figura Metabolismo del Glutatión, página 51)

3.2.1- Síntesis de los precursores de la tripanotiona

La proporción de GSHen los tripanosomátidos es del 10 al 30% de los

tioles totales (Maya y col., 1997). A pesar que la vía biosintéu‘ca de este

compuesto no ha sido investigada con demasiado detalle, los estudios

con inhibidores de las enzimas participantes en el ciclo del ï-glutatmil en

mamíferos sugieren la presencia de una vía similar en estos organismos

(Fairlamb y Cerami, 1992; Lueder y Phillips, 1996).

Las poliaminas juegan un rol fundamental en el crecimiento y

diferenciación celular. En tripanosomátidos, una poliamina, la

espermidina, es el precursor de la tripanotiona. la principal ruta de

síntesis de espermidina es a partir de la putrescina, la cual proviene de la

decarboxilación de la ornitina por la ornitina decarboxilasa (ODC).Sin

embargo, muchas plantas y bacterias poseen vías alternativas que

involucran la decarboxilación de la arginina mediante la arginina

decarboxilasa (ADC),la cual es convertida en putrescina via agmatina

(Smith, 1963; Cunin y col., 1986). Existen evidencias en tripanosomátidos

como T. brucei, Leishmania donovani y Crithidia fasciculata, pero no en

T. cruzi, de la presencia de una ODCactiva (Bitonti y col., 1985; Kaur y

col., 1986; Hunter y col., 1991). Incluso puede utilizarse un inhibidor de

esta enzima, a-difluorometilornitina (DFMO),para curar la enfermedad

del sueño causada por T. brucei gambiense (Taelman y col., 1987). Sin

embargo, el DFMO no ejerce efecto anu' parasitario en el T. cruzi

(Kierszenbaum y col., 1987). Sobre la base de estudios bioquímicos in
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vivo se postuló tanto la auxotrofía del estadío epimasügote de T. cruzi

para la síntesis de putrescina (Ariyanayagam y Fairlamb 1997) como la

presencia de una vía alterna para su síntesis utilizando ADCen lugar de

ODC (Kierszanbaum y col., 1987; Schwarcz de Tarlovsky y col., 1993;

Hernández y Schwarcz de Tarlovsky., 1999), ya que no existe un gen

activo de esta última en este parásito (Carrillo y col., 1999). Si bien hasta

el momento no está del todo claro este paso metabólico no existe ninguna

duda que es un punto divergente entre el T. cruzi y su hospedero
mamífero.

El pasaje de putrescina a espermidina requiere de la decarboxilación

de la S-adenosilmetionina por la S-adenosilmetionina decarboxilasa

(AdoMetDC). Esta enzima fue recientemente clonada en T. cruzi y

presenta sólo un 25% de identidad con la enzima de mamíferos (Persson

y col., 1998). Un potente inhibidor de la AdoMetDCde mamíferos, MGBG,

inhibe pobremente la enzima de T. cruzi, lo que sugiere que ambas

enzimas son lo suficientemente diferentes como para buscar compuestos

que inhiban específicamente al parásito (Persson y col., 1998).

3.2.2 - Síntesis dela tripanotiona

La síntesis de la tripanotiona incluye 1aconjugación ATPdependiente

de una molécula de GSH a cada extremo amino de la espermidina

(Fairlamb y col., 1986). Si bien en un principio se pensó que esta

conjugación estaba catalizada por una única enzima, la tripanotiona

sintetasa (Henderson y col., 1990), posteriormente se identificaron dos

enzimas ATP dependientes involucradas en esta síntesis: la

glutationilespermidina sintetasa (GSS), que forma tanto N‘- como N“­

glutationil espermidina, y la tripanotiona sintetasa (TRS)que cataliza la

adición de la segunda molécula de GSH a la glutationilespermidina

(Smith y col., 1992).



Introducción - 46
. . \ . .’.-l'-r..n.’ ¡1,

La glutationilespermidina no es exclusiva de los organismos que

poseen tripanotiona, ya que se encuentra también en Escherichia coli

(Tabor y Tabor, 1975), probablemente regulando los niveles de sus

precursores, GSHy espermidina.

3.2.3 - Ciclo redox de la tripanotiona

La enzima que reduce a la forma oxidada de la tripanotiona, T(S)2, es

la tripanotiona reductasa (TR). Esta enzima fue purificada por primera

vez a partir de Crithidia fasciculata en el año 1986 (Shames y col., 1986).

Su caracterización y posterior purificación en otros tripanosomátidos

revelaron su similitud con la enzima de mamífero glutatión reductasa

(GR).Ambas tienen un peso molecular de aproximadamente 50 kDa y son

flavoenzimas homodiméricas NADPH-dependientes que contienen un

disulfuro que es reducido y oxidado durante la catálisis (Krauth-Siegely

col., 1987; Shames y col., 1988; Fairlamb y Cerami, 1992). Sin embargo, a

pesar de presentar un 41% de identidad aminoacídica, la TR y la GRson

muy específicas para sus respectivos sustratos, lo cual es determinado

por el ancho y la distribución de cargas en el sitio de unión del mismo

(Krauth-Siegel y Schoneck, 1995).

Durante varios años se buscó sin éxito a la tripanotiona peroxidasa, la

enzima capaz de relacionar el metabolismo de los hidroperóxidos con la

tripanotiona, como una proteína homóloga a alguna glutatión peroxidasa

(Fairlamb y Cerami, 1992). En el año 1997 se identifican dos

oxidorreductasas, que trabajando en forma concertada, reducen los

hidroperóxidos a expensas de tripanotiona, sugiriendo la inexistencia de

una tripanotiona peroxidasa (Nogoceke y col., 1997). El componente de

esta cascada que acepta los electrones de la tripanotiona es un ancestro

de la familia de las tiorredoxinas llamada triparredoxina (TXN).A su vez,

la TXNes el sustrato de una peroxidasa relacionada con las tiorredoxinas

peroxidasas (o peroxirredoxinas) denominada triparredoxina peroxidasa
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(TXNPx). Por lo tanto, en tripanosomátidos el flujo de equivalentes

reductores desde la T(SH)2hasta los hidroperóxidos está catalizado por

dos enzimas, TXNy TXNPx(Nogoceke y col., 1997; Flohé y col., 1999).

3.2.4 - Otras enzimas del ciclo del glutatión en el T.cruzi

Además de las enzimas involucradas en la síntesis y en la oxido­

reducción de la tripanotiona, se describieron otras actividades

enzimáticas en relación a este metabolismo, algunas de ellas no presentes

en el hospedero mamífero:

Glutatión-S-transferasa (GST): Es la enzima que conjuga el

glutatión con compuestos electrofílicos. Laactividad de GSTfue descripta

en T. cruzi (Yawetz y Agosin, 1980; Plumas-Marty y col., 1992) y una

enzima heterodimérica fue purificada a partir de extractos de

epimastigotes (Yawetz y Agosin, 1981). Sin embargo, hasta el momento

no han sido identificados sus genes.

Tripanotiona-S-transferasa: Si bien la tripanotiona es capaz de

formar S-conjugados en forma no enzimática (Moutiez y col., 1994) y

llegó a reportarse la existencia de una enzima que cataliza esta reacción

(Fairlamb y Cerami, 1992) aún no hay evidencias suficientes que avalen
la misma.

Tripanotiona-glutatión tiol transferasa (TcSZ): Esta enzima

pertenece a la familia de las tiorredoxlnas/glutarredoxinas y establece un

enlace entre el metabolismo del glutatión y la tripanotiona, ya que

reduce glutatión a expensas de tripanotiona (Moutiez y col., 1995). Posee,

además, la capacidad de reducir a expensas de glutatión ácido

dehidroascórbico, puentes disulfuros proteicos y puentes disulfuro de

compuestos de bajo peso molecular siendo una enzima clave en la

regulación del balance redox tiol-disulfuro intracelular (Moutiez y col.,

1997).
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Glutatión peroxidasa; Durante muchos años se dijo que los

tripanosomátidos no tenían glutatión peroxidasa, sin embargo

recientemente se clonó y caracterizó una glutatión peroxidasa en T. cruzi

(Wilkinsony col., 2000). Esta enzima presenta actividad de peroxidasa en

presencia de glutatión/glutatión reductasa y no de

tripanotiona/tripanotiona reductasa reduciendo una gran variedad de

hidroperóxidos pero no peróxido de hidrógeno (Wilkinsony col., 2000).

3.3 - Enzimas del clclo del GSH/l'(SH)2como blancos probables de

drogas tripanocidas

Existen amplias evidencias que la sobrevida y virulencia del parásito

dependen de los mecanismos de defensa antioxidantes endógenos. las

diferencias existentes en el metabolismo de los tioles entre el T. cruzi y el

mamífero, junto con el papel que cumplen el GSH y la T(SH)2 en el

mantenimiento del equilibrio redox intracelular, hacen de esta vía un

componente importante para el diseño de drogas tripanocidas (Krauth­

Siegel y Coombs, 1999).

la selección de un blanco para acción quimioterápica debe considerar

varios aspectos, como ser la importancia de su inhibición en la viabilidad

del parásito, la identificación de inhibidores específicos y la eficiencia de

inhibición requerida para eliminar al patógeno. Teniendo en cuenta estos

conceptos, hasta ahora sólo una enzima de este ciclo, la tripanotiona

reductasa, fue validada como potencial blanco de drogas (Flohé y col.,

1999; Fairlamb, 1999). Si bien se encontraron distintos tipos de

inhibidores de esta enzima (Krauth-Siegel y col., 1987; Henderson y col.,

1988; Tromelin y col., 1993) y un mayor conocimiento de la estructura

de la misma sentará las bases para el diseño racional de drogas,

desafortunadamente, se requiere una inhibición de su actividad mayor al

80% para disminuir la virulencia del parásito (Dumas y col., 1997) y sólo



Introducción - 49

la ablación completa de sus genes afecta la viabilidad del mismo (Krauth­

Siegel y Coombs, 1999).

la síntesis de la tripanotiona es un paso metabólico más interesante

para evaluar, ya que las enzimas son únicas y no presentan homología

con ninguna enzima conocida del mamífero. Pero hasta el momento no se

expresaron dichas enzimas en forma recombinante ni se obtuvieron
datos de su estructura.

la triparredoxina es un blanco atractivo para el diseño de drogas, ya

que interviene en dos procesos que determinan la viabilidad del parásito:

la regulación del metabolismo de los peróxidos y la biosíntesis de ADN

(Gommel y col., 1997; Ludeman y col., 1998). Las diferencias con las

tiorredoxinas de mamíferos en cuanto a secuencia y especificidad de

sustrato justifican la búsqueda de inhibidores específicos de esta enzima.

El diseño de inhibidores específicos de la triparredoxina peroxidasa será

un desafío aún mayor debido a que en mamíferos existen

peroxirredoxinas cercanamente relacionadas con esta enzima (Flohé y

col., 1999).

la TcSZes una enzima muy interesante a evaluar en este aspecto. la

deleción completa del gen es letal para el T. cruzi, mientras que la

deleción de un solo alelo produce problemas en la diferenciación del

estadío epimastigote a tripomastigote metacíclico (Allaoui y col., 1999).
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4) GUTATION-S-TRANSFERASAS Y TIORREDOXINAS/

GLUTARREDOXINAS: DOS SUPERFAMILIAS DE ENZIMAS

INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DEL GLUTATION

4.1 - Características generales de las glutatlón-S-transferasas (GSTs)

las GSTs son una superfamilia de enzimas multifuncionales que

participan en la detoxificación celular y excreción de sustancias

fisiológicas y xenobióticas. Catalizan la conjugación del grupo tiol del

glutatión reducido con varios compuestos electrófilos, haciéndolos más

solubles y facilitando su excreción. Como consecuencia de su rol de

detoxificación las GSTsestán implicadas en el desarrollo de resistencia de

células y organismos a drogas, insecticidas, herbicidas y antibióticos

(Pickett y Lu, 1989; Hayes y Pulford, 1995). 1a expresión de las GSTsestá

regulada a nivel de la transcripción por xenobióticos y peróxido de

hidrógeno. Esta regulación está mediada por elementos que actúan en cis,

como las secuencias ARE (“antioxidant-responsive element") y XRE

(“xenobiotic responsive element”) localizadas río arriba del gen, que le

permiten a la célula responder ante un compuesto tóxico o daño

oxidativo (Rushmore y Pickett, 1993).

Las GSTs son homo u heterodímeros con subunidades de

aproximadamente 25 kDa de peso molecular. En base a los primeros

estudios realizados con GSTscitosólicas humanas, estas enzimas fueron

clasificadas de acuerdo a la especificidad de sustrato y a la secuencia

aminoacídica en tres clases evolutivas diferentes denominadas Alfa, Mu y

Pi (Mannervick y col., 1985). Posteriormente, en algunos casos la

clasificación de las GSTsde mamíferos se extendió a otros organismos y

en otros, se definieron nuevas clases. [a clase Theta se encuentra

también en bacterias, levaduras, plantas e insectos y es considerada un

anceon de las clases de mamíferos recién mencionadas (Pemble y

Taylor, 1992). la clase Kappa es soluble y mitocondrial (Pemble y col.,
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1996). la clase Zeta fue recientemente definida y está presente en una

amplia gama de especies (Board y col., 1997). la clase Sigma está bien

representada en cefalópodos, la clase Phi en plantas y la clase Delta en

insectos (Buetler y Eaton, 1992; Blocki y col., 1993; Toung y col., 1993).

En general, existe una identidad aminoacídica del 70% dentro de las

clases y menor al 30% entre clases.

El sitio activo de las GSTs consiste de dos zonas: el sitio G, donde se

une el GSH, y el sitio H, donde se une el compuesto electrofílico

hidrofóbico. las clases Alfa, Mu, Pi y Sigma poseen una Tyr en la porción

N-terminal que forma un puente de hidrógeno con el tiolato del GSH

(Dirr y col., 1994), mientras que las clases Theta y Zeta tienen una Ser en

esa posición (Board y col., 1995; Board y col., 1997).

Desde el punto de vista inmunogénico, no hay que dejar de

mencionar el rol que cumplen las GSTsde trematodes digenéticos como

antígenos protectivos (Brophy y Pritchard, 1994). la GSTde 28 kDa de

Schistosoma mansom’ es la mejor caracterizada en este aspecto y es el

mejor candidato para una vacuna contra la schistosomiasis. La proteína

recombinante desencadena inmunidad protectiva en varios modelos

experimentales, brindando un nivel de protección contra la infección del

40 a1 70% y reduciendo la carga de gusanos y la fecundidad (Riveau y

col., 1998). Otro antígeno evaluado es la GSTde 26 kDa de Schistosoma

japonicum, sin embargo, esta proteína no provee una protección tan

consistente como la de 28 kDa (Mitchell y col., 1988; Wright y col.,

1991). las diferentes GSTsde Fasciola hepatica también son candidatas

para el desarrollo de una vacuna. la inmunización de ovejas y ganado

vacuno con las GSTs nativas protege significativamente de la infección

por este parásito (Morrison y col., 1994).
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4.2 - Característlcas generales de las tlorredoxlnas / glutarredoxlnas

las tiorredoxinas (Trxs) y las glutarredoxinas (ers) son proteínas

pequeñas (9 a 12 kDa) que poseen dos grupos sulfhidrilos en su sitio

activo, con el motivo Cys-X-X-Cys,que intervienen en la transferencia de

electrones mediante su oxidación y reducción durante la catálisis. Ambas

familias pueden transferir electrones desde el NADPH hacia la

ribonucleótido reductasa, una enzima esencial para la sintesis de ADN

que debe reducirse para estar activa. La Trx oxidada es reducida a

expensas del NADPHpor la flavoenzima tiorredoxina reductasa; mientras

que la er es reducida a expensas del GSH,el cual es reciclado a su forma

reducida por el NADPHy la flavoenzima glutatión reductasa (Holmgren,

1989) (Ver Figura: Metabolismo del glutatión página 50).

las Trxs son en general disulfuro-reductasas que cumplen un rol

regulatorio catalizando la reducción NADPHdependiente de puentes

disulfuro en diversas proteínas, no sólo de la ribonucleótido reductasa.

Por ejemplo, en plantas, las Trxs están involucradas en la activación

mediada por la luz de algunas enzimas fotosintéticas del cloroplasto

(Muller y Buchanan, 1989).

Por otro lado, existen evidencias que las Trxs ocupan un lugar central

en el control de la proliferación y división celular. Algunos genes que

codifican para Trx son inducibles por daño oxidativo y su producto es

secretado de la célula, ejerciendo su acción tanto a nivel intracelular

como extracelular (Nakamura y col., 1997). Dentro de la célula las Trxs

inducidas protegen contra las especies reactivas del oxígeno, intervienen

en transducción de señales, por ejemplo catalizando la activación del

receptor de glucocorticoides (Grippo y col., 1985) y regulan la unión al

ADNde algunos factores de trancripción, como el NF-kB(Matthews y col.,

1992). A nivel extracelular, actúan como un factor de crecimiento

estimulando el crecimiento tumoral e inhibiendo la apoptosis (Buchanan

y col., 1994; Powis y col., 1998).
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las ers (también denominadas transhidrogenasas o tioltransferasas)

poseen actividad de GSH-disulfuroóxido reductasas. Además de reducir

puentes disulfuros proteicos, las er pueden reducir disulfuros del GSH

con compuestos de bajo peso molecular, hecho que las diferencian de las

Trxs (Holmgren y Aslund, 1995). las ers se encuentran en diversos

organismos como Escherichia coli (Holmgren, 1979 a y b), levaduras,

plantas, mamíferos e incluso es codificada por algunos virus (Eklund y

col., 1984). A pesar que se conoce muy poco acerca de su rol fisiológico,

además de su participación en la reducción de la ribonucleóu’do

reductasa, se conoce su participación en la reducción del sulfato (Russel

y col., 1990) y en la regeneración del ácido ascórbico citoplasmático

(Wells y col., 1990).

4.3 - Tiorredoxinas y glutarredoxlnas en trlpanosomátidos

la triparredoxina (TXN)puede ser clasificada como una tiorredoxina

ancestral, ya que no presenta las características de una Trx típica. las

enzimas clonadas en C. fasciculata (dos isoformas) (Montemaru’ni y col.,

1998; Guerrero y col., 1999) y T. brucei (Ludemann y col., 1998) tienen

un peso molecular de 16 kDa, un 50% mayor que las Trx de mamífero, y

poseen un sitio activo con el motivoWCPPCRen lugar de WCGPCK.la TXN

presenta muy baja homología con las Trx típicas y la misma está

circunscripta a la región del sitio activo (Flohe y col., 1999). Ia TXNfue

en principio descripta como una U‘ipanotiona-peroxirredoxina óxido

reductasa, ya que transfiere electrones desde la tripanoüona hasta la

tryparredoxina peroxidasa (Nogoceke y col., 1997). Posteriormente, se

determinó que el par T(SH)z/TNXreduce a la ribonucleótido reductasa de

T. brucei (Ludemann y col., 1998). la caracterización bioquímica de la

TXNde T. brucei llevó a postular la clasificación de esta enzima en una

nueva clase diferente a tiorredoxinas o glutarredoxinas (Ludemann y col.,

1998).
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la tripanotiona-glutatión tiol transferasa (TcSZ) es una proteína

descrin en T. cruzi de 52 kDa que consta de dos dominios homólogos y

posee homología significativa con GSTsy proteínas inducibles por calor

(Schoneck y col., 1994). [a TcSZ fue clasificada como una üol-disulfuro

óxido reductasa y en su secuencia N-terminal contiene el motivo CPFC

característico. Es la enzima que reduce glutatión a expensas de

tripanotiona (Moutiez y col., 1995) pero a su vez presenta características

enzimáticas de una er, como la capacidad de reducir disulfuros de bajo

peso molecular y el ácido dehidroascórbico (Moutiez y col., 1997).

Además de intervenir en el metabolismo de los tioles, la Tc52 modula

la producción de citoquinas y la expresión de la óxido nítrico sintetasa

inducible en los macrófagos (Fernández-Gómez y col., 1998). Esta enzima

también está involucrada en la metaciclogénesis del T. cruzi (Allaoui y

col., 1999). la multifuncionalidad de la TcSZ es otra característica en

común con miembrosde la superfamiliaTrx/er.

4.4 - GIutatlon-S-transferasas con características de glutarredoxlnas

las GSTsy las ers tienen la característica en común de utilizar GSH

como sustrato y por lo tanto ambas familias poseen un sitio de unión

específico para este compuesto. Sin embargo, las GSTs catalizan una

reacción de conjugación del GSH, mientras que las er son óxido

reductasas que oxidan GSH,intervieniendo en el flujo de electrones el

puente disulfuro acu'vo del motivo CXXCde la región N-terminal

(Holmgren y Aslund, 1995).

La caracterización de estructuras cristalográficas de algunas GSTscon

el GSH demostró que existen GSTs que poseen una Cys en el sitio de

unión al GSH, en lugar de la Tyr o Ser típica, que forma un puente

disulfuro con el GSH, sugiriendo que en estos casos la enzima podría

intervenir en una reacción redox en lugar de conjugación. En base a estas
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observaciones se definieron dos nuevas clases, Beta y Omega (Rossjhon y

col., 1998; Board y col., 2000).

la clase Beta está compuesta por GSTs bacterianas. Este grupo de

enzimas presenta muy baja homología con GSTsde mamíferos, hecho por

el cual algunas de ellas habían sido clasificadas en la clase Tetha. Estas

GS’I‘sposeen propiedades cinéticas e inmunológicas muy distintas a las

enzimas típicas y tienen muy poca actividad con los sustratos

convencionales (Mignogna y col., 1993). Además, estas enzimas poseen

otras actividades enzimáticas como diclorometano dehalogenasa (la

Roche y leisinger, 1990), tetraclorohidroquinona dehalogenasa

(McCarthy y col., 1996) y B-eterasa (Masai y col., 1993).

la clase Omega existe en varias especies de mamíferos y en

Caenoharbditis elegans. la GST Omega 1-1 humana recombinante

funciona como tiol transferasa y dehidroascorbato reductasa, ambas

actividades características de las ers (Boardy col., 2000).

En base a estas nuevas observaciones se postula que la clase Theta de las

GSTs evolucionó a partir de un miembro ancestral de la superfamilia

Trx/er (Rossjohny col., 1998).

4.5 - Estructura trldlmenslonal

Si bien no existen altas identidades entre la estructura primaria de las

GSTs, las Trxs y las ers; el dominio amino terminal de las GSTsy las

ers y Trxs en su totalidad, tienen una estructura tridimensional común

denominada “plegamiento tiorredoxina” (“thjoredoxin fold”). Esta forma

básica de plegamiento está compuesto por 4 hojas plegadas [3en un

mismo plano y 3 hélices a, 2 de ellas (ody a3) a un lado del plano

generado por las hojas p y 1 del otro (a2). El esquema del plegamiento se

compone de un motivo N-terminal 610.162unido por a2 a un motivo C­

terminal [138406(Martin, 1995).
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El plegamiento Trx comprende aproximadamente 80 aminoácidos,

pero las diferentes proteínas pueden tener residuos adicionales a esta

forma básica. Las er que fueron cristalizadas no presentan ninguna

estructura adicional, mientras que las Trxs poseen una hoja plegada [3y

una o:hélice extra en su extremo N-terminal. En el caso de las GSTsexiste

un dominio helicoidal C-terminal conectado al plegamiento Trx (Martin,

1995).
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OBJETIVO GENERAL;

Lasdrogas actualmente utilizadas para el tratamiento de la infección

por T. cruzi presentan múltiples efectos colaterales y una eficacia muy

variable en las etapas indeterminada y crónica de la infección. Por otro

lado, no existe hasta el momento una vacuna que impida la transmisión y

la enfermedad de esta parasitosis.
Teniendo en cuenta la necesidad de la obtención tanto de buenos

inmunógenos como de blancos para el diseño de nuevas drogas

tripanocidas más efectivas y seguras, el objetivo general de este Trabajo

de Tesis fue:

"Deflnlrnuevos posibles blancos para el control de la transmlsión de la

Infección por T. cruzi a partir de la identificación de proteínas en este

parásito relacionadas con glutatión-S-transierasas (GSTs) de otros

organlsmos"

La selección de las GSTspara dirigir esta búsqueda se debió a: 1) que

sus genes aún no han sido identificados en T. cruzi aunque su actividad

está presente en este parásito (Yawetz y Agosin, 1980; Yawetz y Agosin,

1981), 2) la inmunización con fracciones de T. cruzi con actividad de GST

presenta efectos protectivos contra la infección experimental (Plumas ­

Marty y col., 1993) y 3) la participación de esta enzima en el ciclo del

glutatión, un metabolismo divergente entre el T. cruzi y su hospedero

mamífero, en el cuál la identificación de nuevos componentes

posibilitaría la definición de probables blancos de acción quimioterápica

(Fairlamb y Cerami, 1992; Fairlamb, 1999).
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EABTEA: Identificación y caracterización molecular del
gen TcGRXque codifica para una probable glutarredoxina
de Trypanosoma cruzi con homología con glutatión-s­
transferasas

A.1- BREVE INTRODUCCION:

la actividad de glutatión-S-transferasa (GST), una enzima del

metabolismo del glutatión (GSH) que participa en la detoxiflcaclón,

está presente en T. cruzi. En la década del 80 se purificó una GST

heterodimérica con características diferentes a las GSTsde mamíferos y

probablemente relacionada con la resistencia a agentes tripanocidas

(Yawetz y Agosin, 1981). Sin embargo, hasta el momento sus genes no

han sido identificados.

Teniendo en cuenta que el metabolismo del GSHes divergente en T.

cruzi y su hospedero mamífero, la identificación en el parásito de

nuevas enzimas involucradas en este ciclo puede brindar nuevos

posibles blancos para el desarrollo de drogas tripanocidas.

A.2 - OBJETIVOS PARTICULARES PROPUESTOS PARA ESTA
SECCION:

o Seleccionar secuencias de genes funcionales (ADNco ESTs)resultantes

del Proyecto Genoma de T. cruzi que presenten homologías con

GSTs,a fin de identificar nuevos componentes del metabolismo del

GSH que puedan ser propuestos como posibles blancos de

quimioterapia.

u Realizar la caracterización molecular de los genes seleccionados.

o Analizar las secuencias de los productos codificados por los genes

identificados.
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u Expresar las proteínas recombinantes.

A.3 —RESULTADOS Y DISCUSION:

- Identificación de un nuevo gen del T. cruzl homólogo con GSTs:

Como resultado de la búsqueda en el banco de datos de ESTs,se

seleccionaron dos clones provenientes del Proyecto Genoma de T. cruzi,

19h22 (n° acceso en GenBankW: AIO46207) y 44h9 (n° acceso en

GenBankT“: AW33037), con homología con una probable GST del

nematode Caenoharbditis elegans (emb/CAA94368.1).

La secuencia de ambos clones demostró que el clon 19h22 poseía 232

bases adicionales hacia el extremo 5’ en comparación con el clon 44h9.

Ellargo total del clon 19h22 fue 972 pb, presentó una región codificante

de 843 pb incompleta en su extremo 5’ y una zona 3’ no traducida de

108 pb precediendo a la cola de poliadenina (poliA) (Fig.A-1).

Para obtener la secuencia del gen completo, el clon 19h22 fue

utilizado como sonda en un rastreo de una genoteca de T. cruzi

construida en cósmidos (gentilmente cedida por el Dr. Hoheisel,

Heidelberg,Alemania). Se obtuvieron 25 clones positivos y uno de ellos

fue seleccionado al azar, el 35i22, para su secuenciación. la secuencia

genómica con oligonucleótidos específicos mostró un marco abierto de

lectura de 936 pb, una zona de poliPy a partir de la posición -19 del

codón de iniciación, con un posible sitio de adición del miniexón en la

posición -16. Enla zona 3’ no traducida también presentó una zona de

polipirimidina (poliPy) relacionada con la adición de la cola de poliA

110 bases después del codón de terminación (Matthews y col., 1994)

(Fig.A-1).
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- Este nuevo gen codlflca para una probable er homóloga a
GSTs de diversos organlsmos:

Elgen identificado codifica para una proteína de 312 aminoácidos

con un peso molecular estimado de 35.17 kDa y un pI de 8.99. la

secuencia proteica presentó el patrón completo de glutarredoxinas

(ers), L-Y-xm-C-P-F-C-XarA-xarL,entre la posición 73 y la 88, siendo

CPFC el sitio activo probable (Holmgren, 1989) (Fig. A-l). Dada la

probabilidad que dicha proteína sea una nueva er del T. cruzi, fue

denominada TcGRX.

La comparación de la secuencia aminoacídica de TCGRXen los

bancos de datos utilizando los programas BLASTPy PSI-BLASTdemostró

su homología tanto con miembros de la familia de ers como de la de

GSTs. la Figura A-2 muestra el alineamiento de la TCGRXcon algunas

ers y GSTsya caracterizadas en cuanto a su actividad enzimática. La

GST de C. elegans con la cual presenta su mayor homología no se

muestra en la figura ya que esta secuencia surgió como resultado del

ProyectoGenoma de este organismo, no habiéndose confirmado aún su

funcionalidad (Wilsony col., 1994).

Laproteína con mayor identidad que se muestra en la Figura A-2 es

la proteína Su(P) de Drosophila melanogaster, la cual presenta un 26.3

96 de identidad con la TCGRXa lo largo de toda su secuencia. Esta

proteína fue propuesta como posible transportador de electrones y

probablemente se une a una proteína denominada ref(2)P (Dezelee y

col., 1989), homóloga a proteínas inducibles por xenobióticos o daño

oxidativo al igual que las GSTs (Rushmore y col., 1991) (Dr. D.

Contamine, Universidad de Versailles-St. Quentin, Versailles, Francia,

comunicación personal).
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la secuencia proteica deTcGRXpresenta similitud con miembros

muy bien caracterizados de la familia er, como la er2 y 3 de

Escherichia coli y la Trx del fago T4 la cual también funciona como una

er (Holmgren, 1978). De todas ellas, mostró mayor identidad con la

erZ de E. coli con un 23.7 % en la región central que abarca desde el

residuo I71 hasta el residuo K153,elevándose a 33.7% si se consideran

los cambios conservau’vos de aminoácidos (Fig. A-2). [a er2 de E. coli

es una er atípica, ya que presenta un peso molecular de 27 kDa,

mucho mayor que las er convencionalesy sólo presenta similitud con

las er 1 y 3 de E. coli en la región del sitio activo (Aslund y col., 1994;

Vlamis-Gardikas y col., 1997).

LaTcGRXmostró también similitud con miembros de las clases más

ancestrales de GSTs como ser Sigma, Theta, Phi y Zeta. En la Figura A-2

se muestra el alineamiento con la GST inducible por auxinas de

Arabidopsis thaliana (Van der Kop y col., 1996) y con la GST de

subclase Sigma de Ascaris suum (Liebau y col., 1997), con las cuales

presenta un 12.8 y un 9.6 % de identidad, respectivamente.

- El modelado molecular de una porción de la TcGRXsuglere una
estructura trldlmenslonal tÍplca de la famlllaTrx/er:

La comparación de la secuencia aminoacídlca de TcGRXen el banco

de estructuras tridimensionales utilizando los programas SASFasta y

Swiss Model resultó en dos posibles templados para modelar una

porción de esta proteína: la er3 de E. coli (3GRX)(Nordstrand y col.,

1998) y la Trx del fago T4 (Sóderberg y col., 1978), respectivamente.

Ambas poseen la estructura característica de la familia Trx/er

conteniendo cuatro hojas plegadas |3 paralelas y tres o: hélices a los

lados (Martin, 1995).
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la TcGRXse alinea con la er3 de E. coli desde el residuo P69 hasta

el residuo K144 con un 23.1 96 de identidad y con la Trx del fago T4

desde el residuo K66hasta el residuo V157 con un 20.6 96de identidad

(Fig. A-2). Los modelos tridimensionales de la TCGRXconstruidos sobre

ambos templados resultaron muy similares, por lo tanto sólo se

muestra el modelado molecular sobre la er3 de E.coli. El alineamiento

primario entre ambas secuencias que se muestra en las Figuras A-2y A-3

está modificado manualmente con el fin de conservar la estructura

secundaria. De esta forma se incrementó la similitud entre la TCGRXy

la er3 de un 47.5 % a un 51 96. El modelo tridimensional de la TcGRX

mostró la estructura típica Trx/er en una extensión de 82

aminoácidos cercana a1 extremo N-terminal. Presentó una estructura

(¡Bot“sandwich” de tres capas conformada por los motivos [3104182y

[339408conectados mediante la hélice a2, conteniendo una hélice

adicional a4. las hojas [31y B2resultaron paralelas, mientras que B3y B4

antiparalelas; a1 y a3 se orientaron de un lado del plano de las hojas |3

y a2 del otro lado del plano (Fig. A-3).

- El gen TcGRXestaría presente en una única copla por genoma
haplolde del paráslto:

El ADNde T. cruzi digerido por diferentes enzimas y transferido a

membranas de nylon fue hibridado con el clon 19h22 radiomarcado. La

sonda reconoció el ADNdel clon CL Brener y de la cepa Tulahuén del

parásito (Fig. A-4 a y b). las hibridaciones del ADNde T. cruzi cortado

con enzimas que digieren fuera de la región codificante, como ser EcoRI,

SacI y PstI dieron como resultado un único fragmento marcado,

inclusive cuando el ADNse cortó durante distintos tiempos (Fig. A-4 a y

b). El corte del ADNcon la enzima BamHI, que posee un sitio en la
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mitad del gen TcGRXdio como resultado la hibridación de dos

fragmentos (Fig. A-4 a). Estos resultados sugieren que el gen TcGRX

estaría presente en copia única por genoma haploide. Estos resultados

fueron confirmados en experimentos de “dot blot” hibridando

cantidades crecientes de ADNdel parásito con cantidades fijas del clon

19h22 (resultado no mostrado). La detección de 25 clones de la

genoteca de T. cruzi construida en cósmidos con el ADNc19h22 avala

la posibilidad que este gen se encuentre en copia única dado que dicha

genoteca presenta 25 copias del genoma del parásito (Hanke y col.,

1996).

la hibridación de cromosomas del clon CL Brener de T. cruzi

separados por electroforesis en campo pulsado y transferidos a

membranas de nylon determinó que el gen TcGRXse encuentra en dos

cromosomas posiblemente homólogos de 680 y 775 kpb (Fig.A-4c).

- La TcGRXrecombinante formó cuerpos de ¡ncluslón y afectó el
crecimiento de la bacterla al ser expresada en un slstema
heterólogo:

El gen TcGRXfue amplificado por PCRcon iniciadores específicos a

partir de su secuencia genómica completa codificada en el cósmido

3Si22. El fragmento amplificado fue clonado en el vector de expresión

procariota pQE (Qiagen), el cual adiciona 6 histidinas al extremo N­

terminal de la proteína recombinante para facilitar su purificación

mediante cromatografía de afinidad con metales inmovilizados (IMAC).

Elestudio de la expresión de la proteína codificada por el gen TcGRX

partió del análisis delO colonias recombinantes inducidas con una

concentración lmM de IPTG. Se encontró que sólo una colonia,

denominada TcGRX#12, presentó una buena expresión de una proteína
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con un peso molecular menor al esperado de 25 kDa. la secuencia de

ADNdeterminó la deleción de un nucleótido en la posición 540 a partir

del codón de iniciación que resultó en un cambio en el marco de

lectura, dando un codón de terminación 252 bases antes. la proteína

mutada TCGRX#12 formó cuerpos de inclusión en las condiciones de

inducción utilizadas y pudo ser purificada por columna de IMACsólo

en condiciones desnaturalizantes (Fig.A-Sa).

El resto de las colonias recombinantes tuvo un comportamiento

atípico, ya que luego de la inducción con IPTG no se detectó un

aumento de la densidad óptica a 660 nm, indicando una detención en

el crecimiento de las bacterias o la lisis de las mismas. Luego de la

inducción con lmM de IPTG se detectó una proteína del tamaño

esperado, 39 kDa., pero de expresión muy débil (Fig. A-S b calle 2). El

nivel de expresión de la proteína recombinante aumentó al disminuir

la concentración de IPTGa 0.1mM (Fig.A-Sb calle 3). Inesperadamente,

se logró la máxima inducción cuando la bacteria se creció sin inductor

(Fig. A-S b calle 4), sugiriendo la falta de represión producida por la

inactivación de los antibióticos luego de un cierto tiempo de cultivo a

37°C y consecuente pérdida del plásmido que codifica para el represor

(Manual Qiaexpressionist, Qiagen, 1997). En todos los casos, la TCGRX

recombinante se encontró en cuerpos de inclusión (Fig. A-5 b calles 5 y

6) y por lo tanto, no fue posible purificar la proteína por cromatografía

de afinidad en condiciones nativas (resultado no mostrado). la TCGRX

recombinante tampoco se encontró en el sobrenadante concentrado del

cultivo de las bacterias inducidas con 0.1mM de IPTG,sugiriendo que

dicha proteína afecta el crecimiento de las bacterias en lugar de

provocar su lisis (Fig. A-Sb calle 7).

la producción de GSTsy ers recombinantes insolubles en sistemas

bacterianos fue documentada por diversos autores (Vlamis-Gardikas y
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col., 1997; Sherrat y col., 1997); incluso, llegó a documentarse la baja

afinidad por la columna de IMACde la fracción soluble de una GST

recombinante fusionada a His (Sherrat y col., 1997). En el caso de la

TcGRX,la falta de crecimiento de la bacteria sugiere la toxicidad de esta

proteína para este organismo, aún en cantidades imperceptibles. Estos

hechos coinciden con la obtención de una máxima expresión de la

proteína recombinante sin agregado del inductor, ya que en estas

condiciones la síntesis de la misma sería más lenta, permitiéndole a la

bacteria crecer normalmente y formar los cuerpos de inclusión. El

agregado de IPTGinduciría una expresión explosiva de la TCGRXcon los

consecuentes efectos tóxicos.

Es necesario el clonado de esta enzima de T. cruzi en diversos

vectores procariotas con el objeto de encontrar el sistema ideal capaz

de permitir la obtención de esta proteína en forma soluble para realizar

su caracterización bioquímica.
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Eignna_A;J.:Secuencia genómica y deducción de la secuencia
aminoacídica de laTcGRX



Secuencia genómica y deducción de la secuencla amlnoacídlca
de IaTcGFix:

las zonas de poliPy en las regiones 5’ y 3’ no traducidas se encuentran
subrayadas. El sitio AG posiblemente aceptor del minlexón se indica
con una flecha negra y el sitio de adición del poliAcon una flecha azul.
Losasteriscos negro y rojo indican el inicio de los clones de ADNc19h22
y 44h9, respectivamente. El sitio activo característico de las ers, CXXC,
se encuentra recuadrado en azul.
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Eigiuza_A;Z: Alineamiento aminoacídico de la TCGRXcon

miembros seleccionados de las familias de ers y GSTs



Alineamiento aminoacídico de la TcGFiX con miembros
seleccionados de las familiasde ers y GSTs:

las secuencias alineadas corresponden a los siguientes organismos
(entre paréntesis se muestra el número de acceso al GenBankTM):TcGRX,
Trypanosoma cruzi (AP223386); DmSu(P), Drosophila melanogaster
(AJ11320); ECGRX3,Escherichia coli (3GRX.pdb); EcGRXZ,Escherichia coli
(P39811); T4TRX, fago T4 (1AAZ.pdb); AtGST, Arabidopsis thaiiana
(P46421) y AsGST,Ascaris suum (P46436). Las secuencias se alinearon
con el programa Clustal W. La estructura secundaria de la EcGRX3
usada para el modelado de la TCGRXse muestra en negrita abajo del
alineamiento (H, orhélices; E, hoja plegada B;t, vuelta y -, espiral). los
aminoácidos idénticos con TCGRXestán sombreados. La secuencia
dentro del recuadro grande indica el patrón de er (PROSITE2P800195).
El recuadro más pequeño indica el sitio activo CXXC.El * indica que la
secuencia es parcial, el número total de aminoácidos de estas proteínas
está dado en el extremo C-terminal después de la barra.



TcerMVLGKGSIGRK-----LLGATGLIGSLAIGGGYFTYQRRLKBNRSCTABEPNAAQNQ-BELSWALSHLRNPKBHP-QIxuxa!BELTA85
DmSu(P)‘ÁVAV"NULrALAVLGÁTVGAATGSVYTMYQRWTDGSSHKEHEETKPTRLDGIPAGVRITKRYVNPKDTSGLDIrqrgï‘rrbRV139

EcerSAEVEannlP!LKA17 EcerzH:XLXDHEXCA15 T4Tr1HrKV-YGYSNIEVYCDNA20
AtGSTHABRB-BVKLLGIWASPFSRRV21 AtGSTHP-QYKLTY!DIRGLGEGA8

--IIIII-tt-Hllflnfl

TcerX'LDYAKIPHECVEVEPMP-KKB-ISSFAYKK-—VPQLQFNVH--GYNGPLVVDSBIIVSTLAKHVGHEKQLK153
DmSu(P)RAIDYHGISYAVVEVDAVL-RQD-IRWSSVKR-VPHVLIRQQ--DGKYVQMVDSSAIISLIATHLQDKRTDIGELAQFYPETSFFDDDGKKK227 Ecer3K"LSSKGVSFQRLPIDGNAAKRB-BHIKRSGRTTVPQIFIDAQHIGGCDDLYALDARGGLDPLLK82 ECGrXZRM|FGLKNIPVELHVLLNDD-ABTPTRMVGQKQ-VPILQKDDS-—-RYHP-------ESHDIVHYVDKLDGKP76 T4TrxRRLTVKKQPFEFINIHP---E-KGVFDDEK-IABLLTKL--GRDTQIGLTHPQVPAPDGSHIGGFDQLR83

AtGSTBHALKLKGIPYEYVBEILEN-KSP-LLLALNPI-HKKVPVLVH---NGRTILBSHVILEYIDETWPQNPIL86 AtGSTRLIFHQAGVKFEDNRLKRED-WP---ALKPK-TPPGQLPLL—-IVDGBVLAQSAAIYRYLGRQFGLAGKT81

BIBHHl--tllllltt--IHHIllull! -----Illtt—ll--HIHEBI!IH-t-EEII­

rear:¿PBWKWREWARGPHVRLLT--IJFNSSLYRAWCGYBYINNIDT-IPYANKLI’LRIVGAPVHYLVSQYITR221
manu.)NDILNRYFLHYRBHTPKGVSKBTDETDRKWRSWADSHLVHLISPNCYQTHGESLRTFBWSQAGEWDVHFPKWBRDLMVYCGATAHWAIAKHLKR322

Eber382 ECGernrcxnsvunnmmwncym----unannrusunzrsa-pm119
T4“!EYE!87

MGS!hñnvmnsnn-nrmnvnzoIMNVGHsm-nnmumovuummxnvc—143 ¿tGSTPHBBAQVDSIFDQP--KDFHABLRPCFRVLAGFEEGDK-EKVLKBVAVPARDKHLPLLEKFLAK-142
TcGr!PRLLKSGHLHBGBDVKGRLBGEINT?IBKALLGGKKKPHGGSKPDLA-DLDTYGVLQSVRGERVYBRIVQBTPIK-PHLDSHDK8VGEVGHHG312 Dm8u(P)-R ------BAL8DDVRSHH!DALDQWTTELKRRNTKFHGGRQPSLA-DLSVFGVLSSHBGCQTFKDCLQNTSIG-RW?YDV!ALVEKNRGQL*405/419

Bcer3
ECGrXZ ------KYFVDKKEASAGNFADLLAESDGLIKNISDDLRALDKLIV-KPNAVNGELSBDDIQLPPLLRNLTLVAGINWPSRVADYRDNHAKQT*205/215

T4Trz
AtGST--K--DYFGGKTVGFLDFVAG8LIPFCLBRG--HBGIGLBVIT-BBKFPBFKRHVRNLBKVBIVRDCVPPR-BEEVBEHNYHABRVRBB224 AtGST --------8GSEYHVGRSVTWADLVITDSLAS--WESLIPDrLSGHLQLKK!IBEVRBLPNIKRHIABRPKT-PY--------------206
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ElgumAá.‘ Modelado molecular de la TCGRXtomando como

templado la GRX3de E. c011



Modelado molecular de la TcGRXtomando como templado la
GRX3 de E. coli:

El modelado de la TcGRXfue realizado por reemplazo molecular a
partir de la estructura tridimensional obtenida por cristalografía de la
er3 de E.coli utilizando el programa TOM/mdFrodo (Cambillau y col.,
1987). Al pie de la secuencia se muestra la porción alineada entre
ambas proteínas y su estructura secundaria (H, a hélices; E, hoja
plegada B;t, vuelta y -, espiral). Losaminoácidos idénticos se muestran
en color rojo y los cambios conservativos en verde. El alineamiento fue
modificado manualmente de forma tal de conservar la estructura
secundaria y aumentar la similitud entre las secuencias. El porcentaje
de similitud obtenido fue del 51% tomando como reemplazos
conservativos aquellos residuos con polaridad o carga electroestática
similar. Losresiduos 38, SO,51 y 61-63 fueron eliminados de la er3 y
la estructura terciaria fue ajustada gráficamente, realizando por último
tres pasos de refinamiento del modelo.
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mui; Caracterizaciónmoleculardel genTcGRX



Caracterlzación molecular del gen TcGRX:

a) Ensayo de “southern blot” sobre ADN de T. cruzi clon CL Brener
digerido totalmente con EcoRI(E), BamHI (B) y SacI (S) utilizando
como sonda el clon 19h22.

b) Ensayo de “southern blot” sobre ADNde T. cruzi cepa Tulahuén
digerido parcialmente con la enzima PstI utilizando como sonda el
clon 19h22. los tiempos de incubación se indican arriba de cada
calle.

c) Localización cromosómica del gen TCGRXen el clon CLBrener.

En todos los casos la flecha indica el sitio de siembra del ADNen el gel
de agarosa.



1h 4h: 16 hs

b)

kba

—_____:__:__mmm32:22.“,
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mmLWP
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Eignna_A;5.; Expresión y purificación de la TcGRX
recombinante



Expresión y purificación de la TcGRXrecomblnante:

las fracciones obtenidas en los distintos pasos de la inducción y
purificación de la TCGRXrecombinante (a, proteína truncada,
TCGRX#12,y b, TCGRXentera) se corrieron en un gel de poliacrilamida
15%con SDSy se visualizaron mediante tinción con Coomassie Brillant
Blue. MPM,marcadores de peso molecular. la flecha señala la proteína
inducida (a, 25 kDa y b, 39 kDa).

a) Inducción y purificación de TCGRX#12:(1) Sonicado de bacterias
recombinantes no inducidas, (2) sonicado de bacterias inducidas con 1
mM de IPTGdurante 3 hs, (3) pellet y (4) sobrenadante de 9000 x g del
sonicado de bacterias inducidas, (5) Proteína TCGRX#12recombinante
purificada por columna de IMACen condiciones desnaturalizantes.

b) Inducción de la proteína TCGRXrecombinante con distintas
cantidades de IPTG: tpi, tiempo post-inducción, (1) sonicado de
bacterias no inducidas, (2) sonicado de bacterias inducidas con 1 mM,
(3) 0.1 mM y (4) O mM de IPTG durante 3hs, (5) pellet y (6)
sobrenadante de 9000 x g proveniente de (4) y (7) sobrenadante de
cultivo proveniente de (3).



Sonicado pQE-TcGRX#12

kDa MPM 1 2 3 4

Conc IPTG (mM) 0 1 0.1
tpi. (hs)

kDa MPM 1 2
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PARTE B: Identificación y caracterización de antígenos en el
Trypanosoma cruzi con epitopes compartidos con la GSTde 26
kDade Schistosoma japonicum. Evaluación de estos antígenos
en ensayos de inmunoprotección experimental.

B.1 - BREVE INTRODUCCION:

las GSTsson enzimas que presentan muy baja homología en su

estructura primaria pero poseen una estructura tridimensional

muy conservada (Dirr y col., 1994; Martin, 1995).

En T. cruzi existen antígenos de reactividad cruzada con la GST

de 26 kDa de Schistosoma japonicum (GSTsj) (Gruber y Zingales,

1992), los cuales hasta el momento no han sido suficientemente

estudiados. Por otro lado, se describió el efecto protector de una

fracción de T. cruzi con actividad de GST contra la infección

experimental por este parásito (Plumas-Marty y col., 1992; Plumas­

Marty y col., 1993 ).

La GSTsjes una enzima muy bien caracterizada, que demostró

ser un candidato potencial para una vacuna contra la

schistosomiasis (Mitchell y col., 1988; Yang y col., 1995) y es uno

de los blancos de acción del prazicuantel, una droga utilizada

contra este parásito (McTigue y col., 1995). Esta enzima se

encuentra clonada en los plásmidos de expresión comerciales pGEX

(Pharmacia/Biotech) y puede purificarse fácilmente mediante

cromatografía de afinidad con GSH(Smith y Johnson, 1988).

Dados los antecedentes, se consideró interesante profundizar la

caracterización de los antígenos de T. cruzi con epitopes

compartidos con la GSTsja fin de evaluar los mismos en protocolos

de inmunoprotección.
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B.2 —OBJETIVOS PARTICULARES PROPUESTOS PARA ESTA SECCION:

a Identificar en T. cruzi los antígenos de reactividad cruzada con

la GSTsjmediante ensayos de “western blot” y rastreo en una

biblioteca genómica utilizando un suero anti-GSI‘sj.

o Purificar los antígenos de reactividad cruzada a partir de

homogenato de epimastigotes mediante cromatografía de

afinidad con anticuerpos anti-GSTsj.

u Secuenciar el extremo N-terminal de los antígenos purificados.

u Determinar si los antígenos purificados presentan actividad de

GST.

u Caracterizar los genes de los antígenos obtenidos en el raser

inmunológico.

¡:1Evaluar la capacidad inmunoprotectora en ratones de la cepa

BALB/cde los antígenos seleccionados.

8.3 - RESULTADOS Y DISCUSION:

- El suero antl-GSTs] reconoce antígenos en el estadío epimastigote deT.
cum:

la GSTsj expresada por el plásmido de expresión pGex-l y

purificada mediante cromatografía de afinidad con GSH fue

utilizada para producir un antisuero de conejo. Este anti-suero

demostró reactividad contra antígenos de T. cruzi a partir de la

segunda dosis evaluada por las técnicas de enzimoinmunoensayo

(ELISA)y “western blot".

Utilizando como antígeno homogenato total (HT) de

epimastigotes de la cepa Tulahuén de T. cruz] en ELISA,el suero
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anti-GSTsjmostró una densidad óptica máxima 90 veces mayor que

la obtenida con un suero normal de conejo (SNC)a una dilución

1/50. Dicho suero específico mantuvo una densidad óptica mayor

a 0.1 aún cuando se lo diluyó 400 veces, siendo a esta dilución 16

veces más reactivo que el SNC (Fig. B-1 a). Cuando la técnica de

ELISAse realizó utilizando como antígeno la GSTsjrecombinante, el

suero específico demostró una densidad óptica mayor a 0,1 hasta

una dilución de 1/ 32000 (Fig. B-1a recuadro).

Con el fin de identificar las proteínas reconocidas por el suero anti­

GSTsj, el mismo se utilizó en ensayos de “western blot” sobre

extractos del parásito. Dos antígenos de 27 y 64 kDa fueron

visualizados sobre HT de epimastigotes de T. cruzi, mientras que

sobre la fracción soluble (FS) de este parásito el antisuero

reconoció dos proteínas de 27 y 38 kDa. Un antígeno de 27 kDa

también fue reconocido por este antisuero sobre HTde Leishmania

braziliensis (Fig. B-1 b).

- La actlvldad de GST en la FS de T. cruzl se vlo levemente lncrementada

luego del tratamiento con pHácido durante tiempos cortos:

Dado que uno de los objetivos planteados fue purificar los

antígenos de reactividad cruzada por cromatografía de

inmunoaflnidad con el suero anti-GSTsj y ya que este

procedimiento sometería a la FS del parásito a tratamientos que

podrían producir una pérdida de la actividad de GST, nos

propusimos evaluar esta actividad en las distintas condiciones a las

que sería sometida la enzima, como ser: 1) incubación a 4 °C por

varias horas, ya que el pegado de las proteínas se realizaría
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durante toda la noche a esa temperatura y 2) disminución del pH,

ya que la elución se realizaría a pH 2.3. Con este fin, se midió la
actividad de GST utilizando 1-cloro-2,4»dinitrobenceno (CDNB)

como sustrato en las condiciones standard (Habig y col., 1974) en

FSincubada a 4 °Cy/o llevada a pH 2.3 y luego neutralizada a pH 7

a distintos tiempos. la figura B-2 muestra la cantidad de

conjugados de CDNB formada en función del tiempo en FS

(control), FSque fue sometida a pH 2.3 durante 5 y 15 minutos, FS

incubada a 4 °C durante toda la noche y FS incubada a 4 °C

durante toda la noche y sometida durante 15 minutos a pH 2.3.

la actividad específica obtenida en la FS fue 0.932 +/- 0.410

nmoles/min/mg de proteínas, la cual, si bien mostró gran

variabilidad está dentro del rango publicado (Yawetz y Agosin,

1980; Yawetz y Agosin, 1981). La FSsometida durante 5 minutos a

pH 2.3 y luego neutralizada a pH 7 demostró una leve tendencia de

aumento de la actividad de GST (AE=1.35 +/- 0.226

nmoles/min/mg proteína), mientras que el tratamiento con bajo

pH durante 15 minutos no afectó dicha actividad. El tratamiento

con pH ácido durante una hora y media produjo una disminución

de la actividad en un 48.5 % (dato no mostrado). La actividad de

GSTfue afectada en mayor magnitud por la temperatura que por el

pH; ya que, la incubación durante toda la noche de la FS a 4 °C

disminuyó la actividad en un 53.5 % (Fig. B-Z).

la actividad de GSTde T. cruzi utilizando CDNBcomo sustrato

presenta un pH óptimo de 7 (Yawetz y Agosin, 1980). La

sensibilidad al pH de las reacciones enzimáticas refleja una

alteración en el estado de ionización de los residuos que participan

de la catálisis y/o interactúan en la unión con el sustrato, sin dejar
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de tener en cuenta que el sometimiento a pHs extremos provoca la

desnaturalización de las enzimas (Horton y col., 1993). Por

cristalización de GSTs en presencia de GSH y por mutagénesis

dirigida de los aminoácidos del sitio activo, se sabe que el

mecanismo catalítico de estas enzimas está dado por la capacidad

de disminución del pKa del grupo tiol del GSH,dando lugar a la

formación de un anión tiolato del GSH (GS') que actúa como

nucleófilo atacando a los centros electrofílicos de los xenobióticos o

sustratos endógenos. la disminución del pKa del grupo tiol (siendo

9 cuando el GSHestá en agua y 6-7 cuando está en el sitio activo de

la GST)es posible gracias a la presencia de una Tyr protonada de la

región N-terminal (Ser en GSTsde clase theta), la cual estabiliza al

GS“mediante un puente de hidrógeno (Tyr-OH...SG) (Dirr y col.,

1994; Wilce y Parker, 1994; Tan y col., 1996). Si bien un pH de 2.3

podría considerarse extremo y se esperaría una inactivación de la

GST por desnaturalización, se observó un leve aumento de la

actividad de esta enzima cuando la FSde T. cruzi fue sometida a

pH 2.3 durante tiempos cortos (S minutos) y luego una
disminución de la misma hasta un 48.5 % de su actividad normal

luego de someter la fracción a ese pH durante una hora y media

(Fig. B-Z). Si bien el planteo es totalmente especulau’vo podría

llegar a pensarse que la disminución del pH de alguna forma
favorecería la ionización de los residuos involucrados en la

estabilización de los sustratos en su forma activa. Por otro lado, la

desnaturalización provocada a la molécula se revertiría al

neutralizar nuevamente la fracción a pH 7, mientras que la
ionización de los aminoácidos del sitio activo no volverían a su
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estado original por encontrarse en una zona interna de la proteína

(Dirr y col., 1994).

- Al menos diez proteínas de T. cruzI fueron purlflcadas por

Inmunoaflnldad con anticuerpos antl-GSTs]:

Con el objeto de purificar por cromatografía de afinidad las

proteínas de T. cruzi que se unen a los anticuerpos anti-GSTsj, la

IgGdel suero anti-GSTsjpurificada mediante proteína A-agarosa se

acopló a agarosa activada con bromuro de cianógeno. Se pasó la FS

de epimastigotes de T. cruzi a través de esta columna y las

proteínas del parásito unidas a los anticuerpos fueron eluídas con

pH 2.3, denominándose dicha fracción PHGST.

la fracción PHGSTpresentó varios componentes proteicos al ser

corrida en un gel de poliacrilamida 12 % con SDS y teñida con

coomassie (Fig. B-3): cuatro proteínas principales denominadas

PHGST1 a 4, de 30.2, 17.5, 14.7 y 10.7 kDa, respectivamente; tres

de intensidad intermedia, denominadas I, II y III, de 25.7, 12.9 y

8.4 kDa, respectivamente y tres muy tenues de 56.2, 50.1 y 40.7
kDa.

- La fracclón PHGSTde T. cruzl purlflcada por cromatografía de aflnldad

con suero anti-GSTs]mostró actividad de GST:

La actividad de GSTfue medida en la fracción PHGSTeluida de

la columna de IgG anti-GSTsj, obteniéndose una actividad

específica de 21.61 +/- 3.8 nmoles de CDNBconjugado/mln/mg

proteínas. Teniendo en cuenta los valores de actividad específica
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obtenidos en la FSy que el tiempo de exposición al pH ácido, dadas

las dimensiones de la columna, no fue mayor a cinco minutos, se

puede considerar un factor de purificación promedio de 24.4 luego

de pasar la FS por la columna de inmunoafinidad. Este factor

puede considerarse sólo una estimación ya que no fue posible

medir la actividad de GST en la misma FS a partir de la cual se

obtuvieron las PHGSTs.La actividad de GSTen citosol es muy baja

e incluso algunos autores explicitaron la imposibilidad de

detectarla (Plumas-Martyy col., 1992). la puesta a punto de esta

actividad resultó sumamente complicada, ya que en el tubo de

reacción fue necesario colocar 2 mg de proteínas para obtener una

actividad medible (Yawetz y Agosin, 1980), con lo cual si la FS no

es preparada en las condiciones estrictas para medir esta actividad

y a la concentración requerida se obtienen resultados erróneos. Si

bien provienen de una estimación, los resultados obtenidos

concuerdan con purificaciones realizadas por otros autores. El

pasaje de citosol del parásito por una columna de glutatión agarosa

permitió eluir una fracción conteniendo tres proteínas con una

actividad específica de 70 nmoles/ min/ mg proteína (Plumas-Marty

y col., 1992), mientras que la única referencia de purificación a

homogeneidad de una GST en el T. cruzi presentó un factor de

purificación de 140.6 con una actividad específica de 86.8

nmoles/min/mg proteínas luego de cinco pasos de purificación

(Yawetz y Agosin, 1981). Teniendo en cuenta que la fracción

PHGSTpresenta al menos diez componentes, la actividad específica

y el factor de purificación concuerdan con los resultados

publicados por estos autores, sin embargo no hay que dejar de

considerar la diferencia en la cepa de T. cruzi utilizada y que en los
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trabajos citados los parásitos se crecieron en presencia de

fenobarbital, un inductor de la expresión de la GST.

- La proteína de 10.7 kDa purlflcada por Inmunoaflnldad con el suero antl­

GSTsjsería de membrana o secretable:

Con el objeto de realizar la secuencia N-terminal de los

componentes mayoritarios de la fracción PHGST, la misma fue

transferida a membranas de PVDF luego de la corrida

electroforética. Sólo dos proteínas fueron eficientemente

transferidas y por lo tanto secuenciadas: PHGST1 y PHGST4.

la secuencia N-terminal de PHGST 1 demostró que el

componente principal era una variante de la cadena Kappa de la

IgG de conejo. Dicha fracción presentó además, tres componentes

minoritarios de los cuales fue imposible determinar la secuencia en

forma certera debido a la baja cantidad obtenida.

A partir de PHGST4 se obtuvo una secuencia N-terminal de 15

aminoácidos comenzando con metionina (Fig. B-4), lo cual en

principio indicaría que la misma corresponde al extremo de una

proteína parasitaria. Sin embargo, esta secuencia no presentó

similitud con extremos N-terminales cuando se la comparó con las

bases de datos de secuencias proteicas (traducción del GenbankT“,

PDB, SwissProt y PIR) utilizando el programa BLASTP(Altschul y

col., 1990), siendo el mayor porcentaje de similitud un 73.3 % con

una región de flagelinas B de archaebacterias (aa 26 al aa 42).

Cuando la búsqueda se restringió sólo entre las secuencias de T.

cruzi presentes en las bases de datos (incluyendo EST y GSS

utilizando el programa TBLASTN),la misma presentó entre un 40 y
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un 46 % de similitud con regiones internas de proteínas de

membrana y mitocondriales (Fig. B-4 a). Para evaluar la

significancia estadística de los alineamientos, el valor estadístico E

es el parámetro más confiable, ya que tiene en cuenta, además de

los cambios conservaüvos y "gaps", la longitud de la secuencia y el

tamaño de la base de datos rastreada (Brenner y col., 1998). El
valor mínimo de E obtenido en los alineamientos con PHGST4 fue

1.4, el cual no es considerado estadísticamente significativo

(Altschul, 1998; Brenner y col., 1998).

la secuencia N-terminal de PHGST4 contiene un 46.6 % de

aminoácidos hidrofóbicos (un 53.3 % si se considera una Leu en la

tercera posición en lugar del Glu) y presenta un índice de

hidrofobicidad promedio de 1.18 (Kyte y Doolittle, 1982) (Fig. B-4

b). La hidrofobicidad de la secuencia sugiere que las similitudes

encontradas en los bancos de datos sólo podrían ser atribuidas a la

composición aminoacídica y no a la secuencia; este hecho fue

corroborado aplicando el programa PRSS,con cada una de las

secuencias con mayor similitud (Pearson y Lipman, 1988). Por otro

lado, se determinó que la secuencia N-terminal de PHGST4 posee

las características típicas de un péptido señal de proteínas

eucariotas para ser traslocadas a retículo endoplásmico: una Met

inicial, una zona hidrofóbica corta con Leu, Ala y Val y suponiendo

que el sitio de clivaje se encuentre entre los residuos Ala14y Glyls,

posee un aminoácido Ala en la posición -1 (en relación al sitio de

clivaje) y un aminoácido Leu en la posición -3 (Nielsen y col.,

1997). El gráfico mostrado en la figura B-4 b sugiere que si la

secuencia continuara, el sitio de clivaje podría estar algunos
aminoácidos más adelante.
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la variabilidad aminoacídica existente en los péptidos señales

explicaría la falta de similitud de la secuencia de PHGST4 con

péptidos señales de otras proteínas y la similitud sólo por azar con

secuencias hidrofóbicas de proteínas de membrana, como ser el

dominio transmembrana 12 del transportador de glucosa de T.

cruzi (Tetaud y col., 1994), y mitocondriales, como la región de

interfase de la lipoamida deshidrogenasa de T. cruzi (Schóneck y

col., 1997) (Fig. B-4 a).

la presencia de una proteína de membrana o secretable en la

fracción soluble del parásito podría explicarse por el efecto de la

rotura del mismo con un método bastante agresivo como es la

compresión y descompresión, el cual no permitiría tener fracciones

subcelulares totalmente puras.
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Eigum_B;1; Reactividad del suero anti-GSTsj contra
antígenos de epimastigotes de T. cruz]



Reactividad del suero anti-GSTsj contra antígenos de epimastlgotes
de T. cruzi:

a) Enzimoinmunoensayo sobre homogenato total de epimastigotes de T.
cruzi y GSTsj(recuadro) con suero de conejo anti-GSTs]. Como control
negativo se utilizó suero normal de conejo (SNC).

b) Ensayo de “western blot” sobre GS’I‘sj(GSTsj), homogenato total de
epimastigotes de T. cruzi (HTTC),fracción soluble de epimastigotes deT.
cruzi (FSTC)y homogenato total de Leishmania braziliensis (HTLb) con:
1- suero conejo normal, 2- suero conejo anti-GSTsj y 3- suero conejo
anti-epimastigotes de T.cruzi. MPM:marcadores de peso molecular.
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Figga B-3: Perfil electroforético de la fracción PHGST purificada a partir de
epimastigotes de T. cruzi por cromatografía de afinidad con IgGanti-GSTsj:

La FS de T. cruzi fue pasada a través de una columna de afinidad preparada con la IgG
purificada a partir del suero de conejo antí-GSTsj. Las proteínas unidas (PHGST)fueron
eluídas con pH 2.3, corridas en un gel de poliacrilamida 12 % con SDS de 16 cm de
longitud y teñidas con coomassie bn'llant blue. MPM: marcadores de peso molecular.
Proteínas mayoritarias: PHGST 1, PHGST 2, PHGST 3 y PHGST 4. Proteínas de
representación intermedia: PHGSTI, PHGSTH y PHGSTIII.
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- ' Caracterización de la secuencia N-terminal de

la proteína PHGST 4



Caracterización de la secuencia N-terminal de la proteína PHGST4:

a) Alineamiento de la secuencia N-terminal de PHGST4 con las proteínas
que presentaron mayor similitud comparando con el programa BLASTPen
bancos de secuencias proteicas totales y específicas de T. cruzi. En la
secuencia N-terminal de PHGST4 la / indica que hay dos aminoácidos
posibles para esa posición y X que no pudo determinarse el aminoácido.
Nt PHGST 4 (Tc): N-terminal PHGST 4; Tr Gluc (Tc): transportador de
glucosa de T. cruzi (n° acceso gb. AAA21207.1); LipDH (Tc): lipoamida
deshidrogenasa de T. cruzi (sp P90597);AgSup (Tc): antígeno de superficie
de T. cruzi FL-160 (n° acceso pir PH1919); HSPGO(Tc): proteína inducible
por calor de 60 kDa de T. cruzi (n° acceso pir 861295); FlaB (Arc): flagelina
B de Thermoplasma acidophilum (n° acceso emb CAC11693.1). Los
aminoácidos idénticos a PHGST4 se muestran en azul y los cambios
conservativos en verde. Los números al principio y al final de cada
secuencia indican la posición en la proteína completa. Las siglas Mp y Mi
luego de la identificación de cada proteína indican la localización en
membrana plasmática y mitocondria, respectivamente. %ID: porcentaje
identidad; %SIM:porcentaje similitud; E:valor estadístico.
b) El gráfico de áreas superior muestra el perfil de hidrofobicidad de la
secuencia según el índice de Kyte y Doolittle para cada aminoácido. las
áreas en color rojo y celeste corresponden al perfil de la secuencia con un
residuo Leuy con un residuo Glu en la tercera posición, respectivamente.
El gráfico inferior muestra la probabilidad de la secuencia de ser un
péptido señal según el programa SignalP (Nielsen y col., 1997). El valor C,
marcado en azul, reconoce los sitios de clivaje frente a otras posiciones de
la secuencia, el valor más alto corresponde a la posición +1. El valor S,
indicado en verde, reconoce las secuencias de péptido señal, presenta un
valor máximo de 1 y es alto en las posiciones previas al sitio de clivaje. El
valor Y, indicado en rojo, optimiza la predicción del sitio de clivaje
tomando en cuenta los valores C y S. la linea llena corresponde a la
secuencia con un Glu y la línea punteada corresponde a la secuencia con
una leu en la tercera posición.
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- El suero antl-GSTs] reconoce epltopes en antígenos de superflcle de

trlpomastlgotes de la familia Tc13:

Con el objeto de obtener los genes de los antígenos de T. cruzi

reconocidos por el suero anti-GSTsj y de identificar otros nuevos

pertenecientes a estadios del parásito distintos al epimastigote, se

realizó un rastreo con dicho suero sobre una biblioteca genómica

de la cepa Tulahuén de T. cruz} construida en el vector hZapII (Búa

y col., 1999). Se rastrearon un total de 2x105 placas de fagos

obteniéndose treinta y ocho clones recombinantes reconocidos por

el suero anti-GSTsj. Dichos clones fueron denominados PHGST#1a

#38 (nótese que el signo # los diferencia de las proteínas

purificadas por inmunoafinidad) y en principio se seleccionó sólo

uno de ellos para ser analizado y secuenciado, el clon PHGST#5.

El tamaño del inserto de PHGST#Sfue de 4.5 kb. La secuencia a

partir del extremo 5’ demostró la presencia de una región

codificante de 2391 pb que presentó homología con miembros de

la familia Tc13 de la superfamilia de antígenos de superficie de

tripomastigotes, conteniendo una región de repeticiones

codificantes para el motivo característico de esta familia entre las

bases 1427 y 2103 (Campetella y col., 1992) (Fig. B-5). Dicha

secuencia carecía de la porción 5’ del gen. A partir del extremo 3’

se secuenciaron 195 pb, encontrándose a 73 bases del sitio EcoRIel

inicio de una secuencia SIRE (“short interspersed repetitlve

element”) (Vázquez y col., 2000) e inmediatamente en su extremo
5’ la secuencia de inserción característica. la secuencia SIRE

obtenida presentó un 72.5 % de homología con la secuencia

consenso de la región conservada I (Fig. B-S secuencia en color
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rojo). Esta secuencia repetitiva se encuentra sólo en regiones

intergénicas de T. cruzi y en algunos casos aporta las secuencias

necesarias para poliadenilación o trans-splicing dependiendo de su

ubicación con respecto al gen (Vázquez y col., 2000). la presencia

del SIREen el clon PHGSI‘#Ssugeriría la existencia de un marco

abierto de lectura en la región intermedia no secuenciada de este

clon o la continuación con otro gen hacia el extremo 3’ del SIREen

el genoma del parásito.

Para identificar los clones obtenidos en el rastreo inmunológico

que difieran del clon PHGST#5,se realizó una amplificación de los

treinta y ocho clones por PCR con el oligonucleótido lOR,

específico de la familia Tc13, y el oligonucleótido localizado en la

región 5’ del vector, BTF (Sang y Tohmpson, 1994) (Fig. B-S). En

treinta y tres de los treinta y ocho clones se obtuvo un producto de

amplificación de 130 pb, coincidente con lo obtenido con el clon

PHGST#5.Con los cinco clones restantes (PHGST#3,#24, #33, #36

y #37) se amplificó un fragmento de ADN de 350 pb, indicando

una extensión de los mismos de 220 pb hacia el extremo 5' con

respecto a la mayoría (resultado no mostrado). Estos resultados

demuestran que todos los clones reconocidos por el suero anti­

GSTsjpertenecen a la familia Tc13; sin embargo, la secuenciación

completa de los mismos determinará si se trata de diferentes

miembros que conservan la localización del sitio EcoRIo de uno

único altamente representado en la genoteca. Los resultados

obtenidos por la PCRfueron confirmados mediante la hibridación

positiva de los distintos clones con la porción 5’ del clon PHGST#5

proveniente del corte con la enzima SacI, fragmento PHGST#SSacl,

y en el caso de los clones PHGST#1, #7 y #15 también por
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secuenciación del ADN a partir del extremo 5’ (resultado no

mostrado).

- La famllla Tc13 está compuesta por varlos miembros que dlfleren en el

número de repeticiones y en la presencia de la secuencla consenso para

anclaje por GPI:

El fragmento PHGST#5 SacI fue utilizado para hibridar una

genoteca del clon CLBrener de T. cruzi construida en cósmidos con

el objeto de encontrar la porción 5’ del o los genes Tc13. Esta

sonda hibridó 90 cósmidos en total y siete de los doce con

hibridación más intensa demostraron pertenecer al cromosoma III

(Hanke y col., 1998). La secuenciación parcial del ADN de tres

cósmidos del cromosoma III (32f14, 12e10 y 25h23) con los oligos

específicos de PHGST#Sdeterminó que el gen contenido en los

mismos no codificaba para el gen contenido en este clon, sino para

otro miembro de la familia Tc13 que fue denominado Tc13 CL

1a secuencia de Tc13 CL coincidió con un marco abierto de

lectura obtenido como producto de la secuenciación del

cromosoma III como parte del Proyecto Genoma de T. cruzi (Dr.

Bojrn Andersson, Uppsala, Suecia, comunicación personal). El gen

TC13 CLmostró dos sitios EcoRIseparados por 171 bases, lo cual

concuerda con los dos tipos de clones obtenidos en el rastreo con

el suero anti-GSTsjcon una diferencia de aproximadamente 220 pb

en el extremo 5’ (ver sección anterior). Por otro lado, una

secuencia de 37 pb proveniente de un fragmento de 300 pb

amplificado a partir de la genoteca de T. cruz! cepa Tulahuén con

los oligonucleótidos BTF-lORy BTR-lORpresentó identidad con la
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secuencia de Tc13CL contenida entre los dos sitios EcoRI

(resultados no mostrados). En conjunto, estas observaciones

indicarían que los sitios EcoRIde la porción 5’ estarían conservados

en estos antígenos de la familia Tc13.

El antígeno Tc13 codificado por el clon PHGST#S,a partir de

ahora denominado simplemente PHGST#S,posee 796 aminoácidos

y un peso molecular estimado de 84 kDa. A partir de la posición

475 presenta 45 repeticiones de cinco aminoácidos, EPKSA,

características de esta familia de antígenos. La figura B-6 b

muestra la variabilidad de este motivo en este antígeno y en otros
miembros de esta misma familia.

Hasta el momento habían sido descriptos tres miembros de la

familia Tc13: Tc13.N5, Tc13.1 y Tc13, todos ellos obtenidos a

partir de la cepa CA-Iy con secuencias incompletas en la porción

N-terminal, como ocurrió con PHGST#S(Campetella y col., 1992).

Por lo tanto, la única secuencia completa de esta familia

correSponde a Tc13 CL

De acuerdo a la secuencia aminoacídica los antígenos Tc13

pueden dividirse en dos categorías: por un lado, Tc13 CLy Tc13.N5

que poseen un único motivo EPKSAy un posible sitio de adición de

GPIen el extremo C-terminal (Tc13CLpresenta también el péptido

señal en el extremo N-terminal) (Gerber y col., 1992) con un 80.9

% de homología entre sí; y por otro, PHGST#S,Tc13.1 y Tc13 que

poseen múltiples repeticiones EPKSAy no poseen sitio de adición

de GPI (la secuencia hidrofóbica C-terminal es muy corta). De este

último grupo los más relacionados son Tc13.1 y Tc13 con un 93.5

% de homología en las regiones que no contienen repeticiones. Si

bien PHGST#5pertenece al segundo grupo, este antígeno posee
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mayor homología con Tc13CL(84.9 %), que con Tc13.1 y Tc13, con

los cuales presenta un 76 % y un 73.1 %, respectivamente sin tener

en cuenta las repeticiones (Fig. B-6a).

A lo largo de la secuencia de Tc13 CLse pueden observar tres

motivos de neuroaminidasa bacterianas característicos de la

superfamilia (SXDXGXTW),los dos primeros completos y el tercero

con sólo tres aminoácidos conservados. El resto de los antígenos

presentan los motivos en las zonas alineadas correspondientes.

Todos los integrantes de la familia Tc13 presentaron también el

motivo característico de la superfamilia VTVXNVFLYNRjusto antes

del comienzo de las repeticiones (Cross y Takle, 1993) (Fig. B-6 a).

Un hecho llamativo es que en los tres representantes del

segundo grupo luego del codón de terminación y en el mismo
marco de lectura se encuentra codificada la secuencia consenso

para clivaje y adición del GPI,conteniendo un segundo codón de

terminación coincidente con Tc13CL y Tc13.NS (Fig. B-6 c). Si bien

la falta de la secuencia de adición de GPI podría determinar que

estos antígenos no se localicen en la superficie del parásito, es

interesante mencionar que en Toxoplasmagondll se vio que la falta

del ancla de GPI por terminación anticipada de un antígeno de

superficie no evitó la aparición del mismo en la superficie celular

(Kedees y col., 2000). De todos modos, debido a que no se conocen

las secuencias completas, siempre es posible que las secuencias de

Tc13 obtenidas correspondan sólo a pseudogenes, como ya ha sido

descripto en la superfamilia (Takle y col., 1992). Sin embargo, cabe

destacar que todas las secuencias de ADN de Tc13 descriptas

poseen una zona de poliPy cercana al codón de terminación,

probablemente involucrada en el procesamiento del RNA(Fig. B-S)
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(Matthews y col., 1994) y que la secuencia genómica de Tc13 CL

presenta todas las características de un gen que se trancribe a

ARNm:posee codones de terminación en los tres marcos de lectura

antes del ATG de iniciación, contiene una región de poliPy y dos

posibles sitio de adición del miniexón 182, 151 y 172 bases,

respectivamente antes de este codón y posee una zona de poliPy 91

bases después del codón de terminación (Huang y Van der Ploeg,

1991; Matthews y col., 1994).

- El antígeno PHGST#5fue expresado como proteína de iuslón en un

sistema heterólogo:

Con el objetivo de confirmar la reactividad específica del suero

anti-GSTsj contra el antígeno PHGST#5, se indujo la expresión

proteica del mismo con IPl‘G y el sonicado de las bacterias

recombinantes fue utilizado en experimentos de “western blot”

revelando con este anti-suero. El suero anti-GSTsj reconoció una

proteína de alto peso molecular sólo en el sonicado de PHGST#S

inducido y no en el sonicado de una bacteria conteniendo el

plásmido pBluescript sin inserto e inducido de igual manera (Fig. B­

7 a). Este resultado fue justamente el esperado, ya que el tamaño

de la proteína recombinante sería alrededor de 200 kDa,

correspondiendo un 42 % del mismo a la proteína del parásito y el

resto a la enzima B-galactosidasa codificada por el plásmido. El

suero anti-GSl‘sj también reconoció una proteína de 35 kDa en

ambos sonicados. Si bien la única GSTde E. coll purificada hasta el

momento tiene el peso molecular convencional de 22 kDa (Iizuka y

col., 1989) se han purificado en otras bacterias enzimas de la
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misma familia cuyo peso molecular está entre 35 y 37 kDa (la

Roche y Leisinger, 1990; Bader y Leisinger, 1994). Como control

positivo del ensayo se utilizó un sonicado de la bacteria

recombinante conteniendo al plásmido pGEX, el cual expresa la

GSTsj (Fig. B-7 a).

Con el objeto de obtener en forma pura el antígeno PHGST#5

para una posterior caracterización, el fragmento EcoRI-Saclde

pBluescript-PHGST#5 (Fig. B-S) fue sub-clonado en el plásmido de

expresión pMalpZX.Este plásmido fue modificado en su extremo 5’

con un adaptador para permitir la expresión del inserto en el

marco de lectura correcto. Por lo tanto, el antígeno PHGST#Sfue

expresado como proteína de fusión a la proteína ligadora de

maltosa (MBP, “maltose binding protein”). la inducción de la

bacteria recombinante con IPTG lmM durante 3 hs produjo una

proteína de fusión de 130 kDa contenida en la fracción soluble

(Fig. B-7 b). la proteína de fusión MBP-PHGST#5fue purificada

mediante cromatografía de afinidad utilizando una columna de

amilosa (Fig. B-7 b).

- Los genes que codlflcan para la famllla Tc13 se localizan prlnclpalmente

en el cromosoma llly en su homólogo de 1020 kpb:

Con el objeto de determinar la localización cromosómica de los

genes que codlflcan para los antígenos de la familia Tc13 se

separaron los cromosomas de T. cruzi por electroforesis en campo

pulsado (PFGE)y se transfirieron a membranas de nylon.
Los cromosomas del clon CL Brener de T. cruz! fueron

separados en dos condiciones de corrida diferentes que
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favorecieron la separación de cromosomas de bajo y alto peso

molecular, respectivamente (Fig. B-8 a y b) (Búa y col., 1999). En el

“cromoblot” que separó los cromosomas de bajo peso molecular, la

sonda PHGST#5 SacI hibridó con un cromosoma de 665 kpb,

correspondiente al cromosoma III (Fig. B-8 a). Cuando se favoreció

la separación de los cromosomas de un peso molecular mayor,

PHGST#Shibridó principalmente el cromosoma III y su homólogo

de 1020 kpb (Hanke y col., 1998), sin embargo, también fue capaz

de hibridar en otros cromosomas (Fig. B-8 b). En ambos

"cromoblots" se obtuvo señal en la zona de compresión (Fig. B-8 a

y b).

Cuando se realizaron los ensayos con "cromoblots" provenientes

de la cepa Tulahuén de T. cruz},a partir de la cual fue obtenido el

antígeno PHGST#5, éste hibridó con mayor intensidad al

cromosoma de 1020 kpb homólogo del cromosoma III,

presentando además hibridación con cromosomas otros tamaños

(Fig. A-8 c).

- La hlbrldlzaclón de Cromoblots reallzados a diferentes tlempos de

cultivo con PHGST#5 sugiere que el cariotipo de T. cruzl permanece

estable a lo largo del clclo celular:

Por análisis de PFGE se observó en T. brucei la pérdida o

ganancia de cromosomas con respecto a los stocks parentales

cuando se aislaron clones provenientes de la co-transmisión de dos

stocks de parásitos en moscas Tse-tse (Tait y col., 1996). Teniendo

en cuenta estos antecedentes y que en T. cruzi no se realizaron

estudios de este tipo, se quiso determinar si a lo largo del ciclo de
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vida de este parásito ocurrían rearreglos cromosómicos. Para llevar

adelante este objetivo se hibridaron con PHGST#S"cromoblots"

realizados a partir de epimastigotes tomados a diferentes tiempos

de cultivos asincrónicos (Fig. B-8 c) y sincrónicos (Fig. B-8 d).

los cultivos asincrónicos poseen parásitos en distinta fase del

ciclo celular y por lo tanto coexisten cromosomas sin replicar (fase

Gl), replicados parcialmente (fase S) y ya replicados (fase G2). Si el

cariotlpo no es estable la localización de los cromosomas podría

variar de acuerdo a la etapa del ciclo celular que se utilice para el

preparado, ya que en fase exponencial el 70 % del cultivo está en

proliferación y en fase estacionaria sólo el 10 %. la sincronización

de la replicación del ADNde T. cruz! con hidroxiurea permite que

la población celular arrestada en G1 entre como una cohorte en

fase S, alcanzando el pico de replicación a las 6 hs y entrando en

G2 a las 18 hs (Galanü y col., 1994). Sincronizando el cultivo de

parásitos con esta técnica se podría estudiar en detalle qué sucede
en determinadas fases del ciclo celular.

Elpatrón de cromosomas separados por PFGEhibridados por

PHGST#Sno varió a lo largo del tiempo en días en parásitos no

sincronizados, ni tampoco en función del tiempo en horas en los

cultivos sincronizados, demostrando una aparente estabilidad del

cariotipo del T. cruzi en el ciclo celular al menos para el

cromosoma III y su homólogo (Fig. B-8 c y d). Tampoco se

observaron cambios notorios en el tamaño de los cromosomas de

los parásitos sincronizados a lo largo del ciclo celular ya sea por
tinción con bromuro de etidio ni mediante la hibridación con

diferentes sondas localizadas en cromosomas de distinto tamaño

(Dra. J. Búa, comunicación personal).



200pb

SaclBamHIEcoRlSallSphlSaclEcoRl

¿iiiii

tttctttttccatttgt gcttccttcttttttttttttctgcaacWAGGAG

CTTGTGAGGAGAATGATC GACAGAGGAAAGCTGACT GCCTCAATTAATTTTAAA TTCTGATAATAAC

FiguraB-S:EsquemadelclonPHGST#5obtenidoenelrastreodeunabibliotecagenómicadelacepaTulahuéndeT.cruziconsuero anti-GSTsj: ElinsertoseencuentradonadoenelplásmidopBluescriptenlossitiosEcoRI.Lazonacelestecorrespondealaregióncodificantepara elantígenoPHGST#5.LaporciónrayadacorrespondealasrepeticionestípicasdelafamiliaTc13.Elrecuadroblancoindicalaregión 3'UTRdeesegenyenlaamplificaciónsemuestralasecuenciadepoliPy.Lalíneapunteadomarcalazonadeesteclonquenofue secuenciada.Elrecuadronegromuestralaregión3'secuenciadayenlaamplificaciónsemuestralaporciónquepresentóhomologíaconsecuenciasSIRE(lasecuenciasubrayadacorrespondealsitiodeinserciónylasecuenciaenrojorepresentalasecuenciaconsensoS’delSIRE).Porencimadelrecuadroseindicanalgunossitiosdeenzimasderestricción.Debajodelrecuadrosemuestranlos oligosnucleóüdosutilizadosparalasecuenciadelclon.Losoligosespecíficosdeesteclonllevanelnúmerocorrespondienteala localizaciónenbasesapartirdelextremo5’,losqueposeenlaletraRtienendirección3’ .55’yelrestoS'_>3’ .LosoligosBTRy BTFfueronobtenidosapartirdelabibliografía.
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W Alineamientode PHGST#5con los miembros
conocidos de la familia Tc13 de la superfamilia de

antígenos de superficie de tripomastigotes



Alineamiento de PHGST#5 con los miembros conocidos de la familia
Tc13 de la superfamilia de antígenos de superficie de
tripomastigotes:

a) Alineamiento aminoacídico de PHGST#Scon diferentes miembros de
la familia Tc13: Tc13 CL (clon CL Brener), PHGSI‘#5 (cepa Tulahuén),
Tcl3.N5, Tc13.1 y Tc13 (cepa CA-I). La única secuencia completa
corresponde a Tc13 CL estando el resto incompletas en su extremo N­
terminal. Las barras negras arriba de la secuencia indican los motivos
de neuraminidasa. La secuencia recuadrada en negro es el motivo
típico de la superfamilia de antígenos de superficie. Elrecuadro en azul
indica el péptido señal en Tcl3 CL Los aminoácidos subrayados en las
extensiones C-terminales de Tc13 CL y Tc13.N5 corresponderían al
probable sitio de clivaje para la adición de GPI. Los aminoácidos ácidos
(DE)se muestran en azul, los básicos (RK) en negro, los hidrofóbicos
(AVFPMILW) en rojo y los cargados (STYHCNGQ)en verde. El “*”debajo
del alineamiento significa que existen aminoácidos idénticos en todas
las secuencias, “z” indica substituciones conservativas y “.”
substituciones semi-conservativas.

b) Esquema de las repeticiones típicas de la familia Tc13 para los
distintos miembros mostrados en a).

c) Alineaminento de las porciones C-terminales. En PHGST#5, Tc13.1 y
Tcl3 la porción alineada corresponde a la traducción en marco de
lectura luego del codón de terminación indicado con un punto al
principio de la secuencia.



a)

Tc13 Cd FGKOARTA. l 90

TC13 CL rAVuuuuv __ _ vgn..lr ll-u-wHIIrIuK] 180_
Tc13 CL RISVDAGRTWQu¿nuz JFGYDLRNGAMIKr 1 27o

Tcl3 CL brKLHXEXhlbULLUELNUHDLrLLKMQUbanzrqu TLFWFAGKTTMTTQCF360
PHGST#5 uuunw1 TTLFWFAGKTIMTTSCF 36—
Tc13 CL SDRRRVYESTDKGNTV l()\(1hIlI-\l l(1(1KKVII.I.IUI.FYHKIINHMKRI ¡vmfGLLpTGyG 450
PHGST#5 ounnnv TOQGFITATTGGKKVTTTII I l 126

TC13 CL MV|hv 'KTMV“’ IP T““”““T lnTAGLVGHLADTLRGD 540
PHGST#5 ¡-uTW'T' F'Tnu] T7\°"‘7\7\'r I 216
Tcl3.N5 .TnTTTFIHII LLLTAGLVGHLADTLRGD62
T613.1 PIPTAGLLGHLADRFSGH35

#9.’ *:. **+* .***.:+****:&*+‘k* : k
—

TC13 CL LWLULquvunv h vuu)wvml LnflhivathVPKhl 628
PHGST#5 KWLUquUvnnv “HHH”; ¿unn¿va1uLVPKh! u 304
Tcl3.N5 RWKUquuvunv ¿MHH¿VDLHLVPKhI lhhquYD 150
Tcl3.1 KWLULÏuuvunv uuuur ,uunrml ¿unnLv‘lHFVPKGI T”*°VD 125

_#:*+**%k*++***:.**_ .*+***ï‘r: *‘k+***:.'ir‘k ir . . , Y x,» -:** .Hx

T013 CL 718
PHGST#5 394
Tcl3.N5 240
Tcl3.1 215

:k*.*** : :** :4: k‘k 'k'k'k *+**** k+:k‘k:***i‘k*+*** <k:+xk*** *. káuk‘k**+**-k**** *****:k*+**‘k*‘k

TC13 CL PT-NF'TF' lrrrrnrr anNLyzL 808
PHGST#5 pTNFI" LLHBBLMÉV ¿uvu‘¡¿ gl“; 475
Tcl3.N5 PLNFTFI IvverK vauzvnnnzyg 326
Tc13.l PLNDAEIGALNANKVSLPFIkKK ¿sznL -¡,.(71) 614
T613 qu.(56) 283

**+::**!+***.**::* .‘k::*. *::***.** .. ::4<

T613 CL y ¡ ¿n x 898
PHGST#5 —-rep.(45)—---AFLNAL ‘ . x 776
Tcl3.N5 T VL-rl _ __¿xk
13013.1 ny“... T'T'DVGAF’T “a”, LnnÏAOGK701
TC13 ru T'T'DVGAFLDUUAQ; LgLuvuLEUm‘IHLLfll‘IHLUl‘I 367

.:*.* :*'***.*: *:** **‘k*:*****.****'k-***+**::*‘k*

Tc13 CL r¿QF'CTHW ‘“ ' ERGLLPLLLLLGLWGFAAA 953
PHGST#5 GQDGLHPQVKEAEAATLSSSL 797
Tcl3.N5 "2‘ ,n TDTT
Tcl3.l GQEGLHPQVKEAEAATLSSSL 722
T013 GQEGLDPQVKEAEAATFSSSL 391

i'*:*k.*******:** ‘k‘k'k‘k

E(G4)PK(E3/Y2)s/PA(T4) x¡“Av.. ..
PHGST#5 .TLSSSLS SL x
Tcl3.N513.1 E P K S A ‘

Tc (VIO) (Ge/P1) Tcl3.1 .TLoaaunn
Tcl3 . “ ‘

E P K S(A8)A(GB/vl) * **** Jr ::_*+&*:* ¿***+:****+.* +**+





B- 107
« w wap '_\;- .':rv '.\ -' .lm: -_\.- .':rh '\;- .’!.’|' 311-'.':r1- w. -l - ¿1:01 ',\ - -.r:‘ru 1- papi-"K;- ¡wm- 'y-¡rn'n- n -l\ - '-'.-_rn -;.;- ‘.r:p_­Sáfm:5mew«ïïáïwazrsüimfii sair;¿bsfiáñsargfmagaï., armada:

Eignm_B;Z: Expresión del antígeno PHGST#S en sistemas

heterólogos



Expresión del antígeno PHGST#5en sistemas heterólogos:

a) Reconocimiento por el suero anti-GSTsj de PHGST#5 recombinante
expresado por el plásmido pBluescript:
Los sonicados obtenidos luego de la inducción con IPTGde las bacterias
conteniendo pBluescript (pBlu), pBluescript-PHGST#5 (pBlu-PHGST#S)
y pGex se corrieron en un gel de poliacrilamida 12% con SDS, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se revelaron con: A­
Suero anti-GSTsj y B- suero normal de conejo.

b) Expresión de PHGST#5 en el plásmido pMal y obtención de la
proteína recombinante MBP-PHGST#5:
Los sonicados de bacterias recombinantes conteniendo el plásmido
pMal-PHGST#Sno inducidas (ni), inducidas con lmM de IPTG (ind) y el
sobrenadante del sonicado inducido (sob) fueron sometidos a
electroforesis en gel de poliacrilamida 7.5 % con SDSy teñidos con
coomassie R-250. La proteína recombinante MBP-PHGST#5 fue
purificada a partir del sobrenadante mediante cromatografía de
afinidad con una columna de amilosa (MBP-PHGST#S).
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Elgnm_B;& Localización cromosómica de PHGST#S



Localización cromosómica de PHGST#5:

El fragmento PHGST#SSacI fue utilizada como sonda para hibridizar
cromoblots conteniendo:
a) Cromosomas de bajo peso molecular de T. cruzi clon CL Brener (A­
separación de los cromosomas en gel de agarosa y visualización con
bromuro de etidio, B- hibridación con PHGST#S).

b) Cromosomas de alto peso molecular de T. cruzi clon CL Brener (A­
separación de los cromosomas en gel de agarosa y visualización con
bromuro de etidio, B- hibridación con PHGST#5).

c) Cromosomas de epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahuén cosechados
en distintos días de un cultivo asincrónico e hibridados con la sonda
PHGST#S.

d) cromosomas de epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahuén
sincronizados con hidroxiurea cosechados cada 30 minutos a lo largo de
12 hs. de cultivo e hibridados con la sondaPHGST#5.
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- El antígeno PHGST#5 fue seleccionado para reallzar ensayos de

lnmunoprotecclón en ratones de la cepa BALB/c:

Si bien el antígeno PHGST#5fue obtenido en un rastreo de una

genoteca de T. cruzi con el suero anti-GSTsjsugiriendo la presencia

de epitopes compartidos con esta enzima, esta proteína no posee

homología de secuencia con GSTs. Sin embargo, presenta ciertas

características que justifican su evaluación en ensayos de

inmunoprotección experimental a fin de definir un nuevo blanco

para el control de la transmisión de la infección por T. cruzi:

1) PHGST#5 es un antígeno de superficie del estadio

tripomastigote, presente en el hospedero mamífero.

2) La familia Tc13 (grupo 4), a la cual pertenece PHGST#5,no ha

sido aun caracterizada en cuanto a su funcionalidad.

3) Algunos antígenos pertenecientes a otras familias de la

superfamilia de antígenos de superficie presentan funciones

reguladoras de la respuesta inmune y poseen epitopes que actúan

como blanco de una respuesta celular protectora contra la

infección por T. cruz] mediada por linfocitos CD8+ y CD4+

secretores de IPN-1,(Wizel y col., 1997; Kahn y Wleklinski, 1997;

Miller y Kahn, 2001).

4) la inmunización con algunos de estos antígenos, como la

porción catalítica de la TS (grupo 1) y TSA-l (grupo 2) reduce la

infección por el parásito en modelos experimentales (Costa y col.,

1998; Wizel y col., 1998b; Pereira-Chioccola, 1999).

- El antígeno PHGST#5 clonado en el vector para vacuna de ADN

pcDNA3.1se expresó en slstemas eucariotas In vltro e In vivo:
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Con el objetivo de estudiar la respuesta inmune y protectora

producida en ratones mediante la inmunización plasmídica con

PHGST#S,el fragmento PHGST#5SacI fue clonado en el vector para

vacuna de ADN pcDNA 3.1 colocando en su extremo 5’ un

adaptador conteniendo el codón de iniciación y la secuencia de

Kozac (Kozac, 1997) a fin de permitir la expresión del mismo en un

sistema eucariota.

La expresión in vitro de PHGST#5 fue evaluada mediante

inmunofluorescencia indirecta (IFI) de células COS-7transfectadas

con el plásmido recombinante con un suero específico para la

familia Tc13 (cedido gentilmente por el Dr. O. Campetella, Instituto

de Investigaciones Biotecnológicas, Universidad Nacional de San

Martín). Se transfectaron monocapas de células CCS-7con pcDNA­

PHGST#S,pcDNA sin inserto como control negativo o el plásmido

pcMBcomo control positivo de la transfección. Luego de 48 hs las

células fueron fijadas con metanol, realizando posteriormente la

reacción de IFIcon suero normal de conejo o suero anti-Tc13. Sólo

se observaron células positivas con el suero anti-Tc13 sobre las

células transfectadas con pcDNA-PHGST#5(Fig. B-9 c), indicando la

expresión del antígeno en las mismas, ya que este antisuero no

reaccionó sobre las células tranfectadas con el plásmido pcDNAsin

inserto (Fig. B-9 b). El suero normal de conejo no reaccionó sobre

las células transfectadas con pcDNA (no mostrado) o pcDNA­

PHGST#5(Fig. B-9 a). El control de transfección realizado con pcM|3

fue revelado positivamente con un anticuerpo monoclonal anti-[3­

galactosidasa (Fig. B-9 d).

la expresión de PHGST#S también fue evaluada in vivo,

inoculando ratones hembras de la cepa BALB/c por vía
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intramuscular con pcDNA sin inserto o pcDNA-PHGST#5.Sobre la

base de las observaciones realizadas por Forg y col. en relación a la

expresión in vivo de antígenos clonados en el vector pcDNA(Forg y

col., 1998), los animales se sacrificaron luego de 10 días de la

inoculación y la expresión de PHGST#Sfue estudiada mediante IFI

con el suero anti-Tc13 sobre los cortes del músculo inoculado. los

cortes provenientes de los músculos inoculados con pcDNA­

PHGST#5 presentaron células positivas cuando se reveló con el

suero anti-Tc13, siendo la fluorescencia citoplasmática con una

cierta acumulación en la membrana celular (Fig. B-9 f y g). la

expresión citoplasmática de PHGST#5fue lo esperado, ya que este

antígeno carece de la porción N-terminal y por lo tanto del péptido

señal; mientras que, la fluorescencia observada en la membrana

podría ser explicada por una acumulación de la proteína foránea

del lado interno de la membrana plasmática. Los músculos

inoculados con pcDNAsin inserto no presentaron células positivas

cuando fueron revelados con el suero anti-Tc13 (Fig. B-9 e). Como

control negativo se utilizó un suero normal de conejo, el cual no

mostró fluorescencia en ninguno de los casos (resultado no

mostrado).

- La lnmunlzaclón plasmídlca con PHGST#5 no desencadenó una

respuesta específica de anticuerpos:

Luego de confirmar la expresión de PHGST#5 en sistemas

eucariotas in vitro e in vivo, se inmunizaron ratones hembras de la

cepa BALB/c con pcDNA-PHGST#5 o pcDNA sin inserto con el

objeto de estudiar la respuesta inmune generada por la



Resultados Parte B- 114

inmunización plasmídica y posteriormente realizar ensayos de

inmunoprotección. El protocolo de inmunización utilizado fue

seleccionado en base a los antecedentes publicados con respecto a

inmunización plasmídica en modelo ratón para la infección por T.

cruzi (Wizely col., 1998b; Costa y col., 1998).

Los animales recibieron 5 dosis intramusculares de 50

ug/dosis/ratón de pcDNAo pcDNA-PHGST#5,se sangraron 12 días

después de cada dosis y la respuesta específica de anticuerpos fue

evaluada por ELISAsobre lisados de tripomastigotes. Los ratones

inmunizados con pcDNA-PHGST#5no presentaron anticuerpos

específicos contra el parásito luego de cinco dosis. El valor

promedio de densidad óptica obtenido con los sueros de los

ratones inmunizados con pcDNA-PHGST#5 fue 0.07 +/- 0.01

mientras que los sueros de los ratones inmunizados con pcDNA

presentaron un valor de 0.09 +/- 0.01 (Fig. B-10 a). Los sueros de

ratones normales y crónicos utilizados como control negativo y

positivo, respectivamente presentaron valores dentro del rango

esperado (Fig.B-10a). la falta de una respuesta humoral específica

de estos ratones fue confirmada mediante IFIsobre tripomastigotes

y utilizando PHGST#5recombinante como antígeno en ensayos de

ELISAy “western blot” (resultados no mostrados).

la inducción de anticuerpos específicos por la inoculación

plasmídica de miembros de la superfamilia de antígenos de

superficie demostró tener relación con la cepa de ratón utilizada

en los experimentos y con la presencia o no de las repeticiones C­

terminales en la proteína expresada (Wizel y col., 1998; Pereira­

Chioccola y col., 1999). la inoculación con vacuna de ADN

codificando para el antígeno del grupo 2 TSA-l con y sin las
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repeticiones logró inducir en ambos casos una respuesta humoral

en ratones de la cepa BALB/c; sin embargo, sólo indujo la

producción de anticuerpos en la cepa C57/ Bl/6 cuando se inoculó

con las repeticiones (Wizer col., 1998b).

El fragmento de PHGST#5 inoculado codifica para 45

repeticiones EPKSA,dando origen a una porción C-terminal de la

proteína muy hidrofílica. Si bien estas repeticiones generan altos

títulos de anticuerpos en otros sistemas (Burns y col., 1992), no

presentó estas caracterísiticas cuando la inmunización se llevó a

cabo con el ADNcodificante en ratones hembras de la cepa BALB/c.

- Los ratones inmunizados con pcDNA-PHGST#5presentaron una leve

respuesta de hipersensibilidad retardada contra la proteína recombinante
MBP-PHGST#5:

Para estudiar la respuesta celular específica generada por los

ratones sometidos a inmunización plasmídica, los mismos fueron

inoculados en la almohadilla plantar con la proteína recombinante

MBP-PHGST#5. Dicho antígeno fue electroeluido para evitar

respuestas generadas por proteínas bacterianas contaminantes, ya

que los sueros de los ratones inmunizados con pcDNA-PHGST#5

evaluados por ensayos de "western blot" presentaron reactividad

contra una proteína de E. coli (resultado no mostrado). El índice de

induración de la pata inoculada fue calculado a las 24 y a las 48 hs

post-inoculación. El índice de induración de los animales

inmunizados con pcDNA-PHGST#Sfue un 9.1 % mayor a1 de los

ratones inmunizados con pcDNAsin inserto tanto a las 24 como a

las 48 hs (Fig. B-10 b). Si bien existe una leve diferencia entre el
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índice de induración de los animales inoculados con pcDNA y

pcDNA-PHGST#S,los valores elevados obtenidos en los ratones

controles inoculados con pcDNA(un índice promedio de 1.29 a las

24 hs, cuando generalmente los controles presentan un promedio

de 1.02) sugieren la existencia de un estado inflamatorio de la

región plantar posiblemente generado por trazas de acrilamida y/o

SDSen la preparación antigénica (Fig. B-10 b).

-Los ratones lnmunlzados con pcDNA-PHGST#5 presentaron una

reducción significativa de la parasltemla luego del desafío con formas

Infectantes del parásito:

los grupos de ratones inmunizados con pcDNA y pcDNA­

PHGST#5 y un grupo control sin inmunizar se desafiaron con

tripomastigotes saguíneos de la cepa Tulahuén. las parasitemias

fueron positivas a partir del día 7 post-infección en todos los

grupos. Hasta el día 25 post-infección los ratones inmunizados con

pcDNA-PHGST#5 presentaron parasitemias significativamente

menores que los ratones sin inmunizar; mientras que, hasta el día

17 post-infección la disminución fue significativa con respecto al

grupo inmunizado con pcDNA (Fig. B-11). El grupo control sin

inmunizar presentó el pico de parasitemia en el día 17 post­

infección, mientras que los grupos inmunizados con pcDNA y

pcDNA-PHGST#5mostraron el pico entre los días 28 y 32 post­

infección, no observándose en este momento diferencias

significativas entre los tres grupos. A partir del día 34 post­

infección la disminución de la parasitemia en el grupo inoculado

con pcDNA es significativa con respecto al grupo sin inmunizar
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(Fig. B-11). La reducción de la parasitemia en el grupo inmunizado

con pcDNAen algunos puntos de la curva puede explicarse por los

efectos inmunoestimuladores atribuidos a los motivos CpG no

metilados presentes en las secuencias de ADN plasmídico

(Tokunaga y col., 1984). Los motivos CpG favorecen la secreción

de citoquinas de tipo Th1 (Klinman y col., 1996; Chu y col., 1997),

las cuáles son muy importantes para la infección por T. cruzl

(Zhang y Tarleton, 1996; Hoft y col., 2000; Corral y Petray, 2000).

La sobrevida en los grupos inmunizados con pcDNA y pcDNA­

PHGST#5 fue del 100%, mientras que fue del 80% en el grupo

control sin inmunizar (muerel/S en el día 17 post-infección). Sin

embargo, para evaluar la sobrevida producida por la inoculación

plasmídica de PHGST#5, en experimentos posteriores será

necesario aumentar el número de animales y desafiar con mayor

número de parásitos, de forma tal de lograr una mayor mortalidad

en el grupo control.

- La Inmunización plasmídica con PHGST#5produjo una disminución de

la inflamación y parasitlsmo tisular en miocardio y músculo esquelético:

Los animales que sobrevivieron a la etapa aguda de la infección

fueron sacrificados a las 14 semanas post-infección con el objeto de

realizar un estudio patológico de miocardio, músculo esquelético,

hígado y bazo, dado que en estos órganos se suele alojar la forma

amastigote del parásito.

El análisis histológico de los corazones mostró que el 75% y el

100% de los ratones de los grupos controles sin inmunizar e

inmunizados con pcDNA,respectivamente, presentaron lesiones de
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grado leve y moderado. Por el contrario, sólo el 20% de los ratones

inmunizados con pcDNA-PHGST#5presentó lesiones de grado leve

(Tabla 1).

El análisis del parasitismo tisular de las células de corazón

mostró que al menos el 80% de los ratones de los grupos controles

tevieron nidos de amastigotes, a diferencia del grupo inmunizado

con pcDNA-PHGST#S,en el cual sólo el 20% de los animales

presentó parásitos en el miocardio (Tabla 2).

Elestudio de la inflamación y del parasitismo tisular del músculo

esquelético, principal órgano blanco de la cepa Tulahuén (Pizzi y

Prager, 1952; Taliaferro y Pizzi, 1955), también mostró una

disminución de la infección tisular y de la patología provocados

por T. cruzi.

Es importante destacar la observación de un mayor grado de

lesiones tisulares en músculo esquelético en los ratones

inmunizados con pcDNAcon respecto al grupo control, ya que el

50% del grupo control sin inmunizar presentó inflamación leve y el

25% moderada, mientras que el 80% de los ratones inmunizados

con pcDNA presentaron inflamación moderada (Tabla 1). Este
resultado fue llamativo teniendo en cuenta la disminución

significativa de la parasitemia durante la fase aguda en los ratones

inmunizados con pcDNA (Fig. B-11). Al analizar el parasitismo

tisular en músculo esquelético, también se observó este efecto, ya

que el 60% de los ratones inmunizados con pcDNApresentó nidos

de amastigotes en comparación con un 50% en el grupo control y

un 40% en el grupo inmunizado con pcDNA-PHGST#S(Tabla 2).

Todos los animales mostraron lesiones en el hígado y el bazo,

pero mientras que en el grupo inmunizado con pcDNA-PHGST#5
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estas lesiones fueron de grado leve, en los grupos sin inmunizar e

inmunizado con pcDNA, el 50% y el 40% de los ratones

presentaron lesiones de intensidad moderada, respectivamente

(Tabla 1). Con respecto al parasitismo en éstos órganos, sólo el 20%

del grupo inmunizado con pcDNApresentó nidos de amastigotes

(Tabla 2).

En conclusión, el análisis conjunto de la reacción inflamatoria y

del parasitismo tisular determinó una disminución de la patología

e infección por el parásito en miocardio, músculo esquelético,

hígado y bazo en el grupo de ratones que fue sometido a la

inmunización plasmídica con PHGST#5. la exacerbación de las

lesiones y el parasitismo tisular en los órganos estudiados en el

grupo inmunizado con pcDNA en comparación con el grupo sin

inmunizar no condice con las curvas de parasitemia observadas

para ambos grupos en la fase aguda de la infección (Fig. B-11), si

bien aun resta evaluar si esto podría deberse a algún efecto tóxico

del lote de pcDNAinoculado.
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IABLAJ; Estudio histopatológico en diferentes órganos de
ratones inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#S
infectados crónicamente por T. cruzi:

MUSCULO

TISULAR“ ESQUELEI‘ICO

ausente

SIN INMUNIZAR 4 4

1/4 (25%) 4 (2596)

ausente

ausente

pcDNA-PHGST#5

a, Grado de las lesiones tisulares: ausente: ausencia de infiltrado
inflamatorio; leve: escasos focos de infiltración mononuclear,
moderado: infiltrados inflamatorios confluentes.

b, n° de ratones con o sin lesiones histológicas /n° ratones totales
(96ratones con o sin lesiones).
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IABLAJ Parasitismo tisular en diferentes órganos de
ratones inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5
infectados crónicamente por T. cruzi:

TISULAR‘l ESQUELETICO

ausente 4

SIN INMUNIZAR

ausente

ausente

pcDNA-PHGST#5

a, Grado de parasiu'smo tisular: ausente: no tiene nidos de
amastigotes, leve: de 1 a 3 nidos de amastigotes, moderado: de 3 a 6
nidos de amasu'gotes.

b, n" de ratones con o sin parasitismo tisular /n° ratones totales (96
ratones con o sin parasiu'smo tisular)
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- La Inmunlzación con MBP-PHGST#5recomblnante produjo respuesta

humoral y celular específica:

la proteína de fusión MBP-PHGST#Spurificada a través de una

columna de amilosa se utilizó en ensayos de inmunización de

ratones machos de la cepa BALB/ca fin de estudiar la respuesta

inmune generada por dicho antígeno y su efecto protector. Los

animales recibieron 5 dosis de SOug/dosis/ratón de MBP-PHGST#5

o MBPcomo control negativo, utilizando BordeteIIa pertussis como

adyuvante. El protocolo de inmunización seleccionado se basó en

este caso, en la experiencia que contaba el laboratorio en

experimentos de inmunoprotección con fracciones purificadas y

proteínas recombinantes (Ruiz y col., 1986; Esteva y col., 1995).

la producción de anticuerpos específicos por los ratones
inmunizados fue evaluada mediante ELISA utilizando como

antígenos MBP-PHGST#S,MBPo lisados de tripomastigotes. Cuando

se utilizó MBP-PHGST#5y MBP como antígenos se realizó una

competencia de los sueros con exceso de MBPcon el objeto de

disminuir la reactividad de los mismos contra esta porción de la

proteína recombinante y detectar sólo los anticuerpos específicos

contra PHGST#5. Los ratones inmunizados con la proteína MBP­

PHGST#5mostraron reactividad tanto contra MBP-PHGST#5como

contra tripomastigotes, mientras que no reaccionaron con MBP.

los sueros de los ratones inmunizados con MBPpresentaron una

muy alta reactividad contra MBP, mientras que contra MBP­

PHGST#5la reactividad fue un 54% menor que la presentada por

los sueros de los ratones inmunizados con la proteína de fusión.

Estos sueros no reaccionaron contra tripomastigotes (Fig. B-12 a).
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Como controles positivos se utilizaron un suero de conejo anti­

Tc13 y sueros de ratones crónicos, los cuáles reaccionaron

positivamente con MBP-PHGST#Sy con tripomastigotes pero no

contra MBP.Loscontroles negativos tanto de conejo como de ratón

no fueron reactivos contra ninguno de los antígenos (Fig. B-12a).

Para investigar la inmunidad mediada por células producida por

los ratones inmunizados con la proteína recombinante, los ratones

fueron inoculados en la almohadilla plantar con llsados de

tripomastigotes sanguíneos. Los ratones inoculados con MBP­

PHGST#Smostraron hipersensibilidad retardada a la inoculación

del parásito por vía intradérmlca, presentando un índice de

induración significativamente más alto que los inmunizados con

MBP a las 24 hs post-inoculación. A las 48 hs ya no hubo

diferencias entre ambos grupos (Fig. B-12 b).

- La lnmunlzaclón con MBP-PHGST#5 produlo una dlsmlnuclón de la

parasitemla luego del desafío con tripomastigotes metacícllcos con

respecto al grupo lnmunlzado con MBP:

Con el fin de evaluar la capacidad lnmunoprotectora del

antígeno PHGST#5 recombinante, los ratones inmunizados con

MBP-PHGST#S, MBP y un grupo control sin inmunizar fueron

desafiados con tripomastigotes metacíclicos de acuerdo a los

protocolos puestos a punto en nuestro laboratorio (Ruiz y col.,

1986; Esteva y col., 1995). las parasitemias comenzaron a

detectarse a partir del día 13 post-infección en todos los grupos.

Los ratones inmunizados con MBP-PHGST#5 presentaron

parasitemias significativamente más bajas con respecto al grupo



Resultados Parte B- 124
'Ï" N1}“.11.” ._'n." -t'fi-u'nf ¡p '.",. "¡1' -'.'." "1."; - i

¿armar 41.1)“:.1(3:17:97.Il ¿avi-1" "3."¿Vara-¿5:

inmunizado con MBPhasta el día 16 y alrededor del día 30 post­

infección, lo cual coincidió con los inicios de la infección y el pico

de parasitemia, respectivamente (Fig. B-l3). la curva de

parasitemia del grupo control sin inmunizar fue similar a la

obtenida por el grupo inmunizado con MBP (resultado no

mostrado).

Dado que no se observó mortalidad alguna en los grupos

controles sin inmunizar e inmunizados con MBP, siendo lo

esperando en las condiciones utilizadas, entre un 25 y un 30% de

mortalidad alrededor del día 21 post-infección, no fue posible

interpretar los resultados obtenidos. las causas del retraso en la

aparición del pico de parasitemia (alrededor del día 30 post­

infección) y la ausencia de mortalidad en los grupos controles son

difíciles de establecer. Sin embargo, cabe mencionar que en estos

experimentos el desafío fue realizado 13 días más tarde con

respecto al protocolo convencional (Ruiz y col., 1986; Esteva y col.,

1995), con lo cual, podría sugerirse al respecto que los ratones
serían más resistentes a la infección. Será necesario establecer en

futuros ensayos si se requiere un inóculo con mayor número de

parásitos para obtener el grado de mortalidad requerido para
evaluar el efecto de la inmunización en la sobrevida.

El grupo de ratones inmunizados con MBP-PHGST#5presentó un

20% de mortalidad. Este 20% correspondió a los 2 ratones de un

total de 10 que alcanzaron mayores parasitemias (> a 5.8 x 10"),

los cuales murieron en los días 20 y 34 post-infección. Es

importante mencionar que la inoculación con el antígeno TSA-l

produce una mortalidad del 100% luego del desafío con T. cruzi,

mientras que el 70% de los ratones desafiados sobreviven cuando
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se inmunizan con este antígeno sin las repeticiones C-terminales

(Wrightsman y col., 1994). Si bien es necesario repetir estos

experimentos a fin de evaluar si la inmunización con PHGST#5

recombinante aumenta la mortalidad luego del desafío, podría

sugerirse que las repeticiones de Tc13 estarían de alguna forma

afectando el montaje de una respuesta inmune protectora contra el

parásito. la realización de los ensayos de inmunoprotección

inoculando PHGST#5 con y sin repeticiones EPKSA podría

determinar la veracidad de esta hipótesis.
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HganBfi; Expresión de PHGST#S en sistemas eucariotas
In vitro e In vivo



Expresión de PHGST#5en sistemas eucariotas In vitroe in vivo:

la expresión de PHGST#5en un sistema eucariota in vitro fue
evaluada mediante transfección de monocapas de células CDS-7
con los plásmidos pcDNA (b) y pcDNA-PHGST#5 (a y c). Las
células fueron fijadas con metanol 48 hs después de la
transfección y reveladas con suero de conejo anti-Tc13 (b y c) o
suero normal de conejo (a) utilizando un anticuerpo anti-IgG de
conejo conjugado con fluoresceína. Como control positivo se
transfectó con el plásmido pcMBy se reveló con un anticuerpo
monoclonal anti-B-galactosidasa (d).
La expresión de PHGST#S in vivo fue evaluada mediante la
inoculación de 30 ug de pcDNA (e) o pcDNA-PHGST#5 (f y g) en
ratones hembras de la cepa BALB/c en el músculo Tibialis
anterioris. Diez días post-inoculación los animales fueron
sacrificados y los cortes de los músculos embebidos en parafina
fueron revelados con suero de conejo anti-Tc13 y un conjugado
fluorescente. En f) se muestra un corte transversal con algunas
células teñidas en su citoplasma, mientras que en g) se muestra
un corte longitudinal con algunas células con tinción
citoplasmática con acumulación en la membrana plasmática.



CelCCS-7CelCCS-7CelCCS-7

a)pcDNA-PHGST#5b)pcDNAc)pcDNA-PHGST#5

SueroNormalConejoSueroamm“3 Sueroant¡_Tc13

CelCCS-7MúsculoratónMúsculoratónMúsculoratón

pcMBpcDNApcDNA-PHGST#5pcDNA-PHGST#5

9)

AcMoanti-fiGalSueroanti-Tc13Sueroanti-Tc13Sueroanti-Tc13
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Eignra_B;1_Q:Respuesta humoral y celular generada por los

ratones inmunizados con PHGST#S plasmídico



Respuesta humoral y celular generada por los ratones inmunizados con
PHGST#5:

a) Respuesta de anticuerpos anti-T. cruzi en los ratones
inmunizados. El título de anticuerpos específicos en los sueros de
los ratones inmunizados con cinco dosis de 50 ug de pcDNA o
pcDNA-PHGST#5fueron evaluados mediante la técnica de ELISA
utilizando lisados de tripomastigotes como antígeno. la figura
muestra un experimento representativo utilizando “pooles” de
sueros diluidos 1/100. Como control positivo se utilizó un “pool”
de sueros de ratones crónicos y como control negativo un “pool”
de sueros de ratones normales.

b) Respuesta de hipersensibilidad retardada en los ratones
inmunizados. Veinticinco días después de la última dosis se
evaluó la respuesta de hipersensibilidad retardada producida por
los ratones inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5luego de
24 y 48 hs de la inoculación de MBP-PHGST#5en la almohadilla
plantar. La reacción cutánea fue medida con un calibre y el índice
de induración fue calculado como la relación de la induración de
la pata a las 24 o 48 hs con respecto a la medida de la misma
antes de la inoculación. El gráfico muestra las medias +/- error
standard de la media.
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Figura B-11: Curva de parasitemia de los ratones sometidos a
inmunización plasmídica con PHGST#5 luego del desafío con
tripomastigotes sanguíneos:

Treint y cinco días después de la última dosis los ratones inmunizados con pcDNA
( + ) y pcDNA-PHGST#5( + ) y un grupo control sin inmunizar ( + ) fueron
desafiados con 2x103 tn'pomastigotes sanguíneos de la cepa Tulahuén. La parasitemia
fue medida en 5 ul de sangre. *, indica que la parasitemia fue significativamente
menor en el grupo inmunizado con pcDNA-PHGST#5con respecto al grupo inmunizado
con pcDNA. +, indica que 1a parasitemia fue significativamente menor en el grupo
inmunizado con pcDNA-PHGST#5con respecto al grupo sin inmunizar. o, indica que la
parasitemia fue significativamente menor en el grupo inmunizado con pcDNA con
respecto al grupo sin inmunizar. Elgráfico muestra las medias +/- error standard de la
media. las diferencias se consideraron significativas con un P<0.0S.
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ElganB;lZ;_Respuesta humoral y celular generada por los
ratones inmunizados con PHGST#5 recombinante



Respuesta humoral y celular generada por los ratones inmunizados con
PHGST#5recombinante:

a) Detección de niveles de anticuerpos específicos en los ratones
inmunizados con MBP y MBP-PHGST#5 adyuvados con B.
pertussis. Los sueros de los ratones inmunizados fueron
evaluados mediante la técnica de ELISA utilizando como
antígenos MBP-PHGST#5,MBPo lisados de tripomastigotes. En la
figura se muestra un experimento representativo utilizando
“pooles” de sueros de los ratones inmunizados con cinco dosis de
las proteínas recombinantes. En los ensayos sobre MBP-PHGST#5
y MBPlos sueros de ratón fueron diluidos 1/200 con competencia
con MBP(20 pg/ ml). Sobre los tripmastigotes los sueros de ratón
fueron diluidos 1/ 100. Como controles positivos se utilizaron un
suero de conejo anti-Tc13 y un “pool” de sueros de ratones
crónicamente infectados con T. cruzi (SRC). Como controles
negativos se utilizaron un suero normal de conejo y un “pool” de
sueros de ratones normales (SNR). Los sueros de conejo fueron
diluidos 1/ 2500.

b) Respuesta celular específica en los ratones inmunizados con
PHGST#5 recombinante. la respuesta de hipersensibilidad
retardada producida por los ratones inmunizados con MPB y
MBP-PHGST#5fue evaluada luego de 24 y 48 hs de la inoculación
de lisados de tripomastigotes en la almohadilla plantar. La
reacción cutánea fue medida con micrómetro y el índice de
induración fue calculado como la relación de la induración de la
pata a las 24 o 48 hs con respecto a la medida de la misma antes
de la inoculación. El * indica que la induración a las 24 hs post­
inoculación es significativamente mayor en el grupo inmunizado
con MBP-PHGST#5. El gráfico muestra las medias +/— error
standard de la media. Las diferencias se consideraron
significativas con un P<0.0S.
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Figura B-13: Curva de parasitemia de los ratones inmunizados con
PHGST#5 recombinante luego del desafío con tn'pomastigotes
metacíclicos:

Losratones inmunizados con MBP(+ ) y MBP-PHGST#5( +) fueron desafiados
con 1x103 tn'pomastigotes metacíclicos de la cepa Tulahuén 43 días después de la
última dosis. La parasitemia fue medida en 5 ul de sangre. *, indica que la
parasitemia es significativamente menor en el grupo inmunizado con MBP-PHGST#5
con respecto al grupo inmunizado con MBP.El gráfico muestra las medias +/- error
standard de la media. Lasdiferencias se consideraron significativas con un P<0.05.
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1) MEDIOS Y SOLUCIONES:

- Buffer de siembra para geles de proteínas (BS): Tris-HC]55

mM pH= 6.8, 1.6 % SDS,8.3 % glicerol, 0.002 % azul de bromofenol, 5 %

2-mercaptoetanol

- LB: 1% p/v bacto-triptona, 0.5 % p/v extracto de levaduras, 1 %

p/v NaCl

- PBS (1 litro): 8 gr ClNa, 0.2 gr Kcl, 1.15 ngazHPO4, 0.2 gr KHZPO4

- PES-5% leche: PBScon 5% p/v de leche descremada

- PES-1% leche: PBScon 1%p/v de leche descremada

- SSC 20x: 3 M ClNa, 0.3 M Na3citrato pH=7

- SM: Tris-HCl 10 mM pH=7.5, 0.1 M ClNa, 10 mM MgSO4,0.01 % p/v

de gelatina

- TBE 10x: (1 litro) 108 gr Tris base, SS gr ácido bórico, 40 ml EDTA

pH=8

- TBS 10x: 0.25 M Tris-HC] pH=8, 9% p/v NaCl

- TES-5% leche: TBS1xcon 5%p/v de leche descremada

- TES-1% leche: TBS1xcon 1%p/v de leche descremada

2) PARASITOS: CULTIVO Y OBTENCION DE SUBFRACCIONES

2.1- Cultivo de epimastigotes y tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi:

los epimastigotes la cepa Tulahuén, stock Tul 2 y el clon CL Brener

de Trypanosoma cruzi se cultivaron durante 7 días a 28 °C en un

medio monofásico axénico conteniendo 5 g/l de extracto de hígado

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

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

g/l de Dextrosa (Mallinckrodt, EEUU);lOg/l de NazHPO4; 4 g/l de KCl;4

g/l de NaCl; 0.02 g/l de Hemina (Sigma, EEUU).
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los tripomastigotes del clon CLBrener de T. cruzi se cultivaron en

monocapas de células musculares embrionarias bovinas (BESM)con

RPMI1640 (Gibco, EEUU) suplementado con 10 % v/v de suero fetal

bovino.

Los tripomastigotes sanguíneos de la cepa Tulahuén stock Tul 2 se

mantuvieron por pasajes seriados en ratones de la cepa BALB/c.

Lostripomastigotes metacíclicos de la cepa Tulahuén stock Tul 2 de

T. cruzi fueron obtenidos de las heces de Triatoma infestans,

previamente alimentadas de ratones BALB/cinfectados.

2.2- Preparación de Homogenato Total (HT) y Fracción Soluble
(FS) de epimastigotes:

Ladisrupción de los epimastigotes de la cepa Tulahuén fue llevada a

cabo por presión y descompresión en un fraccionador de células Sorvall­

Ribi Modelo Rf-l (Ivan Sorvall Inc, Norwalk, CT, EEUU).El homogenato

total obtenido se denominó HT (Segura y col., 1974). En los casos que se

utilizó la fracción soluble (FS) del parásito, con excepción de los

experimentos en que se midió actividad de GST, ésta resultó ser el

sobrenadante de la centrifugación a 105.000g del homogenato total.

2.3- Preparación de la fracción soluble (FS) de epimastigotes
para detectar actividad de GST:

Para medir la actividad de GST la FS fue preparada a partir de

epimastigotes de la cepa Tulahuén de T. cruzi. El pellet de los

epimastigotes se lavó dos veces con Tris 0.1M pH=7.2, ClNa 0.075 M y

posteriormente se resuspendió en 1 ml de buffer fosfato de potasio 0.1

M pH=6.S conteniendo 0.5 mM de PMSF, 1 mM de TLCKy 0.1 mM de

EDTApor gramo de parásitos. Se sonicó con pulsos de 30 segundos a 40
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watts con microtip en un sonicador Sonifier B-12 Brandson Sonic Power

hasta no observar parásitos enteros por microscopio óptico. El sonicado

se centrifugó en microcentrífuga a 10.000 x g a 4 °C y el sobrenadante

obtenido se centrifugó dos veces durante una hora y media a 105.000 x

g. la fracción soluble obtenida presentó una concentración de 16 a 28

mg/ml medida por método de lowry (Iowry y col., 1951).

2.4) Preparación de Iisados de tripomastigotes:

Lostripomastigotes provenientes de cultivos celulares se lavaron con

PBSy se resuspendieron en este mismo buffer a una concentración

aproximada de 1 x 107parásitos/ml. Los tripomastigotes se rompieron

por congelamiento y descongelamiento hasta no observarse parásitos

enteros por microscopio óptico. La concentración de proteínas en el

lisado fue determinada por el método de Bradford.

3) MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GST:

la actividad de GSTfue realizada en un volumen final de 1 ml de

buffer fosfato de potasio 0.1 M pH=6.S, 5 mM GSH y lmM CDNB,

agregando de 2 a 6 mg de fracción soluble de T. cruzi en un volumen

máximo de 400 ul o 30 ug de la fracción PHGST.la formación del

conjugado GSH-CDNBfue medida espectrofotométricamente a 340 nm.

La reacción se llevó a cabo de la siguiente manera: en un primer paso se

mezclaron el buffer, la fracción proteica (la misma cantidad de buffer

en el blanco) y el CDNB;luego se centrifugó a 4 C durante 5 minutos a

13500 rpm en microcentrífuga (de esta manera se precipitan las

proteínas que pudieron ser desnaturalizadas al agregar el CDNB,el cual

está disuelto en etanol); posteriormente se trasladó el sobrenadante a

las cuvetas, se llevó la densidad óptica a 340 nm a cero con el blanco y
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se inició la reacción con el agregado del GSH en ambas cuvetas. La

densidad óptica se registró cada minuto durante diez minutos, siendo

lineal durante este tiempo. Como control negativo se utilizó la misma

fracción proteica tratada a 90 C durante dos minutos. Elcoeficiente de

extición molar utilizado fue 9.6 cm'l mM'l (Habig y col., 1974).

4) OBTENCION DEL SUERO ANTI- GSTs]:

La GSTsj expresada por el plásmido pGEXl en E. coli DHS-o:fue

purificada mediante cromatografía de afinidad con GSH-agarosa

(Sigma, EEUU)(Smith y Johnson, 1988). Dicha proteína se utilizó para

inocular tres conejos con el siguiente esquema de inmunización:

DOSIS mg GST Sj VIA* ADYUVANTE DIA

1° 1 ID completo Freund 1

2° 1 ID completo Freund 21

3° 1 ID completo Freund 42

4° 1,5 IP 72

5° 1,5 IP 86

6° 1 ID incompleto Freund 97

7° 1 ID incompleto Freund 118

* ID: intradérmica, IP:intraperitoneal

El título de anticuerpos fue testeado por ELISAsobre GST Sj y sobre

HT de T. cruzI. Como control negativo se utilizó un suero de conejo

normal (SCN)y como control positivo un suero de conejo anti-GST Sj

cedido por la Dra. Bianca Zingales, Universidad de San Pablo, Brasil.
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5) PURIFICACION DE LA FRACCION PHGST POR
CROMATOGRAFIA DE INMUNOAFINIDAD Y SECUENCIACION DEL
EXTREMO N-TERMINAL DE LAS PROTEINAS:

La lgG del suero de conejo anti-GSTsj fue purificada por

cromatografía de afinidad por proteína A-Sepharosa(Pharmacia, Suecia)

y acoplada a Sepharosa activada con bromuro de cianógeno

(Pharmacia, Suecia) según las especificaciones del proveedor.

La PSde epimastigotes de T. cruzi se diluyó a 2 mg/ml en Tris 0.05M

pH=8.3, cloruro de sodio 0.15 M conteniendo 50 pg/ml de TLCKy se

incubó con la resina anti-GSTsj- Sepharosa durante toda la noce en

rotación a 4 °C. Se lavó con el mismo buffer hasta una DO a 280 nm

menor a 0.02 y se eluyó con glicina 0.2M pH=Z.3, recogiendo fracciones

de 1 ml y neutralizando instantáneamente con 60 ul de Tris 2M

pH=8.8. 1a fracción obtenida se sometió a electroforesis en gel de

poliacrilamida 12% con SDS y se visualizó mediante tinción con

coomassie brillant blue.

Para realizar la secuencia N-terminal de las proteínas, la fracción

PHGSTfue diluida en Tris 50 mM pH=6.8, 5% p/v de SDS, 25% p/v de

sacarosa, 0.0196de azul de bronofenol y hervida durante 3 min. Luego

se sembro en un gel de poliacrilamida 1296con 0.2% de SDSy se corrió a

150 volts con el buffer standard conteniendo 0.2% de SDSy colocando

0.1 mM de tioglicolato en el reservorio superior de la cuba. la

electrotransferencia a membranas de PVDF se realizó en la cuba

MiniProtean II (BioRad, EEUU) utilizando como buffer Tris 10 mM,

glicina 100 mM y 10 96 de metano]. Al terminar la transferencia las

membranas se colocaron en 20 96de metanol y las bandas proteicas se

visualizaron por transiluminación. las porciones de membrana

conteniendo las proteínas transferidas fueron escindidas y enviadas al

Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios en Péptidos y Proteínas

(CONICET-UBA)para realizar la secuencia del extremo N-terminal.
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6) DESCRIPCION DE LAS GENOTECAS DE T. CRUZ! UTILIZADAS:

6.1- Biblioteca genómica dela cepa Tulahuén de T.cruzI:

la biblioteca genómica fue construida en el vector ñZAPII(Stratagne,

EEUU)a partir de fragmentos de ADNtotal de epimastigotes de la cepa

Tulahuén digeridos por la enzima EcoRI.Los fragmentos entre 3 y 10 kb

fueron clonados en el vector y empaquetados con los extractos

adecuados. la genoteca resultó en 8 x10“ clones individuales con un

99.4 % de recombinantes (Búa y col., 1999).

6.2-Biblioteca de ADNcdel clon CL Brener de T. cruzl:

La biblioteca de ADNcfue construida a partir de ARNmde

epimastigotes del clon CLBrener de T. cruzi y normalizada. Esta

genoteca fue distribuida a los grupos de secuenciación del Proyecto

Genoma del T. cruzi (Urmenyi y col., 1998). las secuencias de los clones

de esta genotec se encuentran depositados en el GeneBank“,en la

sección de ESTs.Los clones de ADNccorrespondientes a la TCGRX,19h22

y 44h9, se solicitaron a la Dra. Lena Áslund de la Universidad de

Uppsala, Suecia (Porcel y col., 2000).

6.3- Biblioteca genómica del clon CL Brener de T. cruzl:

la biblioteca genómica fue construida en cósmidos a partir del ADN

total del clon CL Brener de T. cruzi. Esta genoteca contiene 36.864

clones de cósmidos recombinantes independientes con un tamaño de

aproximadamente 37 kba que cubren 25 equivalentes genómicos (Hanke

y col., 1996). Losclones se encuentran diSpuestos en dos filtros de nylon

de 22 x 22 cm, los cuales fueron donados por el Dr. Hoheisel, del
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laboratorio de Análisis de Genomas, (Deutsche Krebsforschungszentrum,

DKFZ),Heidelberg, Alemania (Hanke y col., 1997).

7) DETECCION DE CLONES EN LAS GENOTECAS:

7.1- Rastreo inmunológico con suero de conejo anti-GSTs]:

La búsqueda de los clones de bacteriófagos recombinantes que

expresan antígenos reconocidos por el suero anti-GSTsj se realizó sobre

la biblioteca genómica de la cepa Tulahuén de T. cruzi construida en el

vector de expresión AZAPII. Los fagos se crecieron en la bacteria E. coli

XL-l Blue a 42 °C durante aproximadamente 3 hs hasta observar la

aparición de playas de lisis. La expresión y transferencia de las

proteínas de fusión se realizó colocando sobre la placa de bacterias y

fagos durante 2 hs a 37 °C membranas de nitrocelulosa (NC)

previamente embebidas en 10 mM isopropil-B-tio-galactopiranósido

(IPTG). Los filtros con las proteínas adsorbidas se lavaron con TBS

durante 10 min con agitación y se bloquearon con TBS-596leche

durante una hora con agitación a temperatura ambiente. los filtros se

incubaron durante 2 hs a temperatura ambiente en presencia del suero

anti-GSTsj diluido 1/1000 en TBS-1% leche. Este suero fue previamente

adsorbido sobre un filtro de NCobtenido por transferencia de un césped

de bacterias infectado con AZAPII salvaje, de forma de eliminar los

anticuerpos dirigidos contra las proteínas bacterianas y virales. Los

lavados se efectuaron con TBS3 veces durante 10 min con agitación a

temperatura ambiente. Como segundo anticuerpo se utilizó una anti­

inmunoglobulina de conejo acoplada a la enzima peroxidasa (Vector,

EEUU)diluida 1/500 en TES-196leche durante 1 h. Luego de los lavados

en TBS,las NC se transfirieron a1 sustrato adecuado para el desarrollo

del color: oc-cloronaftol 0.5 mg/ml, HZO20.025% en TBS conteniendo
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0.96%de metanol. Una vez alcanzado el nivel de coloración deseado la

reacción se detuvo sumergiendo las NCen agua destilada.

las playas de lisis que resultaron positivas fueron nuevamente

sometidas a1 mismo procedimiento. Los clones sucesivamente

purificados por plaqueo y detección por anticuerpos, fueron

mantenidos en soluciones madres de alto título en medio SMa 4 °C. la

pureza y presencia de un inserto de ADNen los clones detectados se

determinó mediante el crecimiento de los mismos en presencia de IPTG

como inductor y X-galcomo sustrato de la B-galactosidasa (Sambrook y

coL,1989L

7.2- Rastreo de la biblioteca genómlca del clon CL Brener de T.
cruzl con sondas radiomarcadas:

Se marcaron de 50 a 200 ng del ADNa ser utilizado como sonda

(fragmento amplificado con los iniciadores JSl y JSZ a partir del ADNc

19h22 ó el fragmento obtenido por la digestión del clon PHGST#Scon la

enzima SacI) con a-P’z dCTP mediante sistemas de marcación con

iniciadores de 6 o 10 bases al azar (“random priming"). Luego de la

cuantificación de la actividad específica del ADNmarcado, los filtros

conteniendo la genoteca de cósmidos grillada se prehibridaron en 0.5

M fosfato de sodio, pH 7.2, lmM EDTA, 7 96 SDS, 0.1 mg/ml tRNA de

levadura, a 65°C,y luego se hibridaron en las mismas condiciones con

una concentración de las sondas macadas de 1 Mcpm/ml durante toda

la noche en un horno Micro 4 oven (Hybaid, Reino Unido). Losfiltros

se lavaron en 0.04 M fosfato de sodio, pH 7.2, 0.1 96SDSy se expusieron

a filmes de rayos Xa -70 °C,utilizando pantallas intensificadoras.

8) CARACTERIZACION DE LOS GENES OBTENIDOS:
8.1- Secuenclación del ADN:
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El ADNutilizado para secuenciación se purificó con el kit Wizard

para minipreparaciones de ADN (Promega, EEUU) según las

especificaciones del proveedor. Se secuenciaron ambas cadenas de ADN

usando el kit BigDye Fluorescent Terminator (Perkin Elmer, EEUU)en un

secuenciador automático ABI 377 (Perkin Elmer, EEUU). los

oligonucleótidos utilizados para las secuencias fueron los siguientes:

Secuencia de ADNc19h22 y 44h9:

JSl 5’ gagcggataacaatttcacacagg 3’

JSZ 5’ gccagggttttcccagtcacga 3'

Secuencia genómica del gen TcGRX:

TcGRx.For.PCR 5’ cacatggttttgggtaaggg 3’

TcGRX.Rev.PCR 5’ cagcctctcatgctcaccg 3’

TcGRX.Rev 5’ gtgccgcgttgactcttc 3’

TcGRX3’UTR S’ ggacaccgcgtctatgaag 3’

Secuencia del clon PHGST#Sy gen Tc13CL'

BTR(Sang y Thompson, 1994)

BTF(Sang y Thompson, 1994)

Oligol OR 5’ ggtccagtgctgttgaccg 3’

Oligo 190 5’ gcgtgtggagcaactcattg 3’

Oligo 515 5’ gggccgcgaaggacaat 3’

Oligo 540K 5’ tgagctgcattttcccaaggc 3’

Oligo 800 5' gcaaactatgggtttactcttgc 3’

Oligo 900 5’ ctcctgggactgtcgtac 3’

Oligo 1220 5’ gcgagtaaagtcaccattcc 3’

8.2- Experimentos de “southern blot”:
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El ADNde epimastigotes de la cepa Tulahuén y del clon CL Brener

deT. cruzi fue obtenido por métodos convencionales (Sambrook y col.,

1989). Cinco pg de ADNde la cepa Tulahuén fue sometido a digestión

parcial por la enzima PstIdurante 1 y 4 hs y a digestión total durante

toda la noche a 37 °C en el buffer indicado por el fabricante. El ADN

del clon CL Brener fue digerido totalmente con las enzimas EcoRl,

BamHI y SacI. ElADNde T. cruzi digerido fue sometido a electroforesis

en gel de agarosa al 1 96p/v con la metodología standard y luego fue

depurinizado en HCl 0.25 M, desnaturalizado en NaOH0.5 M, NaCl 1 M

y neutralizado en Tris 1 M, pH 8.0. El ADNfue transferido durante

toda la noche a membranas de nylon (Biodyne A, Pall BioSupport,

EEUU)según métodos convencionales (Southern, 1975) en solución SSC

2X. El ADNtransferido a las membranas de nylon se lavó con SSC2Xy

se fijó durante 2 hs a 80 °C.

Lasonda utilizada, el fragmento amplificado con los iniciadores JSl

y JSZa partir del ADNc19h22, fue radiomarcada e hibridada según las

condiciones descriptas en la sección 7.2 de “Materiales y métodos".

8.3 Preparación e hibridación de “cromoblots”:

Los epimastigotes del clon CL Brener y de la cepa Tulahuén de T.

cruzi fueron incluidos en bloques de agarosa conteniendo de 1 x106a 20

x106parásitos (Henriksson y col., 1993). Para evaluar la estabilidad del

cariotipo los epimastigotes de la cepa Tulahuén fueron tomados a
distintos días de un cultivo asincrónico o cada 30 minutos durante 12

hs a partir de un cultivo sincronizado con hidroxiurea (Galanti y col.,

1994). Los cromosomas fueron separados mediante electroforesis en

campo pulsado (PFGE)en geles de agarosa al 1 96en tampón 0.5 x TBEa

14 °C,utilizando un equipo Bio-Rad Cheff Mapper (Bio Rad, EEUU).

z ¡.., l .l ¡QQOKHT
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Pulso inicial: 100 seg

Pulso final: SOseg

Corrida electroforética: 175 Volts durante 40 hrs

1° etapa: pulsos de 70 seg a 180 V,durante 18 hrs.

2°etapa: pulsos de 150 seg a 180 V, durante 24 hrs.

Los cromosomas fueron transferidos a membranas Hybond+

(Amersham, Reino Unido) utilizando los procedimientos habituales

(Southern, 1975). Los cromosomas de Saccharomyces cerevisiae y S.

pombe fueron utilizados como marcadores de peso molecular (Bio Rad,

EEUU).

Los“cromoblots” de los parásitos de la cepa Tulahuén asincrónicos y

sincronizados con hidroxiurea fueron gentilmente cedidos por el Dr.

Mario Galindo de la Universidad de Medicina, Santiago de Chile, Chile.

La hibridación de los “cromoblots” con las sondas radiomarcadas fue

realizado según el procedimiento descripto en la sección 7.2 de

“Materiales y métodos".

8.4- Reacción de polimerasa en cadena (PCR):

[a obtención de la sonda 19h22, la amplificación del gen TCGRX,la

confirmación de los clonados en los distintos vectores y la

amplificación con un iniciador específicode la familia Tc13 a partir de

los fagos recombinantes aislados con el suero anti-GSTsj se realizaron

siguiendo la metodología convencional de la técnica de amplificación

del ADNpor la enzima Taq Polimerasa (PCR).

la técnica se efectuó utilizando como templado una ínfima porción

de una colonia aislada de bacteria recombinante o de un fago

recombinante puro sometido a un procedimiento de lisis ( 2 min a 100

°C en Tris 25 mM pH=9, 50 mM ClK y 0.01% Tween 20). Los iniciadores
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específicos utilizados para cada caso fueron los siguientes (ver

secuencias en sección 8.1):

Obtención de la sonda 19h22 y confirmación de clonados en vector

T: JSl y JSZ

Amplificación del gen TCGRX:TCGRX.For.PCRy TcGRX.Rev.PCR

Confirmación de clonados en el vector pQE: pQEFor y pQERev

(Qjagen, EEUU)

Confirmación del clonado de PHGST#S en vector pMAL: S4OR y

pMALFor (New England Biolabs, EEUU)

Confirmación del clonado de PHGST#5 en el vector pcDNA:

pcDNAFor (Invitrogen, EEUU)y S4OR

Amplificación de los fagos reconocidos por el suero anti-GSTsj: BTFy

lOR, BTF y S40R

la mezcla de reacción se compuso de 10 pmoles de cada iniciador,

2.5 U de enzima Taq ADN polimerasa (Promega, EEUU), 2 mM de

dinucleótidos fosfatos y15 mM de MgCl2en el buffer de reacción

suministrado por el proveedor. El ADNse amplificó en un ciclador

Genius (Techne, EEUU)con un total de 25 a 35 ciclos en las siguientes

condiciones: desnaturalización a 94 °C 1-2 min; anillado de los

oligonucleotidos a 55- 60 °Cdurante 1 min y extensión a 72 °C de 2 a

3 min. [a extensión final se realizó durante 3 a 7 minutos a 72 °C.

Finalizada la amplificación, las muestras fueron sometidas a

electroforesis en gel de agarosa al 1 96p/v, visualizándose los productos

de amplificación bajo luz ultravioleta por tinción con bromuro de

etidio. Un patrón de fragmentos de 100 a 1000 pb o de 1 a 12 Kb fue

utilizado como marcador de peso molecular.

En el caso de la amplificación de fragmentos de ADNa subclonar en

plásmidos de expresión se utilizó como enzima amplificadora la Pfu

DNApolimerasa (Promega, EEUU)según el protocolo suministrado por

el proveedor, ya que introduce menores errores de copia del templado.
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Losfragmentos amplificados fueron purificados por el kit Wizard PCR

(Promega, EEUU).

8.5- Obtención del extremo 5’ del clon PHGST#5 en la cepa
Tulahuén:

Con el objeto de obtener la porción 5’ faltante en el clon PHGST#5,

se pre-amplificaron 100 ng de ADN de fago purificado a partir la

genoteca de T. cruzi construida en hZapII según el protocolo standard

(Sambrook y col., 1989) con 100 pmoles de los iniciadores lOR o 54OR

en las condiciones mencionadas anteriormente. A las mezclas de

reacción pre-amplificadas se les agregó el segundo iniciador, BTFo BTR,

y se sometió nuevamente al proceso de amplificación. El ADN

amplificado fue separado mediante electroforesis en gel de agarosa 2%

y visualizado por bromuro de etidio. Los fragmentos amplificados

fueron escindidos del gel, purificados mediante el kit de Wizard PCR

(Promega, EEUU)y secuenciados.

8.6- Determinación del tamaño de los insertos de los clones

obtenidos por rastreo imunológico con el suero anti-GSTs]:

Losplásmidos pBluescript recombinantes fueron escindidos del fago

hZapII coinfectando bacterias E. coli XL-l Blue con dichos fagos

individuales y el fago filamentoso ExAssist(Stratagene, EEUU)según el

protocolo de Vekris (Vela-is, 1994). Los fagos obtenidos como fruto de

esta co-infección se utilizaron para infectar bacterias SOL-R(Stratagene,

EEUU),obteniendo en este sistema los plásmidos recombinantes (Vekn‘s,

1994). Los mismos fueron sometidos a digestión total con la enzima

EcoRIy el tamaño de los insertos fue visualizado mediante geles de

agarosa 1% p/v teñidos con bromuro de etidio comparando con los

marcadores de peso molecular adecuados.
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8.7- Hlbrldación de los clones obtenidos en el rastreo

inmunológico con el suero antl-GSTs] con el clon PHGST#5:

Los fagos recombinantes se crecieron a 42 °C durante 3 hs sobre un

césped de E. coli XL-lBlue. la expresión y transferencia de las proteínas

de fusión fue realizada colocando membranas de nylon previamente

embebidas en 10 mM de IPTGsobre la placa conteniendo el césped de

bacterias con las playas de lisis e incubando durante 2 hs a 37 °C.

las membranas fueron tratadas según se especificó en la sección 8.2

de “Materiales y métodos” y fueron hibridadas con el fragmento

PHGS#5SacI según el protocolo de la sección 7.2.

Como control positivo se utilizó el fago recombinante PHGST#Sy

como control negativo un fago hZap II salvaje.

8.8- Números de acceso al Genbank® de las secuencias
obtenidas:

ADNc 19h22: AF190801

Secuencia genómica del gen TCGRX:AF223386

Secuencia genómica gen Tc13 CL:AFO91620

Clon PHGST#5: AFO92099

9) BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS EN BANCOS DE DATOS Y
ANALISIS DE SECUENCIAS:

9.1- Comparación de secuencias en bancos de datos:

la comparación de las secuencias con los bancos de datos no

redundantes para proteínas o ADNfueron realizadas con los programas
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BLASTP o BLASTN, respectivamente en el sitio: www.

ncbi.nlm.nih.gov/blast (Altschul y col., 1990).

la comparación de la secuencia N-terminal de PHGST4 (15 aa) se

realizó con el programa BLASTPutilizando la matriz PAM-30(9;1) y un

valor estadístico E( "expect”) de 10000.

las comparaciones en bancos de datos realizadas con los programas

del paquete PASTA(FASI‘A3,SSERCHy PRSS)(Pearson y col., 1988) fueron

realizadas en el sitio: http//fasta.bioch.virginia.edu.

Losalineamientos se consideraron estadísticamente significativos con

un E menor o igual a 0.03 (Brenner y col., 1998; Altschul, 1998). la

significancia estadística también fue evaluada comparando las

secuencias de a pares con el programa PRSS,el cual discrimina la

existencia de similitud debida exclusivamente a la composición

aminoacídica comparando la primera secuencia con una biblioteca

generada por una mezcla al azar de los aminoácidos de la segunda

secuencia (Pearson y col., 1988).

9.2- Análisis de secuenclas proteicas:

El programa SignalP V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services /SignalP/)

fue utilizado para determinar la presencia de péptidos señales (Nielsen

y col., 1997).

las secuencias probables para clivaje y adición de GPIse

determinaron utilizando el sitio http://members.ncbi.com/_XMCM/

jkronegg/unjge/
GPI-anchor/

El perfil hidrofóbico de las proteínas fue realizado según el método

de Kyte y Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982) con el programa Protean

(DNASTAR,DNASTARInc., Madison, EEUU).
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9.3- Modelado molecular de la TcGRX:

El modelado molecular de la TCGRXfue realizado en colaboración

con la Dra. Margot Paulino en el Departamento de Químico Física y

Matemáticas de la Facultad de Química de la Universidad de la

República en Montevideo, Uruguay.

la comparación de la secuencia de la Tcer se realizó en una base

de datos en tres dimensiones utilizando los programas Pasta (Milburn y

col., 1998) y Swiss Model (Peitsch y col., 1996). Los alineamientos

primarios fueron manualmente modificados a fin de conservar la

estructura secundaria y el porcentaje de similitud final alcanzado fue

obtenido tomando como reemplazos conservativos aquellos residuos

con polaridad o carga electroestática similar. El modelado de la TcGRX

fue realizado por reemplazo molecular a partir de la estructura

tridimensional obtenida por cristalografía de la GRX3de E. coli y la

tiorredoxina del fago T4 utilizando el programa TOM/mdFrodo (Nilsson,

1990), realizando tres pasos de refinamiento del modelo.

10) CLONADOS Y PROTOCOLOS DE INDUCCION Y
PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES:

10.1- Clonado del gen TcGRXen el vector de expresión pQE31:

El genTcer fue amplificado por PCR con la enzima Pfu DNA

polimerasa (Promega, EEUU)a partir del clon de cósmido 35122 con los

iniciadores TcGRXFor.PCRy TcGRXRev.PCR.El fragmento amplificado fue

purificado con el kit Wizard PCR(Promega, EEUU)y Clonado en vector

pGEM-T easy (Promega, EEUU)utilizando la ligasa de ADN del fago T4

(Promega, EEUU) según las especificaciones suministradas por el

proveedor. la obtención de colonias recombinantes fue evaluada por

PCRcon los iniciadores JSl y JSZ.
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El inserto de una colonia de vector pGEM-T recombinante fue

obtenido mediante la digestión con la enzima BcoRIy sub-clonado en el

vector pBluescript SK+ (Stratagene, EEUU) cortado con la misma

enzima. La obtención de colonias recombinantes fue evaluada por PCR

con los iniciadores JSl y JSZ.

El inserto de una colonia recombinante de pBluescript fue obtenido

mediante digestión con SacI y HindIII y subclonado en el vector de

expresión pQE31 (Qiagen, EEUU)digerido con las mismas enzimas. la

obtención de colonias recombinantes fue evaluada por PCR con los

iniciadores TCGRXFOI'.PCRy TcGRXRev.PCR.

Todas las transformaciones fueron realizadas en E. coli cepa M15

(Qiagen, EEUU).

10.2- Expresión y purificación de la TcGI-‘¡Xrecombinante:

Para expresar la TCGRXlas bacterias recombinantes, pQE31-TCGRX,se

crecieron a 37 °C en medio LBhasta una densidad óptica a 600 nm

(DOW)de 0.8. Se adicionó IPTGen la concentración indicada en cada

experimento (0 a 1 mM) induciéndose la expresión durante 3 hs a 37 °C.

Para seguir el proceso de inducción se tomó 1 ml de cultivo de bacterias

antes del agregado del IPTG(control no inducido) y después de las 3 hs

de inducción (inducido), y el pellet de las bacterias fue resuspendido en

50 pl de buffer de siembra (BS)hervido 3 min y sometido a electroforesis

en gel de poliacrilamida 15%con SDSen las condiciones standard. Para

calcular el volumen de muestra a sembrar en el gel se tuvo en cuenta la

siguiente proporción: 6/ D0m=ul de muestra a sembrar. Para determinar

la localización de la proteína recombinante, la bacteria precipitada se

resuspendió en PBS,se sonicó tres veces durante 10 seg con 10 seg de

descanso en un sonicador Sonifier B-12 Brandson Sonic Power y se
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centrifugó a 9000 xgdurante 20 min. El pellet y 20 ul del sobrenadante

fueron resuspendidos en buffer de muestra y sometidos a electroforesis.

la purificación de la proteína recombinante fue realizada a través de

cromatografía de afinidad con metales inmovilizados (IMAC) en

condiciones nativas, utilizando buffer fosfato de sodio SOmM pH=8, 300

mM ClNay 20 mM de imidazol y eluyendo en el mismo buffer con 250

mM de imidazol, o en condiciones desnaturalizantes con urea 8M,Tris­

HCl 0.01 M pH=8 para el pegado a la columna, y utilizando el mismo

buffer con pH=6 y pH=4.S para el lavado y la elución, respectivamente.

10.3- Expresión de PHGST#5 en pBluescript:

El plásmido pBluescript recombinante PHGST#5fue escindido según

las especificaciones de la sección 8.6 de “Materiales y métodos”.

La bacteria recombinante conteniendo el plásmido pBluescript­

PHGST#5fue inducida durante 3 hs con IPTG 10 mM. Como control

negativo se indujo la bacteria conteniendo el mismo plásmido sin

inserto y como control positivo el plásmido pGEX-l(Pharmacia/ Biotech.

Suecia) con 0.1 mM de IPTG.

Las bacterias no inducidas e inducidas fueron lisadas en BScomo se

especifica en 10.2 y utilizadas en experimentos de “western blot”.

10.4- Sub-clonado de PHGST#5 en pMaIp2:

El fragmento de ADN que codifica para el clon PHGST#Sfue sub­

clonado en el sitio EcoRI de un plásmido pMAL-pzx (New England

Biolabs, EEUU)previamente modificado con un adaptador en este sitio

de restricción (5’ aattgaattc 3’) de forma tal de conservar el marco de

lectura del clon PHGST#5proveniente de pBLuescript. la orientación del

mismo en las colonias que resultaron positivas fue corroborada por
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análisis de la secuenciación de su ADNy amplificación del inserto

usando iniciadores específicos de la síntesis.

10.5- Expreslón y purificación de MBP-PHGST#5:

La inducción de las colonias recombinantes se llevó a cabo creciendo

las colonias de bacterias E. coli recombinantes pMAL-PHGST#Sdurante

toda la noche a 37 °C en medio LB.Se diluyó el cultivo 10 veces con

medio fresco, permitiéndose luego su crecimiento hasta DO600de 0.6. La

producción de proteína de fusión fue inducida por el agregado de IPTG

a una concentración final de 1 mM, durante 4 hs a 37 °C. El control de

la expresión de la proteína recombinante se realizó siguiendo los

mismos pasos que en la sección 10.2 de “Materiales y métodos”.

La purificación de MBP-PHGST#Sse realizó a partir del sobrenadante

de 9000 xg del sonicado de la bacteria resuspendida en Tris-HClpH=7.4,

0.2 M ClNa y 10 mM de Z-mercaptoetanol, utilizando una columna de

amilosa (New Englad Biolabs, EEUU)y eluyendo con 10 mM de maltosa.

Laproteína purificada fue dializada contra PBS.

La proteína MBPfue expresada a partir del plásmido pMalpZ salvaje

y purificada en las mismas condiciones.

Para los ensayos de hipersensibilidad retardada la proteína MBP­

PHGST#5pura fue elecuoeluida en el electroeluto BioRad modelo 422

durante 4 hs a 160 volts en el buffer de corrida de electroforesis

convencional. Durante l hora adicional se electroeluyó con el mismo

buffer pero sin SDSen el reservorio inferior.

10.6- Clonado de PHGST#5 en pcDNA3.1:
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El inserto del clon PHGST#5digerido con BamHI y SacI fue clonado

en el vector pQE31 (Qiagen, EEUU)digerido con las mismas enzimas

siguiendo los protocolos convencionales (Sambrook y col., 1989).

El fragmento obtenido por la digestión con las enzimas BamHI y

KpnI del plasmido pQE31-PHGST#5fue sometido a una digestión del

extremo 3’ protuyente con la enzima DNA polimerasa del fago T4

(Promega, EEUU)en las siguientes condiciones: 1.5 pg de ADN, 10 U de

enzima, 100 pM de deoxinucleótidos fosfato en el buffer suministrado

por el proveedor durante 5’a 37 °C. La enzima fue inactivada con EDTA

0.02 M y el fragmento de ADNfue re-purificado utilizando el kit Wizard

clean-up (Promega, EEUU).

El fragmento PHGST#Scon extremo S’ digerido con BamHI y extremo

3’ romo proveniente del tratamiento anterior fue clonado en el vector

para vacuna de ADNpcDNA3.l(+) (Invitrogen, EEUU)digerido con las

enzimas BamHI y EcorRV.La selección de las bacterias recombinantes

fue realizada por PCRutilizando los iniciadores específicos de PHGST#5

190 y S40R.

Para poder obtener expresión del antígeno PHGST#Sen el vector

pcDNA3.l en sistemas eucariotas, se introdujo un adaptador

conteniendo el ATGde iniciación y la secuencia de Kozak (Kozak, 1997)

en el extremo 5’ del inserto. El plasmido recombinante pcDNA-PHGST#5

fue digerido con las enzimas HindIII y BamHI para introducir el

adaptador. El adaptador estuvo conformado por dos oligonucleótidos

complementarios (5’ agcttgccaccatggcg 3’ y 5’ gatccgccatggtggac 3’) que

al hibridar generaron un sitio HindIII en el extremo 5’ y un sitio BamHI

en el 3’. Uno de los adaptadores fue fosforilado en su fosfato 5’ con la

enzima polinucleótido quinasa (Promega, EEUU) según el protocolo

suministrado por el proveedor, para permitir su ligación al plásmido

recombinante. Las colonias conteniendo el adaptador fueron
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seleccionadas mediante PCRcon uno de los adaptadores y el iniciador
540R.

10.7- Expresión del antígeno PHGST#5en sistemas eucariotas
in vitroe In vivo:

la evaluación de la expresión del antígeno PHGST#5en un sistema

eucariota in vitro se llevó a cabo mediante transfección de células COS­

7. Las células se crecieron en placas de 24 hoyos conteniendo

cubreobjetos redondos. Se partió de una concentración de 1.8 x 104

células/ hoyo en medio DMEMcon 10%de suero fetal bovino inactivado

30 min a 56 °C (SPB).Luegode 24 hs se cambió el medio de cultivo por

medio nuevo 3 hs antes de realizar la transfección.

Por otro lado los plásmidos pcDNA, pcDNA-PHGST#S y pcM|3

(Clontech, EEUU)fueron purificados con el kit Plasmid Mega-kit (25)

(Qiagen, EEUU).El ADN purificado fue tratado con cloruro de calcio

según las especificaciones del kit utilizado, Promega Profection

(Promega, EEUU),utilizándose para la transfección 2 pg de ADN/ hoyo

de células CCS-7.Luegode 48 hs de cultivo, se tomaron los cubreobjetos

con las células adheridas, las cuales se fijaron con metanol durante 15

min a 4 °Cy luego se lavaron 4 veces con PBS.Posteriormente se realizó

el bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente con PES-1%leche y

después de lavar 4 veces con PBS,las células se incubaron 1h y 30 min a

temperatura ambiente con el primer anticuerpo: suero normal de

conejo o suero de conejo anti-Tc13 diluidos 1/50 o un anticuerpo

monoclonal anti-B-galactosidasa diluido 1/ 1000 que fue utilizado como

control positivo en la transfección con pcMB. Luego de realizar los

lavados con PBS,se incubó con el segundo anticuerpo 1/2 h a 37 °C:

anti-IgG de conejo conjugada con biotina (DAKO,Dinamarca) o anti-IgG

de ratón conjugada con floresceina (Sigma, EEUU)diluidos 1/ 100. En los
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hoyos donde se utilizaron los sueros de conejo, luego de los lavados se

realizó una incubación adicional con streptavidina-fluoresceína (Vector,

EEUU).Los cubreobjetos se montaron con glicerina neutralizada y las

células se observaron al microscopio de fluorescencia con un aumento

400x.

La evaluación de la expresión del antígeno PHGST#Sin vivo se realizó

mediante la inoculación de 30 pg de pcDNA o pcDNA-PHGST#5en el

músculo Tibialis anterioris de ratones hembras de la cepa BALB/cde 6

semanas de edad. Losanimales fueron sacrificados a los diez días post­

inoculación. Mediante una incisión realizada en la piel de la cara

anterior del muslo, se identificó el músculo inoculado y se lo disecó

completamente. Elmúsculo fue inmediatamente fijado en formol buffer

al 10% por no más de 24 hs. El tejido fue procesado automáticamente

en concentraciones crecientes de alcoholes y xilol. Luego,los fragmentos

fueron embebidos en parafina, realizándose un taco histológico con

Paraplast. Posteriormente se hicieron cortes seriados de entre 3 y S pm

de espesor, los cuales fueron montados en vidrios xilanizados y secados

24 hs en estufa a 37 °C. Los preparados fueron desparafinados en el

momento de usar mediante dos pasajes de 15 min en xilol, 3 min en

alcohol 100, 3 min en alcohol 96 y dos pasajes de 5 min en agua. La

reacción de inmunofluorescencia se realizó con suero normal de conejo

y suero anti-Tc13 en las mismas condiciones utilizadas en la

transfección in vitro.

11) INMUNIZACIONES Y EVALUACION DE RESPUESTA INMUNE
Y PROTECTIVA:

11.1) Esquemas de lnmunlzaclón plasmídlca con PHGST#5 y
experimentos de lnmunoproteccion:
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Para el protocolo de inmunización plasmídica se utilizaron grupos

de cinco ratones hembras de la cepa BAlB/cde seis semanas de vida. El

grupo control se mantuvo sin inmunizar, mientras que un grupo se

inmunizó pcDNA y otro grupo con pcDNA-PHGST#5. El ADN fue

purificado con el kit Plasmid Mega-kit (25) (Qiagen, EEUU)según las

especificaciones del proveedor y resuspendido en PBS en una

concentración de 1 mg/ml. Se aplicaron 4 dosis quincenales y una

quinta dosis 21 días después de la cuarta en el músculo Tibialis

anterioris de SOpg de ADN/ratón/dosis. Las sangrías se realizaron 12

días después de cada dosis y los títulos de anticuerpos específicos

fueron evaluados por ELISA.La respuesta de hipersensibilidad retardada

(DTH) fue realizada 25 días después de la última dosis. El desafío fue

realizado 35 días después de la última dosis, infectando con 2x103

tripomastigotes sanguíneos de la cepa Tulahuén stock tul 2. La

parasitemia fue determinada por microscopía directa en S ul de sangre

de la cola (Segura y col., 1981). A las 14 semanas post-infección los

ratones sobrevivientes fueron sacrificados con el objeto de realizar un

análisis patológico de los diferentes órganos.

11.2) Estudio hlstopatológlco de los distintos órganos de los
ratones sometidos a Inmunlzaclón génlca e lnfectados
crónicamente con T. cruzl:

Losratones de los grupos inmunizados con pcDNAy pcDNA-PHGST#S

y del grupo sin inmunizar que sobrevivieron al desafío fueron

sacrificados 14 semanas post-infección y se les extrajeron muestras de

corazón, músculo esquelético, hígado y bazo. La muestras obtenidas

fueron conservadas en formaldehído al 4% en PBShasta ser procesadas.

Posteriormente fueron embebidas en parafina y se realizaron cortes

seriados de 4 um de espesor. Loscortes fueron teñidos con hematoxilina



Materiales y Métodos - l 5 7

y eosina y se observaron cuatro cortes de cada órgano al microscopio

óptico evaluando inflamación y parasitismo tisular. la intensidad de

las lesiones fueron clasificadas arbitrariamente como: ausente: cuando

la vista del tejido fue normal, leve: cuando se encontraron focos escasos

de infiltración mononuclear, moderado: cuando se observaron focos

inflamatorios confluentes y severo: al observarse infiltración

inflamatoria difusa (Ruizy col., 1986).

11.3) Esquema de lnmunlzaclón con PHGST#5 recombinante y
experimentos de lnmunoprotección:

En el protocolo de vacuna recombinante se inmunizaron grupos de

10 ratones machos de la cepa BALB/cde seis semanas de vida por vía

intraperitoneal con 5 dosis semanales de SO pg/dosis/ratón de MBP­

PHGST#So MBP como control utilizando Bordetella pertussis como

adyuvante (1.25 x 10" U/dosis/ratón). Los ratones fueron sangrados 7

dias después de la tercera y quinta dosis para evaluar la respuesta de

anticuerpos específicos. la DTH fue realizada 21 días después de la

última dosis. Eldesafío fue realizado 43 días después de la última dosis

con 1000 tripomastigotes metacíclicos de la cepa Tulahuén stock TulZ.

La parasitemia fue determinada por microscopía directa en 5 pl de

sangre de la cola (Segura y col., 1981).

11.4) Respuesta de hlpersenslbllldad retardada de los ratones
Inmunizados con PHGST#5:

Losratones sometidos a inmunización plasmídica fueron inoculados

con 3 pg de MBP-PHGSI‘#5electroeluido y los inmunizados con los

antígenos recombinantes fueron inoculados con 50 pg de lisados de

tn'pomastigotes en la almohadilla plantar de una de las patas traseras.
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El espesor de las patas fue medido antes de la inoculación y a las 24 y

48 hs post-inoculación con un micrótomo (Minutoyo, Japón). El índice

de induración fue calculado como la relación de la pata inoculada a las

24 y 48 hs con respecto al grosor de la misma pata antes de la

inoculación.

12) ANALISIS INMUNOENZIMATICO DE PROTEINAS

ELECTROTRANSFEHIDAS A NITRATO DE CELULOSA

("WESTERN BLOT"):

En general, los antígenos separados por electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS fueron electrotransferidos a membranas de

nitrato de celulosa en solución Tris 25 mM, glicina 192 mM y 20 96v/v

de metanol en una cuba de transferencia Mini Protean II (Bio Rad,

EEUU)a 40 Volts durante toda la noche a 4 °C. La proteínas transferidas

se visualizaron mediante la tinción reversible con Ponceau 10% (Sigma,

EEUU).las tiras de nitrocelulosa para inmunodetección se lavaron en

PBSdurante 10’ y se bloquearon en PBS-5%leche durante una hora a

temperatura ambiente. las nitrocelulosas bloqueadas se incubaron con

el anticuerpo primario diluido en PBS-1%leche durante 1 hora a

temperatura ambiente, luego se lavaron 4 veces durante 5 min con PBS,

se incubaron 1 hora con el anticuerpo secundario marcado con

peroxidasa y luego de 4 lavados con PBSse agregó el sustrato para

peroxidasa a-cloro naftol 0.5 mg/ml, HZO20.025% en PBSconteniendo

0.96%de metano]. Una vez alcanzado el nivel de coloración deseado la

reacción se detuvo con agua destilada.

Ensayo de “western blot” con suero anti-GSTsj sobre fracciones

parasitarias:

Cuarenta pg de HT de T. cruzi, FS de T. cruzi y HT de Leishmania

brasiliensis (donado por Carlos Pravia, Instituto Nacional de
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Parasitología) y 5 pg de GSTsj purificada se sometieron a electroforesis

en gel de poliacrilamida 12% con SDS. Los anticuerpos primarios

utilizados fueron: suero de conejo anti-GSTSj,suero normal de conejo y

suero de conejo anti-epimastigotes diluidos 1/ 1000. Como anticuerpo

secundario se utilizó un anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa

(Vector, EEUU)en una dilución 1/1000 sobre los HT y la FS y en una

dilución 1/5000 sobre la GSTsjpura.

Ensayo de “western blot” con suero anti-GSTsj sobre sobre el clon

PHGST#Sinducido:

Los sonicados de las bacterias no inducidas e inducidas con IPTG

conteniendo los plásmidos pBluescript, pBluescript-PHGST#5y pGEX-l se

trataron según se especificó en la sección 10.2 de “Materiales y

métodos". Todos ellos fueron separados mediante electroforesis en un

gel 12% de poliacrilamida con SDS. Como anticuerpo primario se

utilizaron: suero anti-GSTsj y suero normal de conejo, pre-adsorbidos

con bacteria y fago salvaje, diluidos 1/ 1000. Como anticuerpo

secundario se utilizó un anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa

(Vector, EEUU)en una dilución 1/ 1000.

13) ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA):

Los antígenos diluidos en PBSen un volumen final de 50 pl se

acoplaron a placas de poliestireno de 96 orificios durante toda la noche

a 4 °Cen las siguientes concentraciones: HT de T. cruzi: 20 pg/ ml, GSTsj:

20 pg/ml, lisado de tripomastigoteszls pg/ml, MBP-PHGST#S:10 pg/ ml y

MBP:2 ¡ig/ml.

las placas fueron bloqueadas con PBS-S96leche durante 1 hora a

temperatura ambiente. Como control de pegado inespecífico se

utilizaron orificios bloqueados solamente con PBS-596leche.
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la dilución de los sueros se realizó en PES-1%leche en forma seriada

en un factor de dos a partir de 1/25 hasta 1/3200 para los sueros anti­

GSTy suero normal de conejo sobre HT de T. cruzi, y a partir de 1/ 1000

hasta 1/204 x 104para estos mismos sueros sobre GSTsj. Los sueros de

los ratones inmunizados con vacuna de ADNse combinaron en “pooles”

y se diluyeron 1/ 100,al igual que los controles normales y los sueros de

ratones con infección crónica con T. cruzi. Los sueros de los ratones

inmunizados con proteínas recombinantes se combinaron en “pooles” y

se diluyeron 1/200 con competencia con 20 pg/ml de MBPcuando se

evaluaron utilizando como antígenos MBP y MBP-PHGST#5y se

diluyeron 1/ 100 cuando se evaluaron sobre tripomastigotes. Los sueros

anti-Tc13 y suero normal de conejo se diluyeron 1/2500 en los ELISAS

que se utilizaron MBP,MBP-PHGST#Sy lisados de tripomastigotes como

antígenos. La incubación de los sueros se realizó durante una hora a

temperatura ambiente.

Luego de tres lavados con PBSse incubó con el segundo anticuerpo:

anti-IgG de ratón o anti-IgG de conejo acoplada a la enzima peroxidasa

(Vector, EEUU) diluidos 1/2000 y 1/5000 en PBS-leche al 1 96 p/v,

respectivamente.

Luego de lavar, el revelado se realizó con o-fenilenediamina

dihidrocloruro (OPD)0.4 mg/ml en una solución de buffer citrato pH=S

con 0.024% de HZOZ.la DO a 490 nm fue medida en un lector de

microplaas Microplate Reader 700 (Dynatech, EEUU).
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En el Trabajo de Tesis se utilizó a la enzima glutatión-S-transferasa

(GST)como hilo conductor para la búsqueda de nuevos posibles blancos

para el control de la transmisión de la infección por T. cruzi. La selección

de esta enzima para encarar esta búsqueda se basó principalmente en

tres aspectos:

1) la actividad de GST está presente en T. cruzi (Yawetz y Agosin,

1980), e incluso una GST heterodimérica llegó a ser purificada a

homogeneidad con propiedades diferentes a las GSTs de mamíferos

(Yawetz y Agosin, 1981), pero hasta el momento no fue posible

identificar algún gen que codifique para esta enzima

2) la GSTes una enzima de detoxificación que forma parte del ciclo

del glutatión. Este metabolismo es un punto de gran divergencia entre T.

cruzi y el hospedero mamífero, especialmente basado en la presencia de

la tripanotiona y la enzima tripanotiona reductasa en el parásito,

equivalente al sistema glutatión-glutatión reductasa del mamífero

(Fairlamb y Cerami, 1992). la identificación de nuevos componentes de

este ciclo en el parásito puede permitir la obtención de blancos

potenciales para el diseño de drogas tripanocidas.

3) la inmunización con una fracción de T. cruzi con actividad de GST

induce respuesta protectora en modelos experimentales (Plumas-Martyy

col., 1992; Plumas-Marty y col., 1993).

Para identificar en T. cruzí proteínas que presentaran relación con

GSTs se utilizaron dos metodologías. En la primera parte del trabajo se

seleccionaron del banco de datos de ESTs,secuencias de ADNcgeneradas

como producto del Proyecto Genoma, aquellos clones homólogos a GSTs

con el objeto de definir nuevos componentes del metabolismo del GSH

que pudieran postularse como posibles blancos para el diseño de agentes

tripanocidas. En la segunda parte, dado que las GSTs son muy

conservadas estructuralmente y sabiendo que existen en T. cruzi
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antígenos de reactividad cruzada con la GSTde 26 kDa de Schistosoma

japonicum que aun no han sido totalmente caracterizados (Gruber y

Zingales, 1992), se utilizó un antisuero contra esta enzima para

identificar y obtener aquellos antígenos a fin de evaluarlos en protocolos

de inmunoprotección experimental.

La búsqueda en el banco de datos de ESTspermitió identificar dos

clones que presentaron un 40% de similitud con una probable GST de

Caenoharbdin’selegans. la secuencia compartida entre ambos clones fue

ciento por ciento idéntica. Mediante la hibridación de una genoteca de T.

cruzi construida en cósmidos con uno de los clones se obtuvo la

secuencia del gen completo, el cual se denominó TcGRX,ya que la

secuencia aminoacídica deducida a partir del gen presentó el patrón

completo del sitio activo de las ers. El producto de este gen mostró

similitud con ers bacterianas y GSTsde diversos organismos, pero no
con enzimas de mamíferos.

Si bien, en este trabajo de tesis no se realizó la caracterización

bioquímica de la TCGRXrecombinante, debido a que formó cuerpos de

inclusión en el sistema heterólogo utilizado, resulta interesante analizar

ciertos aspectos en relación con las secuencias proteicas de los bancos de

datos con las que la TcGRXpresenta mayor similitud:

1) Las secuencias proteicas de los bancos de datos que presentan

mayor identidad con TcGRXcorresponden a genes cuyos productos aún

no han sido caracterizados desde el punto de vista funcional. Así, la

secuencia de la GST de C. elegans, surgió como producto del Proyecto

Genoma de este organismo (Wilson y col., 1994) y la Su(P) de Drosophüa

melanogaster, que presenta un 26.3% de identidad a lo largo de toda la

secuencia de TcGRX,fue propuesta como posible tranSportadora de

electrones, pero hasta el momento no hay resultados publicados que

avalen esta hipótesis (Dr. D. Contamine, comunicación personal).
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2) la enzima caracterizada funcionalmente que presenta mayor

similitud con la TCGRXes la er 2 de E. coli, la cual fue clasificada como

una er atipica debido a su alto peso molecular, baja homología y

diferencias bioquímicas con respecto a las ers clásicas (Aslund y col.,

1994; Vlamis-Gardikas y col., 1997).

3) la TCGRXpresenta similitud con GSTsde las clases más ancestrales.

4) la similitud de la TCGRXcon dos ers cristalizadas, la er 3 de E.

coli y la Trx del fago T4, que también actúa funcionalmente como er

(Holmgren, 1978), permitió realizar el modelado molecular de una

porción de esta secuencia proteica sobre ambos templados sugiriendo

que la TCGRXposee la estructura típica de la familia Trx/er (Martin,

1995). Esta estructura tridimensional es la misma presente en el dominio

N-terminal de las GSTs,en el cual se une el GSH(Martin, 1995).

Según las homologías de secuencia y la probable estructura

tridimensional, la TCGRXpodría en primer lugar, ser clasificada como er

dado que contiene la secuencia completa del probable sitio activo

característico de estas enzimas. Sin embargo, se quiere resaltar que esta

proteína presenta similitud principalmente con una er atipica y con

clases ancestrales de GSTs, lo cual puede relacionarse con la hipótesis

reciente que postula que las GSTshabrían evolucionado a partir de un

ancestro de la familia Tnder (Rossjhony col., 1998; Board y col., 2000).

Conjuntamente, esto permite especular que la TcGRx pertenecería a

alguna sub-clase intermediaria entre las familias de ers y GSTs. Los

caracterización bioquímica de la misma determinará si puede clasificarse

dentro de la misma sub-clase que la er 2 de E. coli, teniendo en cuenta

que esta enzima no posee actividad de GST,no reduce a la ribonucleótido

reductasa pero sí posee actividad de tiol transferasa (Vlamis-Gardikasy

col., 1997). Por otro lado, cabe mencionar que ciertas clases de GSTs,

como la Omega, presentan también las actividades de tiol transferasa y

dehidroascorbato reductasa típicas de las er (Boardy col., 2000). Por lo
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tanto, habría que determinar si la TCGRXposee ambas actividades. El

hecho que las secuencias proteicas con mayor homología con laTcGRX

aun no se hayan caracterizado funcionalemente abre la posibilidad de la

existencia de una clase de enzimas todavía no descripta.

Es importante destacar en esta discusión que ya fue purificada y

clonada una er en T. cruzi, la TcSZ (Schoneck y col., 1994; Moutiez y

col., 1995), la cual no posee actividad de GST.Esta enzima sólo presenta

un 16% de identidad con la TCGRX,específicamente en la región del sitio

activo, demostrando que son dos proteínas diferentes.

Los análisis realizados en este trabajo sugieren que la TcGRXpodría

estar involucrada en el metabolismo del glutatión y/o tripanou'ona. Esto

sumado a que el gen que la codifica se encuentra en copia única y es

funcional, ya que la secuencia original proviene de un ARNm,plantea

grandes expectativas en descifrar su ubicación en el metabolismo del

glutatión en T. cruz}. Mediante su caracterización bioquímica se podrá

confirmar si la TCGRXes un nuevo blanco posible para el desarrollo de

drogas tripanocidas.

En la segunda parte del Trabajo de Tesis se identificaron y

caracterizaron antígenos de T. cruz! con epitopes compartidos con la GST

de 26 kDa de Schistosoma japonicum (GSTsj). Si bien

filogenéticamenteTrypanosoma y Schistosoma no están relacionados,

varios aspectos llevaron a elegir esta enzima como herramienta para

identificar componentes en T. cruzi como posibles blancos para el control
de la transmisión: la estructura tridimensional sumamente conservada

que presentan las GSTs,la falta de una completa caracterización de los

antígenos del parásito con reactividad cruzada con esta enzima (Gruber y

Zingales, 1992) y la facilidad de obtención de la GSTsj en forma pura

dado que es expresada por el plásmido comercial pGEX

(Pharmacia/ Biotech) (Smith y Johnson, 1988).
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Mediante cromatografía de afinidad utilizando un suero de conejo

anti—GSTsjse purificó una fracción a partir de epimastigotes de la cepa

Tulahuén de T. cruzi, denominada PHGST,que contiene al menos 10

proteínas con un peso molecular de 8.4 a 56.1 kDa. la fracción PHGST

presentó actividad de GSTutilizando el sustrato convencional, CDNB.la

actividad específica obtenida fue acorde al número de proteínas

purificadas y a los datos publicados por otros autores para purificaciones

parciales y a homogeneidad de esta enzima (Yawetz y Agosin, 1981;

Plumas-Marty y col., 1992).

Si bien la cromatografía de inmunoafinidad puede derivar en la

purificación de componentes no relacionados por pegado inespecífico, el

rango de pesos moleculares que presenta la fracción PHGSTestá dentro

de lo esperado, ya que las GSTs tienen un peso molecular de

aproximadamente 25 a 30 kDa (Mannervick y col., 1985) coincidente con

una de las proteínas mayoritarias de la fracción, PHGSTIde 30.2 kDa y

una proteína de representación intermedia, PHGSTI de 25.7 kDa. Es

interesante mencionar, que la purificación de componentes de T. cruzi

mediante cromatografía de afinidad con GSHagarosa también permitió

purificar una fracción con actividad de GST compuesta por tres

proteínas, dos de ellas con los mismos pesos moleculares que PHGST1 y

PHGSTI (Plumas-Marty y col., 1992). La secuencia N-terminal de PHGSTl

mostró que la banda de 30.2 kDa observada en el gel estaba constituida

por al menos 4 componentes, siendo el mayoritario la cadena Kappa del

anticuerpo desprendido de la columna, y el resto, antígenos

probablemente parasitarios de los cuales no pudo determinarse la
secuencia aminoacídica.

El peso molecular de PHGST2 fue 17.5 kDa, y coincide con el peso de

una de las subunidades de la única GST de T. cruz! purificada a

homogeneidad (Yawetzy Agosin, 1981).



Discusión general - 166
“¿zu/a, -.,-1 ».. —.rw,bit-"náu'h'iw¿432.175r.'ï‘/=,‘-'-"'J"/¿'nruw‘mfvr:n-‘is '72434,374” >K"-'-'-'v'2' "fm" ' ¿»z-p 1:. :T.“-' ¡a _.:.'

La obtención de PHGSTsde bajo peso molecular como, PHGST4 de

10.7 kDa, PHGST II de 12.9 kDa y PHGST III de 8.4 kDa, podría

relacionarse con los tamaños de las ers y Trxs, que poseen la misma

estructura que el dominio N-terminal de las GSTs(Martin, 1995) y tienen

un peso molecular de 9 a 12 kDa (Holmgren, 1989).

La secuencia N-terminal de PHGST4 posee el perfil aminoacídico de

un péptido señal característico de una proteína ecuariota secretable o de

membrana. Esta secuencia no presentó identidad con secuencias N­

terminales en los bancos de datos de T. cruzi, sugiriendo que la misma

aún no ha sido descripta para este parásito. Lacomparación en bancos de

secuencias proteicas totales utilizando SSERCH en lugar de BLASTP

demostró la similitud del N-terminal de PHGST 4 con proteínas

bacterianas de muy bajo peso molecular (0.15<E<0.51), algunas de ellas

aún no caracterizadas como una proteína probablemente secretable de

134 aa de Streptomyces coelicolor (pir/T36126).

la purificación de los distintos componentes de la fracción PHGSTy la

caracterización bioquímica de los mismos por separado permitirá definir

cual o cuales de ellos poseen actividad de GST. Por otro lado, la baja

proporción de secuencias con similitud con GSTs publicadas como

producto del Proyecto Genoma de T. cruzi y la purificación de factores de

elongación de la síntesis proteica con actividad de GST mediante

cromatografía de afinidad con GSHen este parásito (Plumas-Marty y col.,

1992; Billaut-Mullot y col., 1993), sugieren la presencia de una GSTen T.

cruzi que no posee las características convencionales, haciendo muy

difícil su obtención por los procedimientos de purificación y biología
molecular convencionales.

El rastreo de una biblioteca genómica de la cepa Tulahuén de T. cruzi

(Búa y col., 1999) con el suero anti-GSTsj resultó en la selección de 38
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clones, todos ellos pertenecientes a la familia Tc13 de la super-familia de

antígenos de superficie de tripomastigotes o familia de las transialidasas

(Campetella y col., 1992; Frasch, 2000). La homogeneidad de los clones

obtenidos fue corroborada por amplificación del ADN con

oligonucleótidos específicos de esta familia, hibridación cruzada y en

algunos clones mediante secuencia del extremo 5’. Sólo se realizó la

secuencia completa de uno de los clones, el clon PHGST#5,por lo tanto,

la secuenciación completa de los clones restantes podrá determinar si

todos codifican para el mismo antígeno o para distintas variantes de

antígenos Tcl 3 que componen la familia.

Los antígenos de la familia Tc13 no presentan homología con GSTs,y

si bien aun no está claramente definida la función de los mismos (Frasch,

2000) lo más probable es que no tengan ningún tipo de relación
funcional con esta enzima la obtención de los mismos en el rastreo

inmunológico podría deberse a dos causas, a una reacción inespecífica

del suero, dada la gran hidrofilicidad de sus repeticiones C-terminales,

EPKSA,presentes en estos antígenos o a la presencia de epitopes de

reacción cruzada entre la GSTsjy la familia Tc13. la verificación de esta

última hipótesis no es sencilla y no fue desarrollada en este trabajo pero

cabe mencionar que la reactividad del suero anti-GSTsj por el antígeno

codificado por el clon PHGST#5fue corroborada en ensayos de “western
blot” sobre un sonicado de la bacteria recombinante inducida.

la secuenciación del clon PHGST#5 determinó la ausencia de la

porción 5’ del gen, al igual que los otros miembros ya descriptos de la

familia Tc13 de la cepa CA-I(Campetella y col., 1992). la hibridación de

una genoteca de T. cruzi construida en cósmidos (Hanke y col., 1996)

utilizando como sonda este clon permitió identificar el primer gen Tcl3

completo, el cuál fue denominado Tc13 CL, por pertenecer al clon CL
Brener.
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Lacomparación de las secuencias proteicas deducidas a partir del clon

PHGST#Sy del gen Tc13 CLcon los miembros ya descriptos de la familia

Tc13 de la cepa CA-I permitió definir dos grupos. Un grupo al cual

pertenecen Tc13N.5 y Tc13 CL caracterizado por tener una única

repetición EPKSA,la secuencia de anclaje por GPI (Gerber y col., 1992) y

el péptido señal en el extremo N-terminal (sólo se observó en la secuencia

completa Tc13 CL),y otro grupo compuesto por PHGST#S,Tc13 y Tc13.1

que posee múltiples repeticiones EPKSAy no tienen secuencia para

anclaje por GPI.Dado que no se conocen las secuencias de las porciones

5’ de los genes que codifican para el segundo grupo, existe la posibilidad

que los mismos sean pseudogenes, ya que su presencia fue descripta en

la familia de las transialidasas (Takle y col., 1992). La secuenciación

completa y el estudio de la expresión de los distintos genes permitirán

definir la presencia de pseudogenes en esta familia. Los antígenos Tc13

se localizan en la superficie de los amastigotes y tripomastigotes (Souto­

Padrón y col., 1989; Burns y col., 1992) en la zona de la membrana que

cubre el cuerpo celular y en el bolsillo flagelar; esta observación llevó a

postular la secreción de estos antígenos en este sitio (Souto-Padrón y col.,

1989). La presencia de posibles antígenos Tc13 con y sin secuencia de

anclaje para GPIsugeriría, por otro lado, la existencia de variedades de

membrana y secretables de estos antígenos.

La hibridación de “cromoblots” del clon CL Brener y de la cepa

Tulahuén de T. cruzi con el clon PHGST#5demuestra que los genes de la

familia Tc13 se encuentran localizados principalmente en el cromosoma

III y su homólogo de 1020 kpb (Hanke y col., 1998) y minoritariamente

en cromosomas de otros tamaños. El genoma de T. cruz! es muy plástico,

variando el cariotipo observado por corridas electroforéticas en campo

pulsado de acuerdo a la cepa y a las condiciones de corridas utilizadas

(Henriksson y col., 1990; Henriksson y col., 1995; Santos y col., 1997 a).

En el clon CL Brener se llegaron a identificar hasta 42 bandas
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cromosomales utilizando 13 condiciones de electroforesis diferentes

(Henriksson y col., 1995). la localización de los genes Tc13 en varios

cromosomas coincide con lo observado por otros autores (Henrikson y

col., 1990; Henriksson y col., 1995) y con la presencia de diversas

variantes de estos genes en el parásito (Burns y col., 1992). Si bien los

resultados publicados por Henriksson y colaboradores no indican la

localización de los mismos en el cromosoma III,en este trabajo de tesis se

presentan varias evidencias de este hecho, ya que además del aval de las

hibridaciones de “cromoblots” provenientes de dos cepas y dos

condiciones electroforéu’cas diferentes, los clones de la genoteca de T.

cruzi construida en cósmidos que son más fuertemente reconocidos con

la sonda PHGST#5pertenecen al cromosoma III (Hanke y col., 1998) y la

secuencia completa del gen Tc13 CL se obtuvo como resultado de la

secuenciación de este cromosoma como parte del Proyecto Genoma de T.

cruzi (Dr. B.Andersson, comunicación personal).

La hibridación de “cromoblots” provenientes de epimasügotes de la

cepa Tulahuén cosechados a distintos tiempos de cultivos asincrónicos y

sincronizados con hidroxiurea (Galanti y col., 1994) utilizando como

sonda el clon PHGST#Ssugiere una estabilidad del cariotipo de este

parásito a lo largo del ciclo celular, ya que el patrón de cromosomas

hibridados no varió en función del tiempo de cultivo. La hibridación de

estos “cromoblots” utilizando como sondas otros genes de T. cruzi como,

las histonas H1, H2 y H3, que están localizadas en cromosomas de

diferentes tamaños avalan los resultados obtenidos con el clon PHGST#S

(Dra. J. Búa, comunicación personal).

la evaluación del antígeno PHGST#5 en protocolos de

inmunoprotección experimental fue avalada por tres hechos
fundamentales:
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1) la presencia de la familia Tc13 en los estadios amastigote y

tripomastigote de T. cruzi (Souto-Padrón y col., 1989), ambas formas del

parásito presentes en el hospedero mamífero.

2) las funciones inmunomoduladoras descriptas para ciertos

antígenos de la superfamilia de antígenos de superficie (Frasch, 1994;

Norris y Schrimpf, 1994; Buscaglia y col., 1998).

3) la participación de algunos antígenos de la superfamilia en una

respuesta inmune protectora contra la infección por T. cruzi (Wizel y

col., 1997; Kahn y Wleklinski, 1997; Miller y Kahn, 2001).

la inmunización con PHGST#5 fue llevada a cabo mediante dos

enfoques diferentes que involucran distintas tecnologías. Por un lado, se

ensayó la inmunización plasmídica o vacuna de ADN, inoculando un

plásmido para expresión en eucariotas conteniendo el gen PHGST#5,

denominado pcDNA-PHGST#S.Por otro lado, se ensayó la inmunización

con la proteína recombinante MBP-PHGST#5proveniente de la expresión

de este gen en un sistema procariota. Si bien es inevitable una

comparación entre ambas técnicas, no hay que dejar de tener en cuenta

que los protocolos utilizados son diferentes en cuanto al sexo de los

ratones y a la forma del parásito empleada para el desafío. La

inmunización plasmídica fue realizada por vía intramuscular en ratones

hembras, ya que en otros sistemas demostraron mejores respuestas que

la de los ratones machos (Davis y col., 1993) y la elección del protocolo

de inmunización y desafío con U‘ipomastigotessanguíneos fue basada en

los trabajos publicados sobre vacuna de ADN para la infección con T.

cruzi (Costa y col., 1998; Wizel y col., 1998 b; Sepulveda y col., 2000). La

inmunización con la proteína recombinante se llevó a cabo por vía

intraperitoneal en ratones machos utilizando Bordetella pertussis como

adyuvante, tomándose como base la experiencia previa del laboratorio en

experimentos de inmunoprotección tanto con fracciones purificadas

como con proteínas recombinantes (Ruiz y col., 1986; Esteva y col.,
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1995). En base a estos protocolos y con el objeto de simular la infección

natural, el desafío se realizó con tripomastigotes metacíclicos (Ruiz y col.,

1985; Ruiz y col., 1986; Esteva y col., 1995).

la inmunización génica con PHGST#5 utilizando como vector el

plásmido pcDNA3.1no indujo la producción de anticuerpos específicos.

Si bien estos animales mostraron una leve respuesta de hipersensibilidad

retardada a la inoculación con MBP-PHGST#5,se considera que la misma

no pudo ser bien evaluada debido a un efecto inflamatorio producido por

sustancias tóxicas en la preparación de antígeno. la inmunización con

MBP-PHGST#5indujo tanto una respuesta de anticuerpos específicos

como una respuesta de hipersensibilidad retardada luego de 24 hs de la

inoculación de lisados de tripomasu'gotes. la falta de inducción de una

respuesta humoral específica mediante la inmunización plasmídica con

PHGST#5 fue corroborada por varias técnicas, debido a que fue un

resultado llamativo dado que la inmunización génica con diversos

antígenos tanto de T. cruzi como de otros protozoarios generalmente

generan una respuesta de anticuerpos (Sedegah y col., 1994; Costa y col.,

1998; Nielsen y col., 1999; Spulveda y col., 2000). Sin embargo, la

inmunización génica con el antígeno TSA-l perteneciente al grupo 2 de la

superfamilia de antígenos de superficie no generó una respuesta humoral

en ratones de la cepa C57 BL/6 cuando se inoculó sin las repeticiones C­

terminales (Wizel y col., 1998 b), lo cual indica la importancia de la

presencia o ausencia de estas secuencias y la cepa de ratón utilizada.

Tanto la inmunización con el plásmido como la inmunización con la

proteína recombinante del antígeno PHGST#5 produjeron una

disminución significativa de la parasitemia luego del desafío con formas

infectantes del parásito. Mientras que la diferencia de parasitemia se

mantuvo a lo largo de toda la curva entre los ratones inmunizados con

MBP-PHGST#5 y MBP; los ratones inmunizados con pcDNA-PHGST#5
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presentaron una disminución de la parasitemia con respecto al grupo

inmunizado con pcDNAsólo en los primeros días de la infección (hasta el

día 17 post-infección), manteniendo la diferencia con respecto al grupo

control sin inmunizar hasta el día 25 post-infección. La reducción de la

parasitemia del grupo inmunizado con pcDNAcon respecto al grupo sin

inmunizar en algunos puntos de la curva puede ser adjudicada al efecto

adyuvante que presentan los motivos CpG presentes en el ADN

plasmídico (Tokunaga y col., 1984). Los CpG favorecen la secreción de

citoquinas de tipo Thl (Klinman y col., 1996; Chu y col., 1997), las cuales

juegan un rol fundamental en la resistencia a la infección por T. cruzi

(Zhang y Tarleton, 1996; Hoft y col., 2000).

La sobrevida luego del desafío fue del 100 96 en los grupos

inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5y del 80% en el control sin

inmunizar, mientras que en el protocolo de vacuna recombinante se
obtuvo un 100% de sobrevida en los controles sin inmunizar e

inmunizados con MBP y un 80% en el grupo inmunizado con MBP­

PHGST#5. Aunque la inmunización con PHGST#5 disminuyó la

parasitemia, el 20% de los animales no fue capaz de controlarla,

alcanzando parasitemias mayores a los grupos controles y no tolerando

la infección. Si bien es necesario realizar experimentos desafiando con

mayor número de parásitos a fin de lograr una mayor mortalidad en los

grupos controles, estos resultados sugerirían un efecto de MBP-PHGST#5

que podría relacionarse con la hipótesis que postula que la presencia de

epitopes inmunodominantes en algunos antígenos de esta superfamilia,

como lo son las repeticiones C-terminales, enmascaran los epitopes

capaces de generar una respuesta inmune protectora (Frash y col., 1991;

Wrightsman y col., 1994; Frash, 2000). En relación a esta hipótesis la

sobrevida del 100% en el grupo inmunizado con pcDNA-PHGST#5podría

atribuirse al efecto adyuvante del pcDNAmencionado anteriormente.



Discusión general - 173

Desde el punto de vista histopatológico, la inoculación con pcDNA­

PHGST#Sgeneró menor desarrollo de lesiones en miocardio, músculo

esquelético, hígado y bazo, así como también una disminución del

parasitismo tisular en la infección crónica por T. cruzi en comparación

con el grupo control sin inmunizar y el grupo inmunizado con pcDNA.

La disminución de la parasitemia en la fase aguda de la infección en

los ratones inmunizados con PHGST#S,tanto en forma plasmídica como

recombinante, y la disminución de la patología en la fase crónica
observada en los animales inmunizados con vacuna de ADNvalorizan el

concepto de obtener una vacuna profiláctica que impida el desarrollo de

la enfermedad de Chagas, en contraposición con la obtención de una
vacuna esterilizante.

la falta de inducción de anticuerpos y la leve respuesta de

hipersensibilidad retardada generada por los animales lnoculados con

pcDNA-PHGST#5,conjuntamente con la obtención de una disminución de

la parasitemia y mortalidad en la fase aguda y de la patología en la fase

crónica, sugieren la participación de una respuesta celular protectora

CD8 Tc1, la cual demostró ser predominante en la inmunización

plasmídica con miembros de la superfamilia (Rodrigues y col., 1999). La

realización de una caracterización detallada de la respuesta inmune

generada por la inmunización con el antígeno PHGST#5,evaluando el

perfil de citoquinas producidas, la inmunización con el mismo con y sin

las repeticiones C-terminales y el estudio del efecto de la co-inoculación

de diversas citoquinas permitirán conocer los mecanismos empleados por

este antígeno para dar resistencia a la infección.

Por último, se puede concluir que la selección de las GSTspara dirigir

la definición de nuevos posibles blancos para el control de la transmisión

de la infección por T. cruzi permitió identificar el gen TCGRX,cuyo

producto por no poseer contraparte en el mamífero, luego de la
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caracterización bioquímica podría postularse como posible blanco para el

diseño de drogas e identificar el antígeno PHGST#S,un miembro de la

familia Tc13 de la cepa Tulahuén, definiendo su efecto inmunoprotector

tanto de la infección como de la patología chagásica, valorizando la

obtención de una vacuna terapéutica.

«’ — ¿Tui
Lic.Gabriela Andrea García Dr. Andrés Mari uiz

Tesista Director de Tesis

En ciencia no se puede improvisar, es necesaria una preparación previa,

que es larga y exigeesfuerzo y dirección acertada.

Bernardo A. Houssay (188 7-1971)
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¿CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

la selección de las GSTs para dirigir la definición de nuevos posibles

blancos para el control de la transmisión de la infección por T. cruz!

permitió:

n La identificación y caracterización de un nuevo gen de

copia única en T. cruz], el gen TcGRx, cuyo producto

presenta homología con ers y GSTs de diversos organismos

y no posee contraparte en mamíferos.

u la purificación de una fracción de epimastigotes de T. cruzi

que posee actividad de GST mediante cromatografía de
afinidad con un suero anti-GST de 26 kDa de Schistosoma

japonicum (fracción PHGST). Dicha fracción está

conformada por al menos diez proteínas con pesos

moleculares coincidentes con GSTs y ers.

u La identificación de un nuevo antígeno de la familia Tc13

de la Superfamilia de Antígenos de Superficie de

Tripomastigotes (PHGST#5) con probables epitopes

compartidos con la GST de 26 kDa de Schlstosoma

japonícum.

o La identificación de PHGST#S como un antígeno protector

tanto de la infección por T. cruzi como del desarrollo de la

patología chagásica.

Losresultados presentados en este Trabajo de Tesis alientan a:
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o La realización de la caracterización bioquímica de la TcGRx

a fin de definir un nuevo posible blanco para el diseño de

drogas tripanocidas.

o La separación y caracterización de los componentes de la

fracción PHGST con el objeto de identificar la o las

proteínas que presentan actividad de GST y compararla con
las enzimas de mamíferos.

o Continuar con los ensayos de protección experimental con

el antígeno PHGST#S con la intención de reafirmar y

mejorar su capacidad inmunoprotectora contra la infección

por T. cruz].
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