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Al principio de la investigacion experimental sobre un tema determinado, la
imaginacion debe dar alas al pensamiento. En el momento de concluir y de
interpretar los datos que los investigadores han reunido, la imaginacion debe al
contrario ser dominada y puesta al servicio de los resultados de los experimentos.

Louis Pasteur (1822-1895)



Sintesis del Trabajo de Tesis

Las drogas utilizadas para el tratamiento de la infeccién por T.
cruzi, agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, presentan
multiples efectos colaterales y una eficacia variable en las etapas
indeterminada y crénica de la infeccién. Por otro lado, no existe
una vacuna para esta parasitosis que impida la transmision y/o la
enfermedad.

Teniendo en cuenta la necesidad de la obtencién de buenos
inmundgenos y nuevas drogas tripanocidas mas efectivas y
seguras, el objetivo del Trabajo de Tesis fue definir nuevos
posibles blancos para el control de la transmisién de la infeccién
por T. cruzi a partir de la identificacibn de proteinas en este
parasito relacionadas con glutatién-S-transferasas (GSTs) de otros
organismos. La seleccidén de las GSTs para dirigir esta bisqueda se
bas6é en la participacion de esta enzima, cuyos genes aun no
fueron identificados en T. cruzi, en un metabolismo divergente
entre el parasito y su hospedero mamifero y en una respuesta
inmune protectiva contra la infeccidbn experimental por este
parasito.

En la primera parte del trabajo, que se denomin0 Parte A, se
planteé la identificacion de secuencias de genes funcionales
resultantes del Proyecto Genoma de T. cruzi con homologia con
GSTs y su posterior caracterizacién a fin de determinar si su
producto puede postularse como posible blanco de
quimioterapia. Como resultado de esta buasqueda se identificé un
nuevo gen de copia unica, denominado TcGRX, cuyo producto
presentdé el patrén aminoacidico completo de glutarredoxinas

(Grxs) y similitud con Grxs y GSTs de diversos organismos pero



no con enzimas de mamiferos. El modelado molecular de una
porcion de la TcGRX sobre la Grx 3 de Escherichia coli sugiere que
esta proteina tendria la estructura tipica de ambas familias.

En la segunda parte del trabajo, (Parte B), teniendo en cuenta la
existencia en T. cruzi de antigenos de reactividad cruzada con la
GST de 26 kDa de Schistosoma japonicum (GSTsj) y que las GSTs
son enzimas muy conservadas en su estructura tridimensional se
plante6 la identificaciobn de estos antigenos utilizando como
herramienta un suero anti-GSTsj y su posterior caracterizacion y
evaluacion en protocolos de inmunoprotecciéon. Por cromatografia
de inmunoafinidad con el suero anti-GSTsj se purificé una
fraccion a partir de epimatigotes de T. cruzi, denominada PHGST,
que presentO actividad de GST. Por otro lado, el rastreo de una
biblioteca genOmica de T. cruzi con este antisuero dio como
resultado la seleccibn de 38 clones que codificaron para
antigenos de la familia Tc13 de la superfamilia de antigenos de
superficie de tripomastigotes. La identificacién de un miembro de
esta familia en la cepa Tulahuén del parasito, denominado
PHGST#5, permiti6 su comparacién con los ya conocidos en
cuanto a su estructura aminoacidica. Mediante la hibridacion de
cromosomas separados y transferidos a membranas, se determiné
que los genes Tcl3 se localizan principalmente en el cromosoma
III y su homélogo.

Las funciones inmunomoduladoras descriptas para ciertas
proteinas de la superfamilia de antigenos de superficie y su
participacion en el desarrollo de una respuesta inmune
protectiva, sustenté la evaluacion del antigeno PHGST#S en
experimentos de inmunoproteccion en ratones de la cepa BALB/c.

La inmunizacién plasmidica con PHGSTT#5 no indujo una



respuesta humoral especifica y la respuesta celular, evaluada por
efecto de hipersensibilidad retardada (DTH) frente a 1la
inoculacion con el antigeno recombinante, fue muy leve; mientras
que, la inmunizacién con la proteina recombinante MBP-PHGST#5
indujo tanto una respuesta humoral como celular, evaluada por
DTH. La inmunizacién plasmidica de PHGST#5, asi como la
inmunizacibn con MPB-PHGST#5 produjeron una disminucién
significativa de la parasitemia luego del desafio con formas
infectantes del parasito. la inmunizacién plasmidica con
PHGST#5, ademas disminuy6 el dafno y el parasitismo tisular
luego del desafio.

Por lo tanto, la seleccién de las GSTs para dirigir la definicién
de nuevos posibles blancos para el control de la transmisién de la
infeccion por T. cruzi permitié identificar el gen TcGRX, cuyo
producto por no poseer contraparte en el mamifero, luego de la
caracterizacién bioquimica podria postularse como posible blanco
para el disefio de drogas tripanocidas e identificar el antigeno
PHGST#5, un nuevo miembro de la familia Tcl13 con posibles
epitopes compartidos con la GSTsj, y definir su efecto
inmunoprotector tanto de la infecciébn y como de la patologia

chagasica.



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 GSTs to 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 GST homology 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 (Grxs) 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-GST of 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 GST activity.
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#5 superfamily
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 histéricos y generalidades

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una
enfermedad parasitaria endémica del continente americano y su area de
transmision vectorial se extiende desde México hasta el centro de
Argentina y Chile.

La historia del descubrimiento de la enfermedad se remonta al afio
1907, cuando el médico brasilefio Carlos Chagas es comisionado por el
Dr. Oswaldo Cruz, para investigar un brote de paludismo en el estado de
Minas Gerais. Chagas descubri6 en el intestino del triatomino hematéfago
Panstrongilus megistus (denominados "barbeiros" por los lugareiios) la
presencia de organismos flagelados hasta ese momento desconocidas.
Observd, ademas la presencia de estos insectos en viviendas humildes y
encontré también este parasito en la sangre de algunos pobladores,
denominandolo 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 créonicas con compromiso cardiaco 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 parasito como el vector fueron
descriptos antes que la propia enfermedad.

Gaspar Vianna es el primero que hizo una descripcién pormenorizada
de las lesiones anatomopatoldgicas, asi como Guerreiro y Machado
fueron quienes se interesaron en el diagndéstico de la enfermedad a través
de la utilizacién de la reaccién de fijaciéon del complemento (Guerreiro y
Machado, 1913).

En 1924 se describieron los primeros casos de enfermedad de Chagas

agudo en humanos en la Republica Argentina y fue a partir del afio 1926
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que Salvador Mazza se dedicé al estudio de la enfermedad en nuestro
pais. Realiz6 un registro de mas de mil casos de esta afeccidn,
describiendo la infestacién del Triatoma infestans en ambientes
domiciliarios, la infeccién de los animales domésticos (Mazza, 1943), las
formas crénicas de la enfermedad (Mazza, 1936 a) y la transmisién por la
leche materna (Mazza y col., 1936 b). Trabajé también en la evolucién de
los métodos diagndsticos, y realizd las primeras experiencias terapéuticas
(Mazza, 1941). En 1932 Romana describié en el Chaco los primeros casos
de miocarditis chagasica crénica y en 1935 el sindrome de la picadura
palpebral como la puerta de entrada ocular, caracteristica de la fase

aguda de la enfermedad (Romaiia, 1935).

1.2 - Epidemiologia y prevalencia

El area de prevalencia de la enfermedad de Chagas se superpone con
el area de distribucidon geografica 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
Republica Argentina, provincia de Chubut y Chile (Burkholder y col,,
1980).

La Organizacién Panamericana de la Salud ha determinado que mas
de 50 millones de personas estan expuestas al riesgo de infectarse por T.
cruzi en los paises del Cono Sur, estimandose que la poblacién infectada
es de alrededor de 10 a 11 millones de habitantes (OPS, 1999).

En Argentina se estima una poblacion infectada de 2 millones de
habitantes (Esquivel y Segura, 1994), siendo del 7.2% la tasa de infeccién
en la poblaciéon adulta en el afno 1998 (OPS, 1999). La evaluacién
serolégica realizada durante el afio 1998 en ninos de 6 meses a 14 anos
de edad demostré una prevalencia entre 1.77% a 2.3% dependiendo del
grupo etario analizado en nuestro pais. En ese mismo afo se detecté un

4.6% de infeccién 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 transmision congénita fue del 0.9% a partir del seguimiento de 2001
nifios (OPS, 1999).

1.3 - Vias de infecclén

La principal via de transmisibn de la endemia chagasica es la
vectorial. El parasito es transmitido por insectos hematéfagos de mas de
ochenta especies de los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus de
la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Zeledén, 1972).

La transmisién por el vector se lleva a cabo en el ciclo doméstico en el
que participan el hombre, los mamiferos domésticos y los insectos
hematéfagos adaptados al habitat domiciliario y/o peridomiciliario pero
existe también un ciclo silvestre de transmisién en el que el hombre llega
a participar accidentalmente, en las frecuentes incursiones de
devastaciéon de los bosques. La posibilidad de infeccién natural con el
parasito se encuentra en vinculacién directa con las condiciones socio-
economicas 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 via de entrada del parasito a un
mamifero no infectado se da cuando los insectos parasitados luego de
alimentarse con la sangre del mamifero depositan con sus deyecciones
las formas infectantes del parasito que penetran a través de las mucosas
o de las excoriaciones de la piel a su nuevo hospedero. Por otro lado, la
entrada del parasito a un insecto no parasitado se produce cuando el
vector succiona sangre de un mamifero infectado.

En nuestro pais el insecto vector es Triatoma 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 Martinez, 1985)

que puede ser encontrada en domicilio y peridomicilio y de la cual se ha
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aislado T. cruzi y reproducido con él el ciclo de infeccién en el ratén
(Lauricella y col., 1999).

Si bien la via de transmisién vectorial es la principal, existen otras vias
de transmision que pueden considerarse secundarias, estas son: la via
transfusional, la via transplacentaria, a través de transplantes de
organos, y con muy baja frecuencia la via digestiva y la via sexual.

La via transfusional es el mecanismo responsable del aumento de
casos de infeccién chagasica en zonas urbanas, siendo la causa de la
contaminacién de los bancos de sangre por donantes que desconocen su
seropositividad (Wendel, 1998). En la mayoria de los paises del Cono Sur
las normas nacionales indican el uso de al menos dos técnicas de
diagndstico para realizar un tamizaje seroldgico de la sangre infectada
por T. cruzi en los bancos de sangre. En nuestro pais, desde 1998 el
Ministerio de Salud realiza inspecciones al respecto en bancos de sangre
y servicios de hemoterapia publicos y privados. La prevalencia de
infeccion por T. cruzi para la Argentina detectada en los bancos de
sangre fue del 4.6% en el afio 1998 (OPS, 1999).

La infeccién 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 pais se determiné una tasa de transmision vertical del 0.9%
(OPS, 1999). El mecanismo por el cual algunos nifios de madres
chagasicas contraen la infeccion y otros no, es aun desconocido.

La transmisién del parasito por via del trasplante de 6érganos favorece
la infeccién dada la inmunosupresion terapéutica a la que es sometido el
receptor (Jost y col, 1977). En nuestro pais se observd que la
reactivacién de la infeccién en receptores chagasicos renales fue del 21%
y la transmisiéon de la infeccién a través del donante en receptores no
chagasicos fue del 18.7%, (Riarte y col, 1999). Por otro lado, el
seguimiento de pacientes chagasicos crénicos sometidos a trasplante de

médula 6sea por un periodo de siete afios, mostré6 un indice de
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reactivaciéon de la infeccién del 2% con un 20% de parasitemias positivas
(Dictar y col., 1998).

La posibilidad de que la infeccién chagasica se produzca por via
bucogastroentérica esta documentada ampliamente por observaciones de
multiples autores. Los mecanismos de entrada observados son la
ingestion 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 transmisién del T.
cruzi de madre a hijo a través de la ingestién de la leche materna, pero
su frecuencia es tan escasa que debe ser considerada como un riesgo
excepcional. Sin embargo, seria prudente que la madre chagasica aguda
no amamante a su hijo (Storino y Jorg, 1994).

La posibilidad de transmision del T. cruzi por via sexual puede
considerarse posible, ya que se encontré al parasito 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
contaminacién “clasica” abriendo la probabilidad de una entrada del
parasito por via sexual, siendo el mayor argumento para tal hipotesis la
deteccion del T. cruzi en extendidos vaginales de las esposas (Carpintero,
1982).

Con menor frecuencia la transmision 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 evolucion clinlca
La infeccién con el T. cruzi es frecuentemente inaparente y cuando

los individuos infectados muestran sintomatologia, no esta asociada a un

signo especifico. En la enfermedad de Chagas se distinguen tres fases:
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una fase aguda, una fase crdénica asintomatica, denominada fase
indeterminada y una fase crénica sintomatica.

La fase aguda puede presentarse en los periodos iniciales de la
infecciébn en la cual sbélo del S al 10% de los individuos infectados
presentan sintomas inespecificos como fiebre, dolores articulares,
quebrantamiento general, adenopatias, esplenomegalia y dermatopatias,
o mas especificos como el complejo oftalmoganglionar o “signo de
Romaila” (Romaia, 1935).

Cuando el parasito, que penetra a través de la piel, origina una
lesién manifiesta se esta en presencia de las formas clinicas de la
infeccibn con puerta de entrada aparente (primoinfeccién cutanea),
entre las que se destaca el complejo oftalmo-ganglionar, con una
incidencia de presentacién de hasta un 50% para las areas endémicas de
Brasil y Argentina (Rassi y col,, 1958). Con menos frecuencia se observa
el chagoma de inoculacién, el que se presenta como una macula de
aspecto erisipeloide o un fortinculo en las partes expuestas del cuerpo.
Las formas clinicas en la cuales no se puede establecer una relacién entre
la puerta de entrada y los signos clinicos, se denominan, sin puerta de
entrada aparente.

Luego de un periodo corto de incubacién post—infecciéon, los
pacientes pueden manifestar signos o sintomas tales como: fiebre,
adenopatias, astenia, anorexia, dolores musculares, cefaleas, edemas,
hepato-esplenomegalia, entre otros, y a menudo diarreas y vémitos en
lactantes. En los nifios también son importantes los compromisos
cardiacos y la meningoencefalitis (Lugones y col., 1979). El dano
miocardico es el hallazgo mas importante de esta etapa de la infeccién,
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
asintomatica u oligosintomatica. Fue definida como el periodo

comprendido entre la remisién de los sintomas y signos de la etapa
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aguda de la infeccién con T. cruzi y la aparicién de las manifestaciones
clinicas de la forma crénica de la enfermedad (Laranja y col., 1956).
Dicha etapa puede comenzar semanas 0 meses después de la etapa aguda
(Dias, 1989).

En las areas endémicas el grupo de pacientes en fase
indeterminada es el mas numeroso. En estudios longitudinales se
determind que el 80% de los pacientes cursan esta etapa evolucionando
favorablemente sin evidencias de dafio 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 crénica con sintomas y signos de
cardiopatia (Dias, 1989). El buen prondstico que caracteriza a esta etapa
esta avalado por la baja mortalidad que presenta, siendo similar a la
observada en la poblacién general (Coura y Pereira, 1984), no
conociéndose aun los mecanismos patogénicos que determinan la
evolucién hacia la etapa crénica.

Durante la fase «crénica se evidencian las alteraciones
caracteristicas de la enfermedad de Chagas que comprometen el corazén
y el tubo digestivo. Se ha propuesto que la mayor prevalencia de
patologia en la enfermedad crénica se presenta en aquellos pacientes que
habian evidenciado manifestaciones clinicas en la fase aguda de su
enfermedad (Pinto Diaz, 1982).

Las formas clinicas que se observan en el continente americano
muestran una variabilidad en sentido geografico; un ejemplo lo
constituye el predominio de la patologia cardiaca en el sur del Brasil,
Uruguay, Argentina y Chile y el predominio de la patologia visceral en
Bolivia y en el centro y norte del Brasil.

El porcentaje de los infectados que desarrollan lesiones cardiacas (20
a 30%), varia en funcién de la edad, del tiempo de exposiciéon en area
endémica, del nimero de reinfestaciones, del nivel socioecondémico y del
estado de nutriciéon (Storino y Milei, 1986). La miocarditis chagasica

crénica presenta algunas diferencias en su forma de presentacién. En
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algunas regiones endémicas, la mayoria de los pacientes infectados
desarrollan una miocarditis crénica, mientras que en otras, las
manifestaciones cardiacas son mas tardias, en menor porcentaje y de
evolucidon mas lenta. En los casos en los cuales la sintomatologia es leve,
la enfermedad se manifiesta con palpitaciones aisladas y se acompaiia de
una incidencia del 2.4 al 4.4% de alteraciones electrocardiograficas
(Macedo, 1980). En los casos de insuficiencia cardiaca avanzada, en
orden de frecuencia se observan palpitaciones, disnea, mareos,
precordialgia, sincope, tromboembolismos, taquiarritmias auriculares o
ventriculares bradiarritmias por disfuncién sinusal o trastornos de la
conduccién 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 cardiaca o tromboembolismo
pulmonar (Castagnino y col., 1978; Granzotti y col., 1985).

Los pacientes chagasicos en fase crénica pueden presentar
anomalias del tubo digestivo como la dilataciéon del es6fago y del colon
(megaes6fago y megacolon). En ciertas regiones endémicas ubicadas por
encima de la linea del ecuador, se describieron un mayor nuamero de
casos, en paises como Panama y Venezuela (Blandon y col.,, 1969). Por
debajo de la linea del ecuador, el pais en donde se halla la patologia con
mayor frecuencia es en la regiéon central del Brasil. La esofagopatia
chagasica se presenta con mayor frecuencia entre los 20 y 40 afos de
edad y predomina en el sexo masculino. Las lesiones en el tubo digestivo
serian originadas por una destruccién neuronal del sistema nervioso

auténomo (Rezende, 1988).
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1.5- Dlagnéstico

El diagnéstico infectolégico de la enfermedad de Chagas se basa en un
tripode constituido por la clinica, la epidemiologia y el laboratorio.
Durante la fase aguda de la enfermedad la presencia de parasitos
circulantes permite hacer el diagnostico mediante la identificacién del
mismo, utilizando métodos directos como la gota fresca, el Método de
Strout y el microhematocrito o indirectos como el hemocultivo o el
xenodiagnéstico (Ledesma Patino y col., 1992). Los mas sensibles son el
strout (99.2%) y el xenodiagndstico (100%) (Marteleur y Barbieri, 1984).

En la etapa crénica de la infeccién, el nimero de parasitos circulantes
es muy bajo y los métodos utilizados en la fase aguda tienen baja
sensibilidad, por lo que se recurre al diagnostico serologico. Estas
técnicas se basan en la detecciéon de anticuerpos especificos contra el T.
cruzi, y las mas utilizadas son fijacién de complemento, hemaglutinacién
indirecta, inmunofluorescencia indirecta y enzimoinmunoensayo (Freilij
y col.,, 1994). El analisis seroldgico 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 reaccién en
cadena de la polimerasa, PCR, fue posible demostrar la presencia del
parasito en la etapa crénica de la infeccién. Actualmente se esta
evaluando la utilidad del método en el seguimiento de los pacientes
chagasicos a fin de estimar con precisién la carga parasitologica antes y

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

1.6 - Respuesta inmune a la Infeccion por T. cruzi

La infeccién por T. cruzi modifica en forma generalizada el sistema
inmune, activando primeramente los mecanismos inespecificos de
defensa y luego, sobre la base de éstos se desarrolla la posterior

respuesta especifica, tanto humoral como celular. Se ponen asi en marcha
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practicamente todos los mecanismos inmunes efectores conocidos, y
todos ellos participan en la resistencia a la infeccién (Tarleton, 1993). La
respuesta inmune controla la invasién parasitaria, pero a pesar de ello,
no es esterilizante, ya que no elimina totalmente al parasito,
estableciéndose un equilibrio huésped-parasito que conduce a la
cronicidad (Tarleton, 1993).

Ya hace 15 afnos se estableci6 la importancia de los mecanismos
inmunes disparados en los primeros dias de la infeccién en el control de
la replicacién temprana del parasito (Trishman, 1986), y mas
recientemente se demostré que la carga parasitaria en la fase aguda se
relaciona con la parasitemia y con el desarrollo de la patologia en la
etapa crénica de la infeccién (Marinho, 1998).

La respuesta inmune temprana esta mediada principalmente por
células fagociticas. Estas participan en la presentacioén antigénica y son
hospedadoras del parasito, ya que T. cruzi puede invadir macréfagos no
activados, escapar de la vacuola fagocitica y quedar libre en el citoplasma
donde es capaz de multiplicarse (Nogueira y col, 1977). Sin embargo, una
vez que las células fagociticas se activan por citoquinas,
fundamentalmente interferon-+ (IFN-) y factor de necrosis tumoral-a
(TNF-e), adquieren capacidad tripanocida destruyendo los parasitos de
su interior (Nogueira y Cohn, 1977). Los mecanismos involucrados en la
destruccién del pardsito in vitro incluyen la liberacién de especies
reactivas del oxigeno (ERO) (Tanaka y col., 1983) y del nitrégeno (ERO)
(Mufiéz-Fernandez y col., 1992; Gazzinelli y col., 1992), mientras que in
vivo el control depende principalmente de la activacion de la sintetasa de
6xido nitrico inducible por IFN= (iNOS) de macrofagos y del consecuente
incremento de 6xido nitrico (NO) (Petray y col., 1994; Vespa y col,,
1994). La importancia de estos mecanismos a quedado demostrada con
modelos experimentales deficiencientes en la iNOS o en el receptor de
INF-, 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 Thl o Th2 (Mossman y col.,, 1986). La liberacién de citoquinas fue
descripta en principio para linfocitos CD4*, por eso en forma
generalizada se utilizan los términos Thl y Th2 para definir el tipo de
respuesta. Pero también se hace referencia a un perfil Tcl y Tc2 cuando
las células productoras son linfocitos citotdéxicos CD8*. La respuesta Thl
se caracteriza por la produccion de IFN+, interleuquina 2 (IL-2) y TNF-f y
se asocia con mecanismos de resistencia a patdégenos intracelulares a
través de la activacion de células fagociticas e induccién de anticuerpos
de tipo IgG2a e 1gG3, que al unirse a receptores para el fragmento Fc de
las 1gGs (FoyR) o a través del complemento facilitan la fagocitosis de los
patégenos (Abbas y col., 1996). Las citoquinas de tipo Th2, IL-4, 1L-5, IL-
6, IL-9, 1L-10 e IL-13 regulan la respuesta humoral dirigiendo la sintesis
de anticuerpos de isotipos IgGl e IgE importantes en la resistencia a
patdgenos extracelulares a través de su neutralizacibn o de la
degranulacién de mastocitos y eosinéfilos. La respuesta Th2 ademas es
importante para modular la respuesta Thl, ya que esta tltima genera
una intensa reaccion 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 concentraciéon y estado fisico de
los antigenos, sefnales co-estimuladoras de las células presentadoras de
antigenos y citoquinas liberadas inicialmente (Abbas y col., 1996). Entre
éstas, es fundamental la liberacion 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 infeccién experimental con T. cruzi el perfil de
citoquinas es predominantemente Th1, con alta producciéon de IFN- e IL-
12 (Nabors y Tarleton, 1991; Antinez y Cardoni, 2000) y anticuerpos de
istotipo IgG2a (Spinella y col., 1999). Asimismo, en el bazo de ratones
infectados se observa la aparicién de ARNm de IL-12 e IL-18 (Meyer y

col., 1997), aunque esta ultima citoquina solo se produce en ratones con
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mayor resistencia (Antinez y Cardoni, 2000). La induccién de una
respuesta Thl in vivo, asi como la administracién de IL-12, protege a
ratones de cepas susceptibles del desafio 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 mas alla de su presencia, la cinética de aparicién de las
citoquinas es la que verdaderamente se asocia con los mecanismos de
resistencia, ya que si bien el IFN-4 es una citoquina central en los
mecanismos de defensa contra el parasito, s6lo parece ser esencial en los
primeros dias de la infeccién (Plata y col.,_1987; McCabe y col., 1991).
Asi, los ratones de cepas susceptibles presentan un retraso en la
aparicion de las citoquinas de tipo Thl en comparacién con cepas
resistentes (Zhang y Tarleton, 1996; Antunez y Cardoni, 2000).

Sin embargo, a pesar de su rol fundamental en la resistencia a la
infeccién, la respuesta Thl genera una intensa respuesta inflamatoria, ya
que la activacion de células fagociticas implica la liberacién de TNF, IL-1,
ERO y ERN, entre otros, que en su conjunto pueden inducir o participar
en la generacion del dano tisular (Cardoni, 1997). Por otro lado, el IFN~
incrementa ademas la expresion de moléculas MHC clase 1 y 11 y de
moléculas de adhesién intercelular (Laucella y col.,, 1996). Por ello
también parece ser importante la produccién de citoquinas con efectos
regulatorios caracteristicas de una respuesta de tipo Th2, como la IL-10
que previene la patologia inducida por sobreestimulacion de las células T
(Hunter y col., 1997). El factor transformante del crecimiento-f (TGF-f8)
(Silva y col., 1991), IL-4 (Hoft y col., 1993), IL-6 (Truyens y col., 1994) e
IL-13 (Antunez y Cardoni, 2001) se hallan también incrementados.

El papel que cumple la respuesta inmune celular en la resistencia a la
infeccion, 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 infeccién, 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 estd caracterizada por la presencia de
anticuerpos fijadores del complemento. En el transcurso de la infeccién
se produce una gran variedad de anticuerpos especificos debido a la
extensa variedad de antigenos parasitarios capaces de inducir una
respuesta inmune. Estos anticuerpos se conservan de por vida, por 1o que
su deteccién en las personas infectadas no tratadas es criterio de
diagnéstico de la infeccién por el parasito. En el humano y en ratén la
primera inmunoglobulina especifica detectada durante la infeccién es la
IgM y 10 a 40 dias después de la infeccién aparecen las IgGs especificas
(Vattuone y col., 1973; Hofflin y col., 1987).

En modelos experimentales se observd que las cepas resitentes de
ratones presentan mayores niveles de IgG especifica y mas
tempranamente que las cepas susceptibles (Tarleton y Kuhn, 1983) y que
ratones genéticamente deficientes en linfocitos B sucumben a la infeccion
(Kumar y Tarleton, 1998), estos datos demuestran que la producciéon de
anticuerpos es absolutamente necesaria para el control de infeccion.

El papel de las células T en el periodo crénico de la infeccién es poco
claro, pudiendo ejercer una accién colaboradora en la activacién de
células B especificas contra el parasito (Burgess y Hanson, 1980)
productoras de anticuerpos IgG1 e IgG2a (Marinho, 1998). En esta etapa
hay linfocitos T CD8* que destruyen células parasitadas que presentan
antigenos asociados a MHC-I (Nickell y col., 1993). La importancia de
mecanismos inmunes estd documentada por la exacerbacién de la
patologia y el aumento de la carga de parasitos en el tejido miocardico en
modelos de deplecién continua de células CD8* y/o CD4* (Tarleton y col.,
1994). A pesar de los niveles elevados de IFN-g encontrado en el suero de
los ratones crénicos (Antinez 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 esta principalmente compuesto por linfocitos T CD8* y se producen
citoquinas tanto de tipo Thl como Th2 (Tarleton y col., 1994).

Los mediadores inflamatorios liberados durante una infecciéon actaan
regulando los niveles de moléculas de adhesion (CAMs) como s-VCAM, s-
PSelectina y CD44, las cuales son muy importantes en las interacciones
intercelulares. La formacion de lesiones inflamatorias en la infeccién por
T. cruzi involucra adhesiéon entre las membranas citoplasmaticas de las
células musculares cardiacas con los linfocitos y/o0 macréfagos (Andrade
y col.,, 1994). En pacientes cronicamente infectados se encontré un
incremento de s-VCAM-1 y s-PSelectina, encontrandose una correlacion
positiva entre esta ultima y la severidad de la enfermedad y una
disminucion de los niveles de CD44 en pacientes chagasicos crénicos con
miocardiopatia severa (Laucella y col., 1996). Ain queda por dilucidar,
cual es la funcién de estas moléculas en la patogénesis de la infeccién

créonica.

1.7 - Desarrolio de la patologia chagasica

El mecanismo fisiopatologico de la enfermedad de Chagas no se ha
aclarado totalmente y hasta el momento se han propuesto diversas
hip6tesis no mutuamente excluyentes para explicar el desarrollo de la
miocardiopatia chagasica crénica.

Existen dos hipdtesis principales para explicar el origen de la
patologia chagasica. Por un lado, el dogma que atribuye la etiologia de
esta enfermedad a procesos autoinmunes y por otro, el planteo mucho
mas reciente que su desarrollo esta directamente relacionado con la
persistencia del parasito en los tejidos afectados (Tarleton y Zhang,
1999).

Existen evidencias que apoyan un origen autoinmune de la
patogénesis chagasica, como ser: la induccion de lesiones semejantes a las

producidas por esta enfermedad mediante la inmunizacién con
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fracciones subcelulares (Esteva y col., 1983; Ruiz y col, 1985), la
presencia de anticuerpos en el suero de pacientes chagasicos cronicos
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 parasitos (Hontebeyreie-Joskowicz y col.,
1987; Silva-Barbosa y col, 1997) y la presencia de antigenos de
reactividad cruzada entre el parasito y el mamifero (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 daio tisular (Tarleton y Zhang, 1999).

La persistencia del parasito como causal de la patologia es la hipétesis
alternativa a la autoinmunitaria. Esta hipdtesis postula que la
persistencia de T. cruzi en los 6rganos blanco de la enfermedad es
suficiente para el desarrollo de la misma no requiriendo de un
componente autoinmune, el cudl si existe, también seria gatillado por la
presencia del parasito (Tarleton y Zhang, 1999). El planteo surgi6é a
partir de la utilizacibn de técnicas mucho mas sensibles, como
inmunohistoquimica, reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) in situ o
standard, que permitieron la deteccién del parasito en tejidos con focos
inflamatorios a partir de hospederos con infecciébn crénica,
correlacionando la presencia de T. cruzi con el dafno tisular (Ben Younes-
Chennoufi y col., 1988; Lane y col., 1997; Tarleton y col., 1997).

La existencia de sustentos para ambas hipotesis sugiere que tanto la
presencia del parasito como la respuesta autoinmune generada por el
mismo estarian involucradas en la patogenia de la enfermedad de
Chagas.

Ademas de las hipétesis discutidas se han propuesto otros mecanismos
para explicar la etiologia de la miocardiopatia chagasica crénica, como
ser, transtornos en la microcirculacién (Morris y col, 1990) y la

denervacién del sistema nervioso autonomo (Kéberle y Alcantara, 1960).
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1.8 - Alternativas para erradicar la endemia chagasica

1.8.1 - Eliminacion del insecto vector

La enfermedad de Chagas constituye la principal enfermedad
tropical de la Republica Argentina y su prevalencia esta directamente
relacionada con las condiciones socioeconémicas de la poblacién, los
indice de analfabetismo, desnutricién y mortalidad infantil (Pinto Dias y
col.,, 1994). la realidad epidemiolégica de Latinoamérica, sumada al
desconocimiento de la fisiopatogenia y a la falta de un tratamiento
especifico eficaz, ha determinado que la mejor terapéutica para luchar
contra esta endemia es una buena profilaxis.

Las acciones para controlar la transmisiéon de la enfermedad de
Chagas en Argentina tienen como inicio actividades efectuadas por
Cecilio Romaila en Chaco, Carlos A. Soler en La Rioja y Carlos Bravo en
Catamarca en la década del 50. A partir de 1962 se organizé el Servicio
Nacional de Chagas y el Instituto Nacional de Diagndstico e Investigacion
de la enfermedad de Chagas “Dr. Mario Fatala Chabén”, teniendo como
objetivos efectuar el control de la transmisién vectorial e interhumana,
respectivamente. Los beneficios de las acciones desarrolladas durante los
ultimos 40 afos de funcionamiento del Programa, se observaron en la
modificacién de las prevalencias seroldgicas en varones de 18 afios, a ser
incorporados para el Servicio Militar, que de un 10.3 % de prevalencia en
Ios afos 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
transmision vectorial de la enfermedad de Chagas se implementd una
Estrategia de Participacién Comunitaria en la década del 90, que

consistio en la deteccién del triatomino o rastros del mismo, mediante el
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uso de sensores de cartén, por parte de la comunidad, la notificacién de
la presencia de vectores (Wisnivesky-Colli y col., 1988) y el tratamiento
de las viviendas con insecticidas de efecto residual en manos de un
agente sanitario. Estas acciones fueron acompanadas por la Iniciativa de
Salud del Cono Sur (INCOSUR) bajo la coordinacién de la Organizacién
Panamericana de la Salud y del Programa de Control de Enfermedades
Tropicales, cuyo objetivo fue la interrupcién de la transmisién vectorial y
transfusional de la enfermedad de Chagas en 6 paises del Cono Sur,
incluyendo la Argentina (Moncayo, 1994). La aplicacién de esta nueva
estrategia horizontal participativa mostré mejores resultados que los
obtenidos por el programa de control de tipo vertical como ser: la
deteccién de mayor numero de casas con vectores, la reduccién del
numero de insectos capturados dentro de las viviendas y wuna
disminucién de 5 veces de los costos. Se observé que de una infeccién
inicial de los T. infestans por T. cruzi del 38 % en las comunidades, luego
de tres afos en las areas que trabajo el agente sanitario/comunitario
mostraron una infecién de los vectores del 0% y las trabajadas por el
programa de control de accién vertical fue del 10% (Chuit, 1994). Se
logré un descenso del indice de infestacion promedio del 17.6% al 1.75%
en viviendas luego del ataque quimico con insecticidas y de la instalacion
de un programa de vigilancia que incluye la revisién sistematica de
biosensores (OPS, 1999).

1.8.2 - Profilaxis de sangre portadora para transfundir

Para evitar la transmision del T. cruzi a través de una transfusion de
sangre es necesario realizar serologia para Chagas a todos los dadores
con el objeto de detectar los infectados. Luego de la deteccién la
prevencién puede llevarse a cabo de dos maneras: 1) descartando la
sangre con serologia reactiva o 2) esterilizando la misma con drogas que

afecten la viabilidad del parasito (Storino, 1994).
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Una de las drogas mas utilizadas en la esterilizacion de la sangre es el
violeta de Genciana o cristal violeta. Si bien a las dosis utilizadas estas
drogas no producen efectos téxicos, pueden provocar una coloracién
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 mas luz ultravioleta A (Gottlieb y col., 1996).

Dado que existen estudios experimentales que demuestran una falta
de seguridad en la esterilizacién parasitaria de sangre contaminada con
el T. cruzi tratada con violeta de Genciana (Celentano y Gonzalez Cappa,
1988), se cree que la mejor profilaxis es descartar totalmente para
cualquier transfusién la sangre serolégicamente reactiva. La escasez de
sangre no debe ser una excusa para desconocer y obviar medidas

preventivas elementales (Storino, 1994).

1.8.3 - Quimioterapia de pacientes infectados

Las metas del tratamiento especifico contra la infeccién por T. cruzi
son la eliminacién del parasito y la disminucién de la probablidad de
desarrollar la infeccion.

A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de Chagas
en 1909, aun no se dispone de una quimioterapia eficaz para todas las
formas clinicas 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 mas de un centenar de compuestos, pero los Unicos que
superaron la etapa clinica fueron el nifurtimox (Lampit, Bayer), un
nitrofurano cuya produccioén ha sido discontinuada a partir de 1990 y el
benznidazol (Radanil, Roche), un nitroimidazol (Boinain y Rassi, 1979).
Estos farmacos tripanocidas y antichagasicos son eficaces en la etapa

aguda de la infeccién, ya que producen altos porcentajes de
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seroconversion y de eliminacién total del parasito (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 ultimo relacionarse con la susceptibilidad o
resistencia de la cepa de T. cruzi infectante (Stoppani, 1999).

En nuestro pais, luego que la Autoridad de Regulacion del
Ministerio de Salud aprobé al nifurtimox y al benznidazol como drogas
contra T. cruzi, se dictd la Norma para su aplicacién, la cual
recomendaba el tratamiento de los casos agudos de la enfermedad de
Chagas (Norma para atencién médica del infectado chagasico. Ministerio
de Salud y Accién Social, Secretaria de Salud, Buenos Aires, Argentina,
1983). Durante muchos anos se cuestioné el beneficio de la medicacion
antiparasitaria en las etapas indeterminada y crénica de la infeccién. 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 publicacién de estos
resultados, en 1997 la Norma original fue revisada y fue aprobado un
nuevo procedimiento (Resolucién Secretaria de programas de
Salud/Ministerio de Salud y Accién Social de la Nacién N° 28/99), por
medio del cual el tratamiento es recomendado en: a) Toda persona
durante la fase aguda de la infeccion, b) Nifios y adolescentes en fase
indeterminada, c) adultos en fase indeterminada o con cardiopatia
incipiente asintomatica de la enfermedad de Chagas, d) accidentes con
material contaminado en laboratorios o durante cirugias y e) donantes o
receptores chagasicos en transplantes de Organos (Sosa Estani y Segura,
1999).

Para evaluar la respuesta a la quimioterapia especifica, se recomienda
utilizar la combinacién diagnéstica, clinica, inmunoserologica y
parasitoldgica, teniéndose en cuenta para determinar su eficacia, la

ausencia del parasito, la disminucién significativa de la concentracion de
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anticuerpos o la negativizacion de la serologia (Sosa Estani y Segura,
1999).

El modo de accién del nifurtimox y el benznidazol no es comprendido
totalmente. Los efectos toxicos del nifutimox se explican a través de su
reduccién intracelular dando origen al radical nitro anién (R-NO;), el
cual entra en un ciclo redox generando O, y H,0,. La presencia de
radicales libres es letal para el T. cruzi, ya que no posee los mecanismos
necesarios para su eliminacién. Los efectos téxicos del benznidazol serian
debidos a la produccién de metabolitos reducidos del grupo nitro, los
cudles se unirian covalentemente a macromoléculas celulares (Morello,
1988). Ambas drogas reducen las concentraciones de glutation,
tripanotiona y glutationil espermidina, tres compuestos involucrados en
el mantenimiento del equilibrio redox intracelular de tripanosomatidos
(Mayay col,, 1997).

1.8.3.1 - Diseno 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
quimioterapicas mas efectivas y seguras. Lamentablemente la industria
farmacéutica no posee incentivo econémico para financiar esta necesidad
y por lo tanto la gente de los paises no desarrollados contintan sin poder
resolver este problema sanitario; sin embargo, la investigacién basica
puede ayudar a su resolucién. La identificacion de nuevos procesos
metabdlicos esenciales para la supervivencia del parasito funda las bases
para el disefio racional de drogas. Este es un proceso multidisciplinario
que consta de la identificacién de una molécula blanco, el disefio de un
inhibidor especifico y por ultimo el estudio farmacolégico (Fairlamb,
1996). En los ultimos afios se han ido describiendo diversas vias
metabdlicas del parasito que presentan puntos de divergencia con su

hospedero mamifero. 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 proteinas y la bioinformatica brindaron la
posibilidad de identificar nuevos blancos para medicamentos especificos.

Los azoles son compuestos que interfieren en el metabolismo de los
esteroles en el T. cruzi, inhibiendo la A?**>-esterol metil transferasa, una
enzima que no esta presente en vertebrados. Como consecuencia se altera
la membrana del parasito por no formarse ergosterol. Algunos azoles
como el econazole y el ketoconazole resultaron parcialmente eficaces
como antichagasicos (Stoppani, 1999). Utilizando un bis-triazol como el
D08070 en modelo ratén se previene la muerte en un 70-90% de los
animales en infecciones agudas y crénicas (Urbina y col., 1996).

La sintesis de nucleétidos es un buen blanco terapéutico, ya que el T.
cruzi es un organismo incapaz de sintetizar purinas (Hammond Yy
Gutteridge, 1984). Con analogos de purinas y pirimidinas se inhibe la
replicacién intracelular del parasito in vitro; entre ellos, el allopurinol
demostré ser efectivo en el tratamiento de pacientes chagasicos que
reactivaron la infeccion luego de un transplante cardiaco (Almeida y col.,
1996).

La obtencién de péptidos inhibidores de la cruzipaina, una cistein
proteinasa con funciones esenciales para el parasito, constituye un
avance significativo para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas.
La identificaciébn de pseudopéptidos inhibidores de esta proteasa fue
llevada a cabo mediante algoritmos de disefioc molecular. Estos
inhibidores interrumpen el ciclo intracelular del T. cruzi y curan
infecciones experimentales agudas en animales de laboratorio, sin
observarse lesiones miocardicas (Engel y col., 1999).

La tripanotiona reductasa recibié gran atenciébn como blanco
terapéutico potencial dado su rol central en las funciones anti-oxidantes
de la tripanotiona, un andlogo de glutatién presente s6lo en
tripanosomatidos. Esta enzima cumple funciones equivalentes a la

glutatién reductasa de los mamiferos (Ver 3.1 de esta Introduccion). 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 accién (Borges y col., 1995) y estructura cristalografica (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 inhibicién
superior al 90% de la enzima para matar al parasito, por lo que deben
encontrarse compuestos mas selectivos y potentes (Ver 3.3 de esta
Introduccién). La empresa Glaxo-Wellcome comenzé un proyecto en
colaboracién con la Universidad de Dundee (Escocia, Reino Unido) para
el desarrollo de un rastreo en masa de compuestos quimicos (“high
throughput screening”) con el objeto de encontrar nuevos inhibidores
que permitan continuar con el desarrollo de un farmaco anti chagasico
(Fairlamb, 1999).

1.8.4 - Una vacuna como prevencion de la transmision y la enfermedad

A lo largo de los afios se han realizado intentos para producir una
respuesta inmune protectiva contra la infeccién por T. cruzi utilizando
diversas técnicas que abarcan desde la atenuacién de parasitos hasta la
nueva tecnologia de inmunizacién génica. En todos los casos sélo se han
logrado protecciones parciales, lo que indica la posibilidad de estar
bastante lejos de obtener una vacuna esterilizante. Sin embargo, la
obtencién de una vacuna profilactica seria de gran valor, ya que una
disminucién de la carga parasitaria durante la fase aguda puede resultar
en una menor transmisién vectorial y en una fase crénica con menores
alteraciones (Ruiz y col.,, 1994). Hasta hace algunos afos en la mayoria
de los casos se evaluaba la efectividad de un reactivo vacunante sélo en
la etapa aguda de la infeccién, mediante el control de la parasitemia y la
mortalidad o sobrevida después del desafio con las formas infectantes del

parasito y son pocos los trabajos que tomaron como criterio de
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evaluacién la proteccion contra el desarrollo de patologia en los modelos
crénicos (Basombrio y Besuschio, 1982; Ruiz y col., 1985; Zuniga y col.,,
1997).

En los primeros estudios sobre inmunizacién protectiva se utilizaron
como inmundgenos parasitos vivos atenuados (Menezes, 1971), muertos
con diversos tratamientos fisicos 0 quimicos (Kierszenbaum y Budzko,
1975; Hanson y col. 1976), y otros tripanosomatidos (Souza y Roitman,
1971). Sin embargo, la existencia de reacciones cruzadas entre los
antigenos del T. cruzi y del huésped y las lesiones observadas en los
tejidos de los huéspedes infectados sugieren que no seria adecuada la
utilizacién de preparaciones antigénicas complejas como inmundgenos
(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 parasito obtenidas por presion y
descompresién (Segura y col., 1974). La vacunacién con una fraccién
enriquecida en membranas y flagelos, denominada fraccién flagelar,
utilizando Bordetella pertussis como adyuvante produce en ratones una
respuesta inmune protectiva con un 90% de sobrevida luego del desafio
con formas infectantes del parasito (Segura y col.,, 1976; Ruiz y col,,
1986). Por otro lado, esta misma fracciéon muestra una reduccién de las
lesiones en los tejidos de los ratones inmunizados luego del desafio (Ruiz
y col., 1985).

La técnica de producciéon de anticuerpos monoclonales y los avances
en los métodos de obtencién de las proteinas permitid una mejor
identificacion, aislamiento y purificacidon de las proteinas del parasito. Es
asi que comenzaron a identificarse las proteinas del parasito capaces de
generar una respuesta humoral en huéspedes inmunizados o infectados
(Grogl y Kuhn, 1985). Son numerosas las proteinas del parasito
purificadas y ensayadas en protocolos de inmunoproteccién. Algunos
ejemplos son: glicoproteinas de superficie (Scott y col., 1984; Scott y col.,

1985); antigenos purificados con anticuerpos monoclonales (Ruiz y col.,
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1990; Gomes y col., 1995) y proteinas purificadas a través de columnas
de afinidad (Plumas-Marty y col,, 1993). Los resultados informados son
en general una disminucion significativa de parasitemia luego del desafio
que, no siempre se encuentra acompafiada con un aumento en la
sobrevida. Es importante aclarar que en ninguno de los casos se obtuvo
una proteccion esterilizante. El amplio espectro de resultados obtenidos
utilizando diferentes tipos de adyuvantes con el mismo antigeno
demuestran la importancia del mismo en la obtencién de una respuesta
inmunoprotectiva en modelos experimentales (Ruiz, 1983; Scott y col.,
1984; Plumas-Marty y col., 1993).

Si bien el uso de antigenos mas definidos purificados a partir del
parasito es preferible al uso de extractos crudos, tiene como desventaja la
dificil obtencién de los mismos en las cantidades adecuadas. El
advenimiento de la biologia molecular y las técnicas de ADN
recombinante permitieron clonar, expresar y producir en grandes
cantidades los antigenos a estudiar. A fines de los afnos 80 comienza la
identificacion de antigenos mediante rastreo de genotecas del parasito
con sueros humanos infectados (Ibanez y col.,, 1987). Las proteinas mas
inmunogénicas poseen repeticiones de aminoacidos en su extremo C-
terminal (Ibafez y col.,, 1988) y se encuentran principalmente en las
formas del parasito presentes en el hospedero mamifero (Souto-Padrén y
col., 1989). Dichos antigenos se clasifican dentro de una superfamilia
denominada Superfamilia de Antigenos de Superficie de Tripomastigotes
(Ver 2.5 de esta Introduccién (Campetella y col., 1992; Schenkman y col.,
1994). Diferentes miembros de esta superfamilia, entre ellos SAPA
(“shed acute phase antigen”), el dominio catalitico de la trans-sialidasa
(TS) y la regién amino de TSA-1 (“trypomastigote surface antigen-1),
fueron expresados en sistemas bacterianos 0 baculovirus y ensayados en
experimentos de inmunoproteccién en ratones (Wrightsman y col., 1994,
Nasser y col., 1997; Pereira-Chioccola y col., 1999). La inmunizacién con

estos antigenos recombinantes induce buenos titulos de anticuerpos
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dirigidos contra la region C-terminal de las proteinas. Sin embargo, la
respuesta no es protectiva, mientras que los dirigidos hacia la regién N-
terminal son capaces de producir protecciéon pasiva contra la infeccion
por T. cruzi (Chuenkova y Pereira, 1995; Franchin y col.,, 1997). Los
ratones inmunizados solo con la regién C-terminal del antigeno TSA-1 no
sobreviven al desafio, mientras que el 70% de los ratones desafiados
sobreviven cuando se utiliza como inmunégeno la porcién N-terminal de
este antigeno (Wrightsman y col., 1994). Basandose en estos resultados se
postula que la regién C-terminal de estos antigenos presenta un
mecanismo de evasion de la respuesta inmune que dirige la misma hacia
epitopes que no son necesarios para la supervivencia del parasito
(Wrightsman, 1994; Frash, 2000). La respuesta inmunoprotectiva del
TSA-1 es mediada por células, ya que la transferencia adoptiva de células
linfoides productoras de IFN-+ y TNF-a& protegen a ratones naive de la
muerte por la infeccién con T. cruzi (Wizel y col., 1997). Por otro lado, la
inmunizaciéon con el antigeno SAPA recombinante es capaz de disminuir
la parasitemia y bajar la mortalidad de un 67 a un 25% luego del desafio,
siendo esta proteccién 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 parasito, asi como de la
patogénesis de la enfermedad llevan a postular que un buen candidato
para una vacuna contra la infecciéon por T. cruzi debe generar una
respuesta tanto humoral como celular de tipo Thl y Tcl (Ver 1.6 de esta
Introduccién). La caracterizacién de la respuesta inmune protectiva esta
permitiendo una busqueda racional de los antigenos a ser ensayados en
protocolos de vacunacién experimental, planteandose el concepto de
vacuna inmunomoduladora.

Los avances recientes en la tecnologia de vacuna de ADN (también
llamada inmunizacién genética o plasmidica o vacuna de ADN desnudo),

hacen de la misma un vehiculo atractivo para el desarrollo de una
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vacuna contra la infeccion por T. cruzi tanto por razones inmunolégicas
como economicas. La inmunizacidn se realiza con un ADN plasmidico que
codifica el gen de interés, siendo este ADN tomado y expresado por la
células del hospedador. La expresion del gen “extrafio” es capaz de
inducir la respuesta inmune del hospedador. La atracciéon de esta nueva
generacion 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, ademas, la ventaja de no
requerirse pasos de expresion y purificacién del inmunégeno (Donnelly y
col., 1997). Por otro lado, el ADN plasmidico actua como adyuvante, ya
que posee propiedades inmunoestimuladoras atribuidas a secuencias de
oligonucle6tidos de simple cadena conteniendo motivos CpG no
metilados (Tokunaga y col., 1984).

El antigeno TSA-1 es uno de los blancos de los linfocitos T citotdoxicos
CD8+ tanto en la infeccién experimental como en humanos (Wizel y col.,
1997; Wizel y col.,, 1998a). La identificacién de este antigeno como un
blanco de la respuesta inmune protectiva contra el T. cruzi llevé a Wizel
y colaboradores a utilizar TSA-1 en protocolos experimentales de
inmunizacién genética. La inoculacién plasmidica de TSA-1 induce tanto
respuesta humoral como celular, siendo esta ultima mediada por
linfocitos T citotéxicos CD8+. Luego del desafio la sobrevida es del 64% al
89% (Wizel y col., 1998 b). Resultados similares se obtenienen mediante
la inmunizacién plasmidica con la porcién catalitica de la TS (Costa y
col.,, 1998). Las células CD4+ y CD8+ producidas luego de la
inmunizacién con este antigeno secretan IFN-, pero no IL-4 o IL-10 e
inhiben la replicacién intracelular del T. cruzi (Rodrigues y col., 1999).
La inmunizacién plasmidica con otra proteina de la superfamilia de
antigenos de superficie de tripomastigotes, la proteina regulatoria del
complemento (CRP), presenta mejores resultados que la inmunizacién

con la CRP recombinante, ya que sOlo la vacuna a ADN induce la
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produccion de anticuerpos liticos y protege contra el desafio (Sepulveda
y col., 2000).

La magnitud y la naturaleza de la respuesta inmune puede ser
diferencialmente regulada mediante la inmunizacién genética con
diferentes citoquinas. La administracién de plasmidos codificando para
IL-12 o IFN+ incrementan la respuesta de tipo Thl, mientras que la
administracién de IL-4 aumenta la respuesta Th2 (Chow y col., 1998). La
inmunizacién conjunta de proteinas 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 reduccién
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
identificacién de péptidos blanco de una respuesta inmune protectiva
sumada a la tecnologia de inmunizacién plasmidica brinda la posibilidad

de desarrollar vacunas conformadas por multiepitopes.

2). TRYPANOSOMA CRUZI, AGENTE ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD
DE CHAGAS

2.1 - Ubicacién taxonémica y morfologia

El T. cruzi, agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, es un
parasito protozoario digenético que alterna su ciclo de vida natural entre
un huésped vertebrado y otro invertebrado. La ubicacién sistematica del
parasito es la siguiente:

Reino : Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora

Clase: Zoomastigophora
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Orden: Kinetoplastida

Familia: Trypanosomatidae

Género: Trypanosoma

Subgénero: Schizotrypanum

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
unico patégeno dentro de esta seccion. La principal caracteristica de los
organismos clasificados en Estercoraria es que son transmitidos por un
insecto vector que elimina con sus deyecciones las formas infectantes del
parasito

Este parasito se ubica dentro del orden Kinetoplastida, cuya
caracteristica principal corresponde a la presencia del kinetoplasto, una
estructura que concentra una malla de ADN mitocondrial cerca de la base
del flagelo, formando parte integral del sistema mitocondrial. El ADN del
kinetoplasto (ADNK) corresponde al 30% del ADN total del parasito y esta
compuesto de una red formada por maxicirculos y minicirculos (Englund
y col., 1996).

Como miembro de la familia Trypanosomatidae, se caracteriza por la
presencia de un flagelo que emerge de una invaginacién llamada bolsillo
flagelar, un cuerpo paraflagelar y un kinetoplasto anico (Cox, 1993).

El flagelo presenta un axonema tipico compuesto por 9 pares de
microtabulos periféricos mas 2 microtiabulos 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 morfoldgico la superficie celular de los
tripanosomatidos esta compuesta por tres estructuras: el glicocalix, la
bicapa lipidica y los microtubulos sub-peliculares. Los glicoconjugados se
encuentran uniformemente distribuidos sobre la superficie del cuerpo

celular y el flagelo. La bicapa lipidica contiene proteinas integrales de
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membrana uniformemente distribuidas, excepto en areas muy
especializadas como el bosillo flagelar y la base del flagelo. Los
microtibulos sub-peliculares localizados debajo de la membrana
plasmatica constituyen el citoesqueleto de los tripanosomatidos y se
encuentran conectados con el reticulo endoplasmico (De Souza, 1999).

Existen organelas caracteristicas de los tripanosomatidos, como ser los
reservosomas, los glicosomas y los acidocalcisomas. Los reservosomas son
compartimentos pre-lisosomales localizados en la regién posterior del
parasito y estarian 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 oxidacién de aminoacidos y lipidos
(Opperdoes y Michels, 1991). Los acidocalcisomas son organelas acidicas
que concentran calcio y que pueden observarse al microscopio como
vesiculas vacias rodeadas por un material electrodenso periférico
(Docampo y col., 1995; De Souza, 1999).

2.2 - Estadlos y ciclo de vida

El T. cruzi presenta a lo largo de su ciclo de vida varios estadios
facilmente identificables por microscopia éptica. Estas formas difieren
esencialmente en la morfologia celular, en la posicion del flagelo respecto
del nucleo y la regién por la cual emerge el flagelo del bolsillo flagelar
(Gonzalez Cappa y Durante de Isola, 1994).

El amastigote es un estadio replicativo intracelular en el hospedador
mamifero. Presenta una morfologia redondeada, carente de flagelo libre y
el kinetoplasto cercano al nicleo con apariencia de una doble capa de
fibrillas.

El esferomastigote corresponde al estadio de morfologia redondeada y
replicativo en el estémago del insecto vector, semejante al amastigote.

Presenta un flagelo muy corto que no emerge a la superficie celular.
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El epimastigote es un estadio proliferativo de morfologia alargada (20-
40 um) presente en el insecto vector. El flagelo se origina por delante del
nucleo y arrastra la membrana plasmatica dando la imagen de una corta
membrana ondulante que emerge desde la region lateral anterior del
parasito. El kinetoplasto se ubica anterior al nucleo, siendo este Gltimo
redondeado.

El tripomastigote es un estadio no replicativo de forma alargada
presente en la ampolla rectal del insecto (tripomastigote metaciclico) y
en la sangre del mamifero (tripmastigote sanguineo). El kinetoplasto se
ubica detras del nucleo, en tanto que el flagelo, cuyo nacimiento es
préoximo a esta estructura, corre a lo largo de todo el cuerpo celular en el
sentido posteroanterior formando la membrana ondulante del
organismo. El nicleo es un poco mas alargado que en los otros estadios y
de localizacion central.

El T. cruzi desarrolla su ciclo de vida entre un vertebrado mamifero y
un invertebrado insecto hemato6fago de la familia Reduviidae. Ademas del
humano, el parasito fue detectado en diversos hospederos mamiferos,
entre ellos roedores, perros, cerdos y gatos. Aves y anfibios no han
demostrado ser susceptibles a la infeccién (Pereira Barreto, 1985).

Los insectos parasitados luego de alimentarse sobre el mamifero
depositan con sus deyecciones las formas infectantes del parasito
(tripomastigotes metaciclicos) que penetran a través de las escoriaciones
de la piel facilitado por el rascado involuntario. Luego de atravesada esta
barrera, los tripomastigotes metaciclicos penetran en las células
fagociticas locales donde se diferencian en amastigotes y se duplican por
divisién binaria. Después de varias duplicaciones los amastigotes se
diferencian en tripomastigotes los que previa ruptura de la célula
hospedadora son liberados a la circulacién (tripomastigotes sanguineos).
De esta forma el parasito circulante invade nuevas células repitiendo el
ciclo. El ciclo se continia cuando el vector succiona sangre de un

mamifero parasitado, los parasitos se diferencian en su tubo digestivo en
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esferomastigotes y parte de ellos en epimastigotes, los cuales luego de
una activa divisién alcanzan la ampolla rectal donde se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos. El insecto infectado elimina con las heces el
parasito que ingresa en otro mamifero reiniciando el ciclo (Gonzalez
Cappa y Durante de Isola, 1994) (Ver Figura Ciclo de vida de T. cruzi
pagina 32).
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2.3 - Caracteristicas particulares de la bloiogia molecular de T. cruzi

La informacion genética del T. cruzi se encuentra organizada en dos
estructuras principales: los cromosomas y el ADN del kinetoplasto,
compuesto por maxicirculos y minicirculos. 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 parasito, hasta que
con la aparicién de la electroforesis en campo pulsado (PFGE, “pulsed
field gel electrophoresis”) (Schwartz y Cantor, 1994) esta problematica
fue superada, ya que fue posible lograr una separacién de cromosomas
intactos en geles de agarosa (Gibson y Miles, 1986).

El estudio de la expresion de genes en kinetoplastidos revel6
novedosos procesos post-transcripcionales que en un principio no habian
sido observados en otros organismos, como el “trans-splicing” y la
edicién de ARN (“RNA editing”).

La produccién de ARNm maduros en tripanosomas es un proceso que
difiere bastante con la mayoria de los eucariotas. Los genes que codifican
para proteinas se encuentran compactados en zonas del genoma
organizados como unidades transcripcionales policistronicas en lugar de
monocistrénicas, 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
expresiéon (Gibson y col.,, 1988; Bringaud y Baltz, 1993), hecho que
demuestra que en los tripanosomatidos el control de la expresién génica
opera primariamente a nivel post-transcripcional (Vanhamme y Pays,
1995).

Los transcriptos policistrénicos o primarios son procesados para
formar los ARNm mediante dos procesos acoplados: “trans-splicing” y

poliadenilacién. Mediante el “trans-splicing” se adiciona un ARN de 39
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bases (miniexén) 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 poliadenilaciéon
puede ocurrir en varios lugares, 10 que origina ARNm con regiones no
traducidas de distintos tamarnos, hecho que demostré ser importante en
la regulacién de la expresion génica (Vanhamme y Pays, 1995). Los dos
eventos estan acoplados a través de la interaccién de la maquinaria con
una regioén 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 regién 3’ y la poliadenilacién hacia la regién 5’
de la zona de poliPy (Huang y Ploeg, 1991; Matthews y col., 1994).
Durante casi una década se pens6 que el “trans-splicing” era la Unica
forma de “splicing” existente en los trypanosomatidos, ya que hasta el
momento no se habian encontrado intrones en estos organismos. Sin
embargo, recientemente se describid el proceso de “cis-splicing” en T.
cruziy T. brucei para el gen de la polyA polimerasa (Mair y col., 2000).
En protozoos kinetoplastidos existe una forma particular del
procesamiento del ARN. Varios genes para proteinas mitocondriales estan
codificados en los maxicirculos del kinetoplasto, pero muchos de estos
genes estan incompletos. La generacién de ARNm funcionales involucra
la adicién o delecién post-transcripcional de uridinas (U) mediante un
proceso conocido como ediciéon del ARN o “RNA editing”. Este proceso es
mediado por pequenos RNAs denominados RNAs guias (RNAg)

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

2.4 - Proyecto genoma de Trypanosoma cruzi

En 1994 el Programa Especial para la Investigacién y Entrenamiento
en Enfermedades Tropicales de la Organizacién Mundial de la Salud
(TDR/WHO) lanzé la iniciativa de analizar los genomas de varios

parasitos, entre ellos T. cruzi. Los objetivos planteados fueron: i) mejorar
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el conocimiento de la biologia molecular del parasito, ii) identificar

nuevos genes y sus productos, 1o cual podria ser muy util en el disefio de
nuevas drogas, el desarrollo de una vacuna o0 el mejoramiento del
diagnéstico, y iii) compartir material y experiencia entre los laboratorios
participantes, ofreciendo, ademads, informaci6én 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 bioldgicas, 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 CL Brener, aislado de la cepa
CL proveniente de un Triatoma infestans, presentando esta cepa todas las
caracteristicas representativas de T. cruzi. El clon CL Brener fue aislado
por el Dr. Brener a partir de sangre de un raton cronicamente infectado
por la cepa CL (Zingales y col., 1997).

Las estrategias para cumplir con los objetivos del Proyecto fueron el
mapeo fisico del genoma del parasito, el analisis del cariotipo, la
secuenciacion gendmica y la secuenciacién de genes funcionales.

Para llevar adelante el mapeo fisico del genoma se construyeron
genotecas del parasito en cosmidos (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 fisico mediante el
ordenamiento contiguo de los clones (“contigs”). Si bien no fue posible el
mapeo del genoma total del parasito a partir de la hibridacién con
conjuntos de clones de la genoteca construida en césmidos (Baa ]J.,
comunicacién personal), la construccién e hibridacién de sub-genotecas
de cromosomas especificos permitié el mapeo del cromosoma III, IV
(Hanke y col., 1998), XVI y XVII (Santos y col., 1999).
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Se obtuvo una secuencia genoémica de 93.4 kb del cromosoma III a
partir de tres coésmidos contiguos (Andersson y col.,, 1998) y mediante
secuenciacion al azar de fragmentos genémicos (GSS, “genomic sequence
survey”) se llegd a secuenciar aproximadamente un 10% del genoma
haploide de T. cruzi (Agiiero y col., 2000).

Los estudios de cariotipo se realizan mediante la hibridacién de los
cromosomas del parasito 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 aun el namero exacto de cromosomas del parasito, ya que
la técnica de separacién disponible no puede resolver todas las bandas
cromosomales, ni siquiera utilizando diferentes condiciones de corrida
electroforética. Se cree que la préxima aplicacién de la técnica de PFGE
en doble dimension resolvera cada banda cromosomal.

La secuenciacién de genes funcionales es la estrategia del Proyecto
Genoma que presenta mayor utilidad, ya que puede resultar en la
identificacién de nuevos blancos para combatir al T. cruzi, tanto desde el
punto de vista de quimioterapia como de vacuna y puede proveer
informacion de interés a los diversos grupos de investigacion en el area.
Dicha estrategia se realiza mediante la secuenciacién al azar de genotecas
normalizadas de ADNc construidas a partir del estadio epimastigote del
parasito (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 podrian ser genes especificos de T. cruzi
(Brandao y col., 1997; Verdun y col., 1998; Porcel y col., 2000).

En la actualidad el Proyecto Genoma de T. cruzi esta siendo
subsidiado por el “National Institute of Health” (NHI) de Estados Unidos
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y se realiza en tres centros, la Universidad de Uppsala (Uppsala, Suecia),
“Seattle Biomedical Research Institute” (Seattle, EEUU) y el laboratorio de
secuenciacion TIGR (Maryland, EEUU). El objetivo es secuenciar el
genoma completo del parasito, para lo cual se estima un periodo de
aproximadamente 5 afos.

Se calcula que los genes de importancia en el parasito serian de 1500
a 2000. Las actividades post-genémicas, empleando técnicas de avanzada
como “microarray” y “knock out” de genes, permitiran caracterizar la
funcionalidad y posible utilidad de los mismos en el control de la

transmision de la enfermedad de Chagas.

2.5 - Superfamilia de antigenos de superficie de tripomastigotes

La Superfamilia de Antigenos 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 antigenos que contienen cuatro copias
completas o parciales de un motivo conservado en neuraminidasas
bacterianas (SxDxGXTW) y un motivo caracteristico VTVxXNVXLYNR,
denominado secuencia FLY (Colli y Alves, 1999). Las proteinas que
componen esta superfamilia tienen aproximadamente 430 aminoacidos
en la regién intermedia que presentan una identidad del 30% al 40% y
algunas de ellos poseen una region C-terminal compuesta por
repeticiones en tandem que pueden variar en nimero y composicién
aminoacidica (Ver Figura). La mayoria de sus miembros se encuentran en
la superficie de la membrana plasmatica de tripomastigotes sanguineos,
tripomastigotes metaciclicos y amastigotes (Souto-Padrén y col., 1989;
Santos y col., 1997 b) anclados mediante glicofosfatidil inositol (GPI)
(Agusti y col., 1997) pudiendo ser liberados al medio facilmente por el
parasito (Affranchino y col., 1989).
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Los genes que codifican para estos antigenos se encuentran en
multiples copias en el genoma (Affranchino y col.,, 1991), ubicandose
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 porcién C-terminal, estos antigenos se
clasifican en cuatro grupos o familias (Ver Figura Superfamilia de

antigenos de superficie de tripomastigotes, pagina 41):

Grupo 1: Los miembros de este grupo poseen actividad de trans-
sialidasa localizada en la region N-terminal de la proteina, a excepcién de
aquellos que poseen una mutacién puntual Tyr342-His (Cremona y col.,
1995). En la region C-terminal poseen cantidades variables de
repeticiones de 12 aminoacidos (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 cual no posee
las repeticiones C-terminales (Botelho-Chavez y col., 1993).

Grupo 2: Incluye diversas proteinas de 85 kDa, algunos de sus
miembros, como TSA-1, pueden tener repeticiones de 9 aminoacidos
(DKKESGDSE) (Fouts y col., 1991).

Grupo 3: Incluye diversas proteinas 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
numero variable de repeticiones de 5 aminoacidos (EPKSA) en su region

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

Los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crdonica poseen
titulos elevados de anticuerpos dirigidos contra las repeticiones
caracteristicas de Tc13 (Burns y col., 1992), mientras que los sueros de

pacientes agudos presentan, ademas, anticuerpos dirigidos contra SAPA



Introduccién - 39

(Affranchino y col,, 1989; Burns y col., 1992). Ambas repeticiones son
capaces de aumentar la vida media en sangre de las proteinas que las
transportan y por consecuencia estabilizan la actividad de TS en sangre
(Buscaglia y col., 1999).

Si bien la superfamilia de antigenos de superficie sigue siendo objeto
de diversos estudios, su participaciéon en la invasién celular y en la
modulacion de la respuesta inmune del hospedador son las funciones
hasta ahora descriptas.

T. cruzi no es capaz de sintetizar acido sialico, por lo tanto lo adquiere
a partir de sialoconjugados del hospedador mediante las trans-sialidasas
(TS) (Schenkman y col., 1994). Estas enzimas adicionan acido sialico a
moléculas aceptoras de la membrana del parasito denominadas mucinas
(Ferguson, 1997). Los epitopes sialidados podrian estar involucrados en
la adhesion celular y en la invasién. Por otro lado, algunos miembros de
esta superfamilia podrian 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 antigenos de esta superfamilia:

a) Las repeticiones de la regién C-terminal de las TS son
inmunodominantes, esto hace que en los primeros estadios de la
infeccién se desarrolle una respuesta inmune dirigida hacia estos
epitopes evitando la formacién de anticuerpos contra la regién catalitica
de la TS y por consecuencia favoreciendo la entrada del parasito a la
célula (Frasch, 1994). En una etapa posterior, se comienzan a producir
anticuerpos neutralizantes de la actividad de TS que previenen de una
invasion masiva del parasito que podria ser letal para su hospedador
(Buscaglia y col., 1998).

b) La CRP (“complement regulatory protein”) provee al parasito
resistencia al complemento mediante su unién a los componentes C3b y
C4b (Norris y Schrimpf, 1994).
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c) Algunos miembros de esta superfamilia presentan epitopes que

actaan como blanco de una respuesta celular protectiva mediada por
linfocitos CD8+ y CD4+ secretores de IFN-, (Wizel y col,, 1997; Kahn y
Wileklinski, 1997; Miller y Kahn, 2001). La variabilidad existente de los
epitopes para células T en estos antigenos y la expresion simultanea de
los mismos limita la respuesta celular protectiva mediada por IFN-, (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 tripanotiona

En la mayoria de los procariotas y en los eucariotas el glutatiéon (GSH)
es el principal tiol involucrado en procesos redox intracelulares
enzimaticos y no enzimaticos. Sin embargo, los tripanosomatidos son los
Unicos organismos estudiados hasta el momento, a excepcién de
Entoameba histolytica (Ondarza y col., 1999), que poseen la capacidad de
conjugar el tripéptido glutatiéon (GSH, L+-glutatmil-L-cisteinilglicina) y la
poliamina espermidina para formar la tripanotiona (T(SH),, N',N?-
bis(glutationil)espermidina), siendo éste el tiol principal en esta familia
(Fairlamb y Cerami, 1992).

La tripanotiona fue descubierta en el aino 1985 cuando al caracterizar
una actividad de glutation reductasa aparentemente atipica en
Trypanosoma brucei, se observé el requerimiento de un cofactor de bajo
peso molecular que contenia un puente disulfuro para que el glutation
oxidado pudiera ser reducido (Fairlamb y Cerami, 1985). La purificacién
del cofactor y el analisis del mismo determindé que la estructura era
N, N%-bis(glutationil)espermidina y fue denominada tripanotiona
(Fairlamb y col., 1985). A pH fisiolégico, el grupo sulfhidrilo de la
tripanotiona es mas reactivo que el del glutatiéon debido a que posee un
pKa mas bajo (Moutiez col., 1994).

La funcién principal de la tripanotiona es proveer al parasito un
medio intracelular reductor a través de su forma reducida (T(SH),),
cumpliendo funciones equivalentes al glutatibn en su hospedero
mamifero. La tripanotiona reductasa es una flavoenzima NADPH

dependiente encargada de reducir la forma disulfuro de este compuesto,
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T(S),, sustituyendo a la glutation reductasa presente en mamiferos
(Fairlamb y Cerami, 1992) (Ver Figura).

El T. cruzi es deficiente en la mayoria de los sistemas de defensa
contra los radicales libres, ya que la cantidad de GSH es 10 veces menor
que en la célula de mamifero (Boveris y col., 1980) y no posee catalasa ni
glutation peroxidasa capaz de metabolizar el perdéxido de hidrégeno
(Boveris y col., 1980; Carnieri y col., 1993). Por lo tanto, la tripanotiona
parece ser el Uunico mecanismo para detoxificar los hidroperéxidos. Sin
embargo, la cascada enzimatica que transfiere los electrones desde la
T(SH)2 hasta los hidroperéxidos es menos eficiente que la glutatién
peroxidasa del mamifero (Nogoceke y col., 1997; Gommel y col., 1997),
hecho que explicaria la alta sensibilidad de estos parasitos al daifio
oxidativo.

La presencia del acido ascérbico (vitamina C), un neutralizante de la
accién de los radicales libres, fue reportada en T. cruzi (Clark y col.,
1994). la tripanotiona es capaz de regenerar en forma no enzimatica al
acido ascérbico 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 parasito, lo
cual indica que la tripanotiona seria 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-disulfuro caracteristica de la activacién de algunas
enzimas y/o plegamiento de las proteinas (Moutiez y col., 1997)

La tripanotiona esta involucrada en la resistencia a metales pesados.
El modelo propone la eliminacién de los mismos a través de una bomba
acoplada a ATP especifica 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
ribonucleétido reductasa de T. brucei, definiendo su participacién en la

sintesis de deoxiribonucle6tidos (Ludemann y col., 1998).

3.2- Descripcion del cicio dei giutatiéon
(Ver Figura Metabolismo del Glutatién, pagina 51)

3.2.1- Sintesis de los precursores de la tripanotiona

La proporcién de GSH en los tripanosomatidos es del 10 al 30% de los
tioles totales (Maya y col., 1997). A pesar que la via biosintética de este
compuesto no ha sido investigada con demasiado detalle, los estudios
con inhibidores de las enzimas participantes en el ciclo del y-glutatmil en
mamiferos sugieren la presencia de una via similar en estos organismos
(Fairlamb y Cerami, 1992; Lueder y Phillips, 1996).

Las poliaminas juegan un rol fundamental en el crecimiento y
diferenciacién celular. En tripanosomatidos, una poliamina, Ila
espermidina, es el precursor de la tripanotiona. La principal ruta de
sintesis de espermidina es a partir de la putrescina, la cual proviene de la
decarboxilacién de la ornitina por la ornitina decarboxilasa (ODC). Sin
embargo, muchas plantas y bacterias poseen vias alternativas que
involucran la decarboxilacién 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 tripanosomatidos
como T. brucei, Leishmania donovani y Crithidia fasciculata, pero no en
T. cruzi, de la presencia de una ODC activa (Bitonti y col., 1985; Kaury
col., 1986; Hunter y col., 1991). Incluso puede utilizarse un inhibidor de
esta enzima, a-difluorometilornitina (DFMO), para curar la enfermedad
del suefio causada por T. brucei gambiense (Taelman y col., 1987). Sin
embargo, el DFMO no ejerce efecto anti parasitario en el T. cruzi

(Kierszenbaum y col., 1987). Sobre la base de estudios bioquimicos in
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vivo se postuld tanto la auxotrofia del estadio epimastigote de T. cruzi
para la sintesis de putrescina (Ariyanayagam y Fairlamb 1997) como la
presencia de una via alterna para su sintesis utilizando ADC en lugar de
ODC (Kierszanbaum y col., 1987; Schwarcz de Tarlovsky y col., 1993;
Hernandez y Schwarcz de Tarlovsky., 1999), ya que no existe un gen
activo de esta ultima en este parasito (Carrillo y col., 1999). Si bien hasta
el momento no esta del todo claro este paso metabdlico no existe ninguna
duda que es un punto divergente entre el T. cruzi y su hospedero
mamifero.

El pasaje de putrescina a espermidina requiere de la decarboxilacién
de la S-adenosilmetionina por la S-adenosilmetionina decarboxilasa
(AdoMetDC). Esta enzima fue recientemente clonada en T. cruzi y
presenta sélo un 25% de identidad con la enzima de mamiferos (Persson
y col., 1998). Un potente inhibidor de la AdoMetDC de mamiferos, MGBG,
inhibe pobremente la enzima de T. cruzi, 10 que sugiere que ambas
enzimas son lo suficientemente diferentes como para buscar compuestos

que inhiban especificamente al parasito (Persson y col., 1998).

3.2.2 - Sintesis de la tripanotiona

La sintesis de la tripanotiona incluye la conjugacion ATP dependiente
de una molécula de GSH a cada extremo amino de la espermidina
(Fairlamb y col., 1986). Si bien en un principio se pensdé que esta
conjugacién estaba catalizada por una unica enzima, la tripanotiona
sintetasa (Henderson y col., 1990), posteriormente se identificaron dos
enzimas ATP dependientes involucradas en esta sintesis: la
glutationilespermidina sintetasa (GSS), que forma tanto N'- como N*
glutationil espermidina, y la tripanotiona sintetasa (TRS) que cataliza la
adiciéon de la segunda molécula de GSH a la glutationilespermidina
(Smith y col., 1992).
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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, GSH y 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 aiio 1986 (Shames y col., 1986).
Su caracterizacién y posterior purificacién en otros tripanosomatidos
revelaron su similitud con la enzima de mamifero glutatién reductasa
(GR). Ambas tienen un peso molecular de aproximadamente SO kDa y son
flavoenzimas homodiméricas NADPH-dependientes que contienen un
disulfuro que es reducido y oxidado durante la catalisis (Krauth-Siegel y
col., 1987; Shames y col., 1988; Fairlamb y Cerami, 1992). Sin embargo, a
pesar de presentar un 41% de identidad aminoacidica, la TR y la GR son
muy especificas para sus respectivos sustratos, 1o cual es determinado
por el ancho y la distribucién de cargas en el sitio de unién del mismo
(Krauth-Siegel y Schoneck, 1995).

Durante varios anos se buscé sin éxito a la tripanotiona peroxidasa, la
enzima capaz de relacionar el metabolismo de los hidroperdxidos con la
tripanotiona, como una proteina homoéloga a alguna glutatién peroxidasa
(Fairlamb y Cerami, 1992). En el afo 1997 se identifican dos
oxidorreductasas, que trabajando en forma concertada, reducen los
hidroperéxidos 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 TXN es el sustrato de una peroxidasa relacionada con las tiorredoxinas

peroxidasas (o peroxirredoxinas) denominada triparredoxina peroxidasa
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(TXNPx). Por lo tanto, en tripanosomatidos el flujo de equivalentes
reductores desde la T(SH), hasta los hidroperéxidos esta catalizado por
dos enzimas, TXN y TXNPx (Nogoceke y col., 1997; Flohé y col., 1999).

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

Ademds de las enzimas involucradas en la sintesis y en la oxido-
reduccibn de la tripanotiona, se describieron otras actividades
enzimaticas en relacidén a este metabolismo, algunas de ellas no presentes
en el hospedero mamifero:

Glutation-S-transferasa (GST): Es la enzima que conjuga el
glutatién con compuestos electrofilicos. La actividad de GST fue 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 enzimatica (Moutiez y col., 1994) y
llegd a reportarse la existencia de una enzima que cataliza esta reaccion
(Fairlamb y Cerami, 1992) aun no hay evidencias suficientes que avalen
la misma.

Tripanotiona-glutation  tiol transferasa (Tc52): Esta enzima
pertenece a la familia de las tiorredoxinas/glutarredoxinas y establece un
enlace entre el metabolismo del glutatién y la tripanotiona, ya que
reduce glutatién a expensas de tripanotiona (Moutiez y col., 1995). Posee,
ademas, la capacidad de reducir a expensas de glutation acido
dehidroascoérbico, puentes disulfuros proteicos y puentes disulfuro de
compuestos de bajo peso molecular siendo una enzima clave en la
regulacién del balance redox tiol-disulfuro intracelular (Moutiez y col.,
1997).
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Glutatiéon peroxidasa: Durante muchos afos se dijo que los
tripanosomatidos no tenian glutatién peroxidasa, sin embargo
recientemente se cloné y caracterizd una glutatién peroxidasa en T. cruzi
(Wilkinson y col., 2000). Esta enzima presenta actividad de peroxidasa en
presencia de glutatién/glutation reductasa y no de
tripanotiona/tripanotiona reductasa reduciendo una gran variedad de

hidroperéxidos pero no perdxido de hidrégeno (Wilkinson y col., 2000).

3.3 - Enzimas del ciclo del GSH/T(SH), como biancos probabies de
drogas tripanocidas

Existen amplias evidencias que la sobrevida y virulencia del parasito
dependen de los mecanismos de defensa antioxidantes enddgenos. Las
diferencias existentes en el metabolismo de los tioles entre el T. cruzi y el
mamifero, junto con el papel que cumplen el GSH y la T(SH), en el
mantenimiento del equilibrio redox intracelular, hacen de esta via un
componente importante para el diseiio de drogas tripanocidas (Krauth-
Siegel y Coombs, 1999).

La seleccion de un blanco para accidén quimioterapica debe considerar
varios aspectos, como ser la importancia de su inhibicién en la viabilidad
del parasito, la identificacién de inhibidores especificos y la eficiencia de
inhibicién requerida para eliminar al patégeno. Teniendo en cuenta estos
conceptos, hasta ahora s6lo 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 sentara las bases para el disefio racional de drogas,
desafortunadamente, se requiere una inhibicidén de su actividad mayor al

80% para disminuir la virulencia del parasito (Dumas y col., 1997) y sélo
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la ablacién completa de sus genes afecta la viabilidad del mismo (Krauth-
Siegel y Coombs, 1999).

La sintesis de la tripanotiona es un paso metabdlico mas interesante
para evaluar, ya que las enzimas son dnicas y no presentan homologia
con ninguna enzima conocida del mamifero. 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 diseio de drogas, ya
que interviene en dos procesos que determinan la viabilidad del parasito:
la regulacién del metabolismo de los peroxidos y la biosintesis de ADN
(Gommel y col.,, 1997; Ludeman y col.,, 1998). Las diferencias con las
tiorredoxinas de mamiferos en cuanto a secuencia y especificidad de
sustrato justifican la busqueda de inhibidores especificos de esta enzima.
El disenio de inhibidores especificos de la triparredoxina peroxidasa sera
un desafio ain mayor debido a que en mamiferos existen
peroxirredoxinas cercanamente relacionadas con esta enzima (Flohé y
col.,, 1999).

La Tc52 es una enzima muy interesante a evaluar en este aspecto. La
delecién completa del gen es letal para el T. cruzi, mientras que la
delecién de un solo alelo produce problemas en la diferenciacién del

estadio epimastigote a tripomastigote metaciclico (Allaoui y col., 1999).



Figura: Metabolismo del glutatién
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4) GUTATION-S-TRANSFERASAS Y TIORREDOXINAS /
GLUTARREDOXINAS: DOS SUPERFAMILIAS DE ENZIMAS
INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DEL GLUTATION

4.1 - Caracteristicas generaies de ias giutation-S-transferasas (GSTs)

Las GSTs son una superfamilia de enzimas multifuncionales que
participan en la detoxificaciéon celular y excrecién de sustancias
fisiolégicas y xenobidticas. Catalizan la conjugacién del grupo tiol del
glutatién reducido con varios compuestos electréfilos, haciéndolos mas
solubles y facilitando su excrecién. Como consecuencia de su rol de
detoxificacién las GSTs estan implicadas en el desarrollo de resistencia de
células y organismos a drogas, insecticidas, herbicidas y antibiéticos
(Pickett y Lu, 1989; Hayes y Pulford, 1995). La expresion de las GSTs esta
regulada a nivel de la transcripcién por xenobidticos y perdxido de
hidrégeno. Esta regulacion esta mediada por elementos que actaan en cis,
como las secuencias ARE (“antioxidant-responsive element”) y XRE
(“xenobiotic responsive element”) localizadas rio arriba del gen, que le
permiten a la célula responder ante un compuesto téxico o daifo
oxidativo (Rushmore y Pickett, 1993).

Las GSTs son homo u heterodimeros con subunidades de
aproximadamente 25 kDa de peso molecular. En base a los primeros
estudios realizados con GSTs citosélicas humanas, estas enzimas fueron
clasificadas de acuerdo a la especificidad de sustrato y a la secuencia
aminoacidica en tres clases evolutivas diferentes denominadas Alfa, Mu y
Pi (Mannervick y col, 1985). Posteriormente, en algunos casos la
clasificacion de las GSTs de mamiferos se extendié a otros organismos y
en otros, se definieron nuevas clases. La clase Theta se encuentra
también en bacterias, levaduras, plantas e insectos y es considerada un
ancestro de las clases de mamiferos 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 esta presente en una
amplia gama de especies (Board y col., 1997). La clase Sigma esta bien
representada en cefalépodos, 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 aminoacidica 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 electrofilico
hidrofébico. Las clases Alfa, Mu, Pi y Sigma poseen una Tyr en la porcién
N-terminal que forma un puente de hidrégeno con el tiolato del GSH
(Dirr y col., 1994), mientras que las clases Theta y Zeta tienen una Ser en
esa posicién (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 GSTs de trematodes digenéticos como
antigenos protectivos (Brophy y Pritchard, 1994). La GST de 28 kDa de
Schistosoma mansoni es la mejor caracterizada en este aspecto y es el
mejor candidato para una vacuna contra la schistosomiasis. La proteina
recombinante desencadena inmunidad protectiva en varios modelos
experimentales, brindando un nivel de proteccién contra la infeccién del
40 al 70% y reduciendo la carga de gusanos y la fecundidad (Riveau y
col., 1998). Otro antigeno evaluado es la GST de 26 kDa de Schistosoma
japonicum, sin embargo, esta proteina no provee una proteccién tan
consistente como la de 28 kDa (Mitchell y col.,, 1988; Wright y col,
1991). Las diferentes GSTs de Fasciola hepatica también son candidatas
para el desarrollo de una vacuna. La inmunizacién de ovejas y ganado
vacuno con las GSTs nativas protege significativamente de la infeccion

por este parasito (Morrison y col., 1994).
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4.2 - Caracteristicas generales de ias tiorredoxinas / glutarredoxinas

Las tiorredoxinas (Trxs) y las glutarredoxinas (Grxs) son proteinas
pequenas (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 oxidacién y reduccién durante la catalisis. Ambas
familias pueden transferir electrones desde el NADPH hacia la
ribonucleétido reductasa, una enzima esencial para la sintesis de ADN
que debe reducirse para estar activa. La Trx oxidada es reducida a
expensas del NADPH por la flavoenzima tiorredoxina reductasa; mientras
que la Grx es reducida a expensas del GSH, el cual es reciclado a su forma
reducida por el NADPH y la flavoenzima glutatién reductasa (Holmgren,
1989) (Ver Figura: Metabolismo del glutatiéon pagina 50).

Las Trxs son en general disulfuro-reductasas que cumplen un rol
regulatorio catalizando la reduccion NADPH dependiente de puentes
disulfuro en diversas proteinas, no sélo de la ribonucleétido reductasa.
Por ejemplo, en plantas, las Trxs estan involucradas en la activacién
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 proliferaciéon y divisién celular. Algunos genes que
codifican para Trx son inducibles por dafo oxidativo y su producto es
secretado de la célula, ejerciendo su accién tanto a nivel intracelular
como extracelular (Nakamura y col., 1997). Dentro de la célula las Trxs
inducidas protegen contra las especies reactivas del oxigeno, intervienen
en transduccién de senales, por ejemplo catalizando la activacién del
receptor de glucocorticoides (Grippo y col., 1985) y regulan la unién al
ADN de algunos factores de trancripcién, como el NF-kB (Matthews y col.,
1992). A nivel extracelular, actian 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 Grxs (también denominadas transhidrogenasas o tioltransferasas)
poseen actividad de GSH-disulfuro 6xido reductasas. Ademas de reducir
puentes disulfuros proteicos, las Grx pueden reducir disulfuros del GSH
con compuestos de bajo peso molecular, hecho que las diferencian de las
Trxs (Holmgren y Aslund, 1995). Las Grxs se encuentran en diversos
organismos como Escherichia coli (Holmgren, 1979 a y b), levaduras,
plantas, mamiferos e incluso es codificada por algunos virus (Eklund y
col., 1984). A pesar que se conoce muy poco acerca de su rol fisiolégico,
ademas de su participacion en la reduccién de la ribonucleétido
reductasa, se conoce su participacion en la reduccién del sulfato (Russel
y col,, 1990) y en la regeneracién del acido ascérbico citoplasmatico
(Wells y col., 1990).

4.3 - Tiorredoxinas y giutarredoxinas en tripanosomatidos

La triparredoxina (TXN) puede ser clasificada como una tiorredoxina
ancestral, ya que no presenta las caracteristicas de una Trx tipica. Las
enzimas clonadas en C. fasciculata (dos isoformas) (Montemartini 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 mamifero, y
poseen un sitio activo con el motivoWCPPCR en lugar de WCGPCK. La TXN
presenta muy baja homologia con las Trx tipicas y la misma esta
circunscripta a la regién del sitio activo (Flohe y col., 1999). La TXN fue
en principio descripta como una tripanotiona-peroxirredoxina o6xido
reductasa, ya que transfiere electrones desde la tripanotiona hasta la
tryparredoxina peroxidasa (Nogoceke y col., 1997). Posteriormente, se
determiné que el par T(SH),/TNX reduce a la ribonucleétido reductasa de
T. brucei (Ludemann y col., 1998). La caracterizacién bioquimica de la
TXN de T. brucei llevé a postular la clasificacion de esta enzima en una
nueva clase diferente a tiorredoxinas o glutarredoxinas (Ludemann y col.,
1998).
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La tripanotiona-glutation tiol transferasa (Tc52) es una proteina
descripta en T. cruzi de 52 kDa que consta de dos dominios homdlogos y
posee homologia significativa con GSTs y proteinas inducibles por calor
(Schoneck y col., 1994). La Tc52 fue clasificada como una tiol-disulfuro
6xido reductasa y en su secuencia N-terminal contiene el motivo CPFC
caracteristico. Es la enzima que reduce glutatibn a expensas de
tripanotiona (Moutiez y col., 1995) pero a su vez presenta caracteristicas
enzimaticas de una Grx, como la capacidad de reducir disulfuros de bajo
peso molecular y el acido dehidroascérbico (Moutiez y col., 1997).

Ademas de intervenir en el metabolismo de los tioles, la Tc52 modula
la produccién de citoquinas y la expresiéon de la 6xido nitrico sintetasa
inducible en los macréfagos (Fernandez-Gémez y col., 1998). Esta enzima
también esta involucrada en la metaciclogénesis del T. cruzi (Allaoui y
col.,, 1999). La multifuncionalidad de la Tc52 es otra caracteristica en

comun con miembros de la superfamilia Trx/Grx.

4.4 - Giutation-S-transferasas con caracteristicas de giutarredoxinas

Las GSTs y las Grxs tienen la caracteristica en comun de utilizar GSH
como sustrato y por lo tanto ambas familias poseen un sitio de unién
especifico para este compuesto. Sin embargo, las GSTs catalizan una
reacciébn de conjugaciéon del GSH, mientras que las Grx son O6xido
reductasas que oxidan GSH, intervieniendo en el flujo de electrones el
puente disulfuro activo del motivo CXXC de la region N-terminal
(Holmgren y Aslund, 1995).

La caracterizaciéon de estructuras cristalograficas de algunas GSTs con
el GSH demostré que existen GSTs que poseen una Cys en el sitio de
unién al GSH, en lugar de la Tyr o Ser tipica, que forma un puente
disulfuro con el GSH, sugiriendo que en estos casos la enzima podria

intervenir en una reaccién redox en lugar de conjugacién. 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 esta compuesta por GSTs bacterianas. Este grupo de
enzimas presenta muy baja homologia con GSTs de mamiferos, hecho por
el cual algunas de ellas habian sido clasificadas en la clase Tetha. Estas
GSTs poseen propiedades cinéticas e inmunoldgicas muy distintas a las
enzimas tipicas y tienen muy poca actividad con los sustratos
convencionales (Mignogna y col., 1993). Ademas, estas enzimas poseen
otras actividades enzimaticas 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 mamiferos y en
Caenoharbditis elegans. 1a GST Omega 1-1 humana recombinante
funciona como tiol transferasa y dehidroascorbato reductasa, ambas
actividades caracteristicas de las Grxs (Board y col., 2000).

En base a estas nuevas observaciones se postula que la clase Theta de las
GSTs evolucioné a partir de un miembro ancestral de la superfamilia
Trx/Grx (Rossjohn y col., 1998).

4.5 - Estructura tridimensionai

Si bien no existen altas identidades entre la estructura primaria de las
GSTs, las Trxs y las Grxs; el dominio amino terminal de las GSTs y las
Grxs y Trxs en su totalidad, tienen una estructura tridimensional comun
denominada “plegamiento tiorredoxina” (“thioredoxin fold”). Esta forma
basica de plegamiento estd compuesto por 4 hojas plegadas f§ en un
mismo plano y 3 hélices &, 2 de ellas (aly «3) a un lado del plano
generado por las hojas f§ y 1 del otro («2). El esquema del plegamiento se
compone de un motivo N-terminal $1eifi2 unido por «2 a un motivo C-
terminal [3f4038 (Martin, 1995).
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El plegamiento Trx comprende aproximadamente 80 aminoacidos,
pero las diferentes proteinas pueden tener residuos adicionales a esta
forma basica. Las Grx que fueron cristalizadas no presentan ninguna
estructura adicional, mientras que las Trxs poseen una hoja plegada § y
una a hélice extra en su extremo N-terminal. En el caso de las GSTs existe

un dominio helicoidal C-terminal conectado al plegamiento Trx (Martin,
1995).
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OBJETIVO GENERAL.:

Las drogas actualmente utilizadas para el tratamiento de la infeccién
por T. cruzi presentan multiples efectos colaterales y una eficacia muy
variable en las etapas indeterminada y crénica de la infeccién. Por otro
lado, no existe hasta el momento una vacuna que impida la transmisién y
la enfermedad de esta parasitosis.

Teniendo en cuenta la necesidad de la obtencién tanto de buenos
inmundgenos como de blancos para el disefio de nuevas drogas
tripanocidas mas efectivas y seguras, el objetivo general de este Trabajo

de Tesis fue:

"Definir nuevos posibles blancos para el controi de la transmision de ia
Infeccion por T. cruzi a partir de la identificacion de proteinas en este
parasito reiacionadas con giutation-S-transferasas (GSTs) de otros
organismos”

La seleccién de las GSTs para dirigir esta busqueda se debi6 a: 1) que
sus genes aun no han sido identificados en T. cruzi aunque su actividad
esta presente en este parasito (Yawetz y Agosin, 1980; Yawetz y Agosin,
1981), 2) la inmunizacién con fracciones de T. cruzi con actividad de GST
presenta efectos protectivos contra la infeccion experimental (Plumas -
Marty y col,, 1993) y 3) la participacién de esta enzima en el ciclo del
glutation, un metabolismo divergente entre el T. cruzi y su hospedero
mamifero, en el cual la identificacibn de nuevos componentes
posibilitaria 1a definiciéon de probables blancos de accién quimioterapica
(Fairlamb y Cerami, 1992; Fairlamb, 1999).
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PARTE A: Identificacion y caracterizacion molecular del
gen TcGRX que codifica para una probable glutarredoxina
de Trypanosoma cruzi con homologia con glutation-s-
transferasas

A.1 - BREVE INTRODUCCION:

La actividad de glutatién-S-transferasa (GST), una enzima del
metabolismo del glutatién (GSH) que participa en la detoxificacion,
esta presente en T. cruzi. En la década del 80 se purific6 una GST
heterodimérica con caracteristicas diferentes a las GSTs de mamiferos 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 GSH es divergente en T.
cruzi y su hospedero mamifero, la identificacién en el parasito 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 (ADNc o ESTs) resultantes
del Proyecto Genoma de T. cruzi que presenten homologias con
GSTs, a fin de identificar nuevos componentes del metabolismo del
GSH que puedan ser propuestos como posibles blancos de
quimioterapia.

o Realizar la caracterizacién molecular de los genes seleccionados.

0 Analizar las secuencias de los productos codificados por los genes

identificados.
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o Expresar las proteinas recombinantes.

A.3 - RESULTADOS Y DISCUSION:

- ldentificacion de un nuevo gen del T. cruzihomélogo con GSTs:

Como resultado de la busqueda en el banco de datos de ESTs, se
seleccionaron dos clones provenientes del Proyecto Genoma de T. cruzi,
19h22 (n°® acceso en GenBank™ Al046207) y 44h9 (n® acceso en
GenBank™: AW33037), con homologia con una probable GST del
nematode Caenoharbditis elegans (emb/CAA94368.1).

La secuencia de ambos clones demostré que el clon 19h22 poseia 232
bases adicionales hacia el extremo 5’ en comparacién con el clon 44h9.
El largo total del clon 19h22 fue 972 pb, presenté una regién codificante
de 843 pb incompleta en su extremo S’ 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 cosmidos (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 secuenciacion. La secuencia
gendémica con oligonucledtidos especificos mostré un marco abierto de
lectura de 936 pb, una zona de poliPy a partir de la posicién -19 del
codén de iniciacién, con un posible sitio de adicion del miniexén en la
posicién -16. En la zona 3’ no traducida también presentd una zona de
polipirimidina (poliPy) relacionada con la adicién de la cola de poliA
110 bases después del codén de terminacién (Matthews y col., 1994)
(Fig. A-1).
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- Este nuevo gen codifica para una probable Grx homdéioga a
GSTs de diversos organismos:

El gen identificado codifica para una proteina de 312 aminoacidos
con un peso molecular estimado de 35.17 kDa y un pl de 8.99. la
secuencia proteica presenté el patrén completo de glutarredoxinas
(Grxs), L-Y-X.4-C-P-F-C-X;)-A-X;-L, entre la posicién 73 y la 88, siendo
CPFC el sitio activo probable (Holmgren, 1989) (Fig. A-1). Dada la
probabilidad que dicha proteina sea una nueva Grx del T. cruzi, fue
denominada TcGRX.

La comparaciéon de la secuencia aminoacidica de TcGRX en los
bancos de datos utilizando los programas BLASTP y PSI-BLAST demostro
su homologia tanto con miembros de la familia de Grxs como de la de
GSTs. La Figura A-2 muestra el alineamiento de la TcGRX con algunas
Grxs y GSTs ya caracterizadas en cuanto a su actividad enzimatica. La
GST de C. elegans con la cual presenta su mayor homologia no se
muestra en la flgura ya que esta secuencia surgié como resultado del
Proyecto Genoma de este organismo, no habiéndose confirmado adan su
funcionalidad (Wilson y col., 1994).

La proteina con mayor identidad que se muestra en la Figura A-2 es
la proteina Su(P) de Drosophila melanogaster, la cual presenta un 26.3
% de identidad con la TcGRX a lo largo de toda su secuencia. Esta
proteina fue propuesta como posible transportador de electrones y
probablemente se une a una proteina denominada ref(2)P (Dezelee y
col., 1989), homoéloga a proteinas inducibles por xenobidticos o dario
oxidativo al igual que las GSTs (Rushmore y col.,, 1991) (Dr. D.
Contamine, Universidad de Versailles-St. Quentin, Versailles, Francia,

comunicacién personal).
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La secuencia proteica deTcGRX presenta similitud con miembros
muy bien caracterizados de la familia Grx, como la Grx2 y 3 de
Escherichia coli y la Trx del fago T4 la cual también funciona como una
Grx (Holmgren, 1978). De todas ellas, mostré mayor identidad con la
Grx2 de E. coli con un 23.7 % en la regidén central que abarca desde el
residuo 171 hasta el residuo K153, elevandose a 33.7% si se consideran
los cambios conservativos de aminoacidos (Fig. A-2). La Grx2 de E. coli
es una Grx atipica, ya que presenta un peso molecular de 27 kDa,
mucho mayor que las Grx convencionales y sélo presenta similitud con
las Grx 1 y 3 de E. coli en la region del sitio activo (Aslund y col., 1994;
Vlamis-Gardikas y col., 1997).

LaTcGRX mostr6 también similitud con miembros de las clases mas
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.

- Ei modelado moiecular de una porciéon de la TcGRX suglere una
estructura tridimensional tipica de ia famliia Trx/Grx:

La comparacién de la secuencia aminoacidica de TcGRX en el banco
de estructuras tridimensionales utilizando los programas SAS Fasta y
Swiss Model resulté en dos posibles templados para modelar una
porcién de esta proteina: la Grx3 de E. coli (3GRX) (Nordstrand y col.,
1998) y la Trx del fago T4 (Soderberg y col., 1978), respectivamente.
Ambas poseen la estructura caracteristica de la familia Trx/Grx
conteniendo cuatro hojas plegadas § paralelas y tres &« hélices a los

lados (Martin, 1995).
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La TcGRX se alinea con la Grx3 de E. coli desde el residuo P69 hasta
el residuo K144 con un 23.1 % de identidad y con la Trx del fago T4
desde el residuo K66 hasta el residuo V157 con un 20.6 % de identidad
(Fig. A-2). Los modelos tridimensionales de la TcGRX construidos sobre
ambos templados resultaron muy similares, por lo tanto sélo se
muestra el modelado molecular sobre la Grx3 de E. coli. El alineamiento
primario entre ambas secuencias que se muestra en las Figuras A-2 y A-3
estd modificado manualmente con el fin de conservar la estructura
secundaria. De esta forma se incrementé la similitud entre la TcGRX y
la Grx3 de un 47.5 % a un 51 %. El modelo tridimensional de la TcGRX
mostré la estructura tipica Trx/Grx en una extensién de 82
aminoacidos cercana al extremo N-terminal. Present6 una estructura
afa “sandwich” de tres capas conformada por los motivos flalf2 y
f3p4e3 conectados mediante la hélice «2, conteniendo una hélice
adicional a4. Las hojas B1 y B2 resultaron paralelas, mientras que i3 y 4
antiparalelas; al y o3 se orientaron de un lado del plano de las hojas f

y &2 del otro lado del plano (Fig. A-3).

- El gen TcGRX estaria presente en una unica copia por genoma
haploide del parasito:

El ADN de T. cruzi digerido por diferentes enzimas y transferido a
membranas de nylon fue hibridado con el clon 19h22 radiomarcado. La
sonda reconocio el ADN del clon CL Brener y de la cepa Tulahuén del
parasito (Fig. A-4 a y b). Las hibridaciones del ADN de T. cruzi cortado
con enzimas que digieren fuera de la regién codificante, como ser EcoRI,
Sacl y Pstl dieron como resultado un wnico fragmento marcado,
inclusive cuando el ADN se corté durante distintos tiempos (Fig. A-4 a y

b). El corte del ADN con la enzima BamHI, que posee un sitio en la



Resultados Parte A- 65

mitad del gen TcGRX dio como resultado la hibridacion de dos
fragmentos (Fig. A-4 a). Estos resultados sugieren que el gen TcGRX
estaria presente en copia unica por genoma haploide. Estos resultados
fueron confirmados en experimentos de “dot blot” hibridando
cantidades crecientes de ADN del parasito con cantidades fijas del clon
19h22 (resultado no mostrado). La deteccibn de 25 clones de la
genoteca de T. cruzi construida en césmidos con el ADNc 19h22 avala
la posibilidad que este gen se encuentre en copia unica dado que dicha
genoteca presenta 25 copias del genoma del parasito (Hanke y col.,
1996).

La hibridacién de cromosomas del clon CL Brener de T. cruzi
separados por electroforesis en campo pulsado y transferidos a
membranas de nylon determind que el gen TcGRX se encuentra en dos

cromosomas posiblemente homoélogos de 680y 775 kpb (Fig. A-4 ¢).

- La TcGRX recombinante formo cuerpos de Inclusién y afect6 el
crecimiento de la bacteria al ser expresada en un sistema
heteréiogo:

El gen TcGRX fue amplificado por PCR con iniciadores especificos a
partir de su secuencia genémica completa codificada en el c6smido
35i22. El fragmento amplificado fue clonado en el vector de expresion
procariota pQE (Qiagen), el cual adiciona 6 histidinas al extremo N-
terminal de la proteina recombinante para facilitar su purificacién
mediante cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC).

El estudio de la expresién de la proteina codificada por el gen TcGRX
partié del analisis delO colonias recombinantes inducidas con una
concentracion 1mM de IPTG. Se encontré6 que sélo una colonia,

denominada TcGRX #12, present6 una buena expresién de una proteina
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con un peso molecular menor al esperado de 25 kDa. La secuencia de
ADN determind la delecién de un nucleétido en la posicién 540 a partir
del codon de iniciacion que resultd en un cambio en el marco de
lectura, dando un codén de terminacién 252 bases antes. La proteina
mutada TcGRX #12 formd cuerpos de inclusién en las condiciones de
induccién utilizadas y pudo ser purificada por columna de IMAC sdlo
en condiciones desnaturalizantes (Fig. A-S a).

El resto de las colonias recombinantes tuvo un comportamiento
atipico, ya que luego de la induccién con IPTG no se detecté un
aumento de la densidad 6ptica a 660 nm, indicando una detencién en
el crecimiento de las bacterias o la lisis de las mismas. Luego de la
induccién con 1mM de IPTG se detecté una proteina del tamafo
esperado, 39 kDa, pero de expresion muy débil (Fig. A-5 b calle 2). El
nivel de expresiéon de la proteina recombinante aumenté al disminuir
la concentracién de IPTG a 0.1mM (Fig. A-5 b calle 3). Inesperadamente,
se logré la maxima induccién cuando la bacteria se crecidé sin inductor
(Fig. A-5 b calle 4), sugiriendo la falta de represiéon producida por la
inactivacion de los antibioticos luego de un cierto tiempo de cultivo a
37°C y consecuente pérdida del plasmido que codifica para el represor
(Manual Qiaexpressionist, Qiagen, 1997). En todos los casos, la TcGRX
recombinante se encontro en cuerpos de inclusion (Fig. A-5 b calles S y
6) y por lo tanto, no fue posible purificar la proteina por cromatografia
de afinidad en condiciones nativas (resultado no mostrado). La TcGRX
recombinante tampoco se encontré en el sobrenadante concentrado del
cultivo de las bacterias inducidas con 0.1mM de IPTG, sugiriendo que
dicha proteina afecta el crecimiento de las bacterias en lugar de
provocar su lisis (Fig. A-S b calle 7).

La produccion de GSTs y Grxs recombinantes insolubles en sistemas

bacterianos fue documentada por diversos autores (Vlamis-Gardikas y
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col., 1997; Sherrat y col., 1997); incluso, lleg6 a documentarse la baja
afinidad por la columna de IMAC de la fraccién 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
proteina para este organismo, aun en cantidades imperceptibles. Estos
hechos coinciden con la obtencién de una maxima expresiéon de la
proteina recombinante sin agregado del inductor, ya que en estas
condiciones la sintesis de la misma seria mas lenta, permitiéndole a la
bacteria crecer normalmente y formar los cuerpos de inclusién. E
agregado de IPTG induciria una expresién explosiva de la TcGRX con los
consecuentes efectos téxicos.

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 obtencién de esta proteina en forma soluble para realizar

su caracterizacién bioquimica.
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Figura A-1: Secuencia genémica y deduccién de la secuencia
aminoacidica de 1aTcGRX



Secuencia genémica y deduccion de ia secuencia aminoacidica
de laTcGRX:

Las zonas de poliPy en las regiones 5’ y 3’ no traducidas se encuentran
subrayadas. El sitio AG posiblemente aceptor del miniexén se indica
con una flecha negra y el sitio de adicion del poliA con una flecha azul.
Los asteriscos negro y rojo indican el inicio de los clones de ADNc 19h22
y 44h9, respectivamente. El sitio activo caracteristico de las Grxs, CXXC,
se encuentra recuadrado en azul.
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ATGGTGTATTATGGATCGGGCTTGATG TGGGGTGTTGGGCAAATAGCAGGTTTTTTICATT 60
TTGGCAATCACATCAACCCCGCGGCGCGG TGGGTCTGGAGAGTTAGAGGAGGCCCAGAGR 120
GGCTGCCCATTCGCAGGCAAAACAGTTGGATGTTGGGTGGGATTTTTGTGCATTCGATGT 180
CTTTTTATTATTATTATTTTTTATTTTTATTTTTGGCTTTTGCGCCCTTTATCGTGATTT 240
TTTTTTTTCCCATTGCGTTGTTTATAAACTAACGGGG TTGATTTTC TCACGGCACTGTGC 300
GTCTTCCATGCGGGGCCTCATTTCCGCCTCATTGAACGTI TT TTTTTTTTTTCTCTTATT 360

\A

TTATCCGCATTTCAGTCGAARAATTTCACATGGTTTTGGGTARGGGATCAATTGGCCGAA 420
M VLG K G S I 66 R 10

AGTTGCTTGGGGCGACAGG TC TGATCGGCTCACTGGCGATTGGCGGCGGCTACTTTACGT 480
KL LGATGLTIGSTULAIGGSEG YU PT 30

*
ATCAGCGACGACTGAAGGAAAACCGCAGCTGCACGGCTGAAGAGTTCAACGCGGCACARA 540
Y Q R RLKEBEUERSCTA AETEBTPUEAARBAQ 5

ACCAGGAAGAACTG TCTTGGGCTCTTTCACACTTGAGGAATCCGAAGGAGCACCCGCAGA 600
¥ Q BB L S WAL S HLRIUEUPI KTEBZEZPS Q 70

TTCTTCTCTATCGATATTCCACTTGCCCC TT TTGTGGGACGGCGARGGCCCTGCTGGACT 660
I L LYRYSTEPFPFQGTA AZKALTLD 9%

-
ACGCCAARATTCCACACGAATGTGTTGAGGTGGAGCCAATGTTTAAARAGGAGATTTCTT 720
Y AKI PB ECV EVETZPMTPI KK KT ETISsS 10

CATTTGCATACAAAAAAGTACCACAGTTGCAGTTCAATGTACACGGATACAATGGCCCAC 780
S PAY KKV PQLQP UV EGY ®E G P 130

TTGTCGTGGACTCGGAAATTATCGTCAGTACTC TTGCAAAGCATGTGGGTATGGAGAAGC 840
L VVDSEBEITIVSTLA ARKA SBTYVYSGMMZETZK 15

AGCTGAAGGATCCGGAAGTTGTGAAGTGG CGTGAGTGGGCCCGCGGACCGATGGTACGCC 900
Q L KD PEVV KWRUEUWARG?PMV VR 170

TTTTGACTCTGGAATTTAACTCTTCTCTTTACAGGGCGTGGTGCGGTTATTCCTACATAR 960
L L TLEBEPHNN S SL YRA AWGCECGY s Y I 19

ATAACATTGACACGATCCCGTATGCGAACARGTTGTTCC TARAGATAGTGGGTGCACCTG 1020
" §E I DTIUPZYA AU NI KTLTPLHZ KTIVSGA ATZP 210

TGATGTACCTCGTATCTCAATACATCACTAGGCCCCGACTCCTTAAAAGCGGTCATCTAC 1080
VM YLVS QYITRZPR RILILIKSGH HTIL 23

ACGAGGGGGAAGATGTAAAAGGAAGACTTCATGGTGAGATAARCACCTTTATTGAAAAAG 1140
E EGEDVI KGR RTLTESGETIU NTTFPTITETK 250

CCCTTTTGGGTGGGAAGAARAAGTTTCACGGTGGCTCAAARCCAGATCTTGCGGATTTGG 1200
ALL GG KK KU KT FHGGSKU©PDILA ADTL 270

ACACTTACGGCGTTCTTCAATCTGTTAGAGGACACCGCGTCTATGAAGAAATTGTTCAAT 1260
P TYGVLIL QS VRGUHETRVYVYTETETIUVaQ 29

CTACGCCAATTAAACCATGG TTGGATAGTATGGACAAGGAGGTTGGCCACGTGGGCCATC 1320
S TP I KP WILDSMDIKTEVGHV GG B 310

ATGGGTAGGAAACTCCAGGC TCTTATGCAACTGCAACGGTGAGCATGAGAGGCTGTTTAT 1380
B G 312

A’IGTAATAGGAGTMCGGGM‘IGGCAGCPACICCGCC'ICA‘IGMTI‘CTTATA’IG’IGTA*‘ 1440

TCTTTTTTTTTTIGATTGGACAGACTACGTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTACCCTTCTCCC 1500

TTGTCAAGCCCATCTCTCGCAGTCTTGAATTTTG TG TCTTCTGTCTGCATTTTTTAAATT 1560

TTCTTAAAATCATTTATTTARAT 1583
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Figura A-2: Alineamiento aminoacidico de la TcGRX con

miembros seleccionados de las familias de Grxs y GSTs



Alineamiento aminoacidico de Ila TcGRX con miembros
seleccionados de las famllias de Grxs y GSTs:

Las secuencias alineadas corresponden a los siguientes organismos
(entre paréntesis se muestra el niumero de acceso al GenBank™): TcGRX,
Trypanosoma cruzi (AF223386); DmSu(P), Drosophila melanogaster
(AJ11320); EcGRX3, Escherichia coli (3GRX.pdb); EcGRX2, Escherichia coli
(P39811); T4TRX, fago T4 (1AAZ.pdb); AtGST, Arabidopsis thaliana
(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 TcGRX se muestra en negrita abajo del
alineamiento (H, & hélices; E, hoja plegada f3; t, vuelta y -, espiral). Los
aminoacidos idénticos con TcGRX estan sombreados. La secuencia
dentro del recuadro grande indica el patrén de Grx (PROSITE:PS00195).
El recuadro mas pequerno indica el sitio activo CXXC. El * indica que la
secuencia es parcial, el namero total de aminoacidos de estas proteinas
estda dado en el extremo C-terminal después de la barra.
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EFigura A-3: Modelado molecular de la TcGRX tomando como
templado la GRX3 de E. coli



Modelado molecular de la TcGRX tomando como templado la
GRX3 de E. coli:

El modelado de la TcGRX fue realizado por reemplazo molecular a
partir de la estructura tridimensional obtenida por cristalografia de la
Grx3 de E. coli utilizando el programa TOM/mdFrodo (Cambillau y col.,
1987). Al pie de la secuencia se muestra la porcién alineada entre
ambas proteinas y su estructura secundaria (H, &« hélices; E, hoja
plegada fi; t, vuelta y -, espiral). Los aminoacidos 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 electroestatica
similar. Los residuos 38, 50, 51 y 61-63 fueron eliminados de la Grx3 y
la estructura terciaria fue ajustada graficamente, realizando por ultimo
tres pasos de refinamiento del modelo.
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EFigura A-4: Caracterizacién molecular del gen TcGRX



Caracterlzacion 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 Sacl (S) utilizando
como sonda el clon 19h22.

b) Ensayo de “southern blot” sobre ADN de T. cruzi cepa Tulahuén
digerido parcialmente con la enzima Pstl utilizando como sonda el
clon 19h22. Los tiempos de incubacién se indican arriba de cada
calle.

¢) Localizacién cromosémica del gen TcGRX en el clon CL Brener.

En todos los casos la flecha indica el sitio de siembra del ADN en el gel
de agarosa.
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Figura A-5: Expresién y purificacién de 1la TcGRX
recombinante



Expresién y purificaclén de la TcGRX recombinante:

Las fracciones obtenidas en los distintos pasos de la induccién y
purificacion de la TcGRX recombinante (a, proteina truncada,
TcGRX#12, y b, TcGRX entera) se corrieron en un gel de poliacrilamida
15% con SDS y se visualizaron mediante tincion con Coomassie Brillant
Blue. MPM, marcadores de peso molecular. La flecha sefiala la proteina
inducida (a, 25 kDa y b, 39 kDa).

a) Induccién y purificacion de TcGRX#12: (1) Sonicado de bacterias
recombinantes no inducidas, (2) sonicado de bacterias inducidas con 1
mM de IPTG durante 3 hs, (3) pellet y (4) sobrenadante de 9000 x g del
sonicado de bacterias inducidas, (5) Proteina TcGRX#12 recombinante
purificada por columna de IMAC en condiciones desnaturalizantes.

b) Inducciéon de la proteina TcGRX recombinante con distintas
cantidades de IPTG: tpi, tiempo post-induccién, (1) sonicado de
bacterias no inducidas, (2) sonicado de bacterias inducidas con 1 mM,
(3) 0.1 mM y (4) 0 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).
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PARTE B: Identificacion y caracterizacion de antigenos en el
Trypanosoma cruzi con epitopes compartidos con ia GST de 26
kDa de Schistosoma japonicum. Evaluacion de estos antigenos
en ensayos de inmunoproteccion experimental.

B.1 - BREVE INTRODUCCION:

Las GSTs son enzimas que presentan muy baja homologia en su
estructura primaria pero poseen una estructura tridimensional
muy conservada (Dirr y col., 1994; Martin, 1995).

En T. cruzi existen antigenos 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 describié el efecto protector de una
fraccion de T. cruzi con actividad de GST contra la infeccién
experimental por este parasito (Plumas-Marty y col., 1992; Plumas-
Marty y col,, 1993 ).

[a GSTsj es una enzima muy bien caracterizada, que demostré
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 accién del prazicuantel, una droga utilizada
contra este parasito (McTigue y col.,, 1995). Esta enzima se
encuentra clonada en los plasmidos de expresiéon comerciales pGEX
(Pharmacia/Biotech) y puede purificarse facilmente mediante
cromatografia de afinidad con GSH (Smith y Johnson, 1988).

Dados los antecedentes, se considerd interesante profundizar la
caracterizacion de los antigenos de T. cruzi con epitopes
compartidos con la GSTsj a fin de evaluar los mismos en protocolos

de inmunoproteccién.
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B.2 - OBJETIVOS PARTICULARES PROPUESTOS PARA ESTA SECCION:

o ldentificar en T. cruzi los antigenos de reactividad cruzada con
la GSTsj mediante ensayos de “western blot” y rastreo en una
biblioteca genémica utilizando un suero anti-GSTsj.

o Purificar los antigenos de reactividad cruzada a partir de
homogenato de epimastigotes mediante cromatografia de
afinidad con anticuerpos anti-GSTSsj.

o Secuenciar el extremo N-terminal de los antigenos purificados.

o Determinar si los antigenos purificados presentan actividad de
GST.

o Caracterizar los genes de los antigenos obtenidos en el rastreo
inmunoloégico.

o Evaluar la capacidad inmunoprotectora en ratones de la cepa

BALB/c de los antigenos seleccionados.

B.3 - RESULTADOS Y DISCUSION:

- El suero anti-GSTs} reconoce antigenos en el estadio epimastigote deT.

cruzi:

La GSTsj expresada por el plasmido de expresion pGex-1 y
purificada mediante cromatografia de afinidad con GSH fue
utilizada para producir un antisuero de conejo. Este anti-suero
demostré reactividad contra antigenos de T. cruzi a partir de la
segunda dosis evaluada por las técnicas de enzimoinmunoensayo
(ELISA) y “western blot”.

Utilizando como antigeno homogenato total (HT) de

epimastigotes de la cepa Tulahuén de T. cruzi en ELISA, el suero
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anti-GSTsj mostré una densidad 6ptica maxima 90 veces mayor que
la obtenida con un suero normal de conejo (SNC) a una dilucién
1/50. Dicho suero especifico mantuvo una densidad 6ptica mayor
a 0.1 atn cuando se lo diluy6 400 veces, siendo a esta dilucién 16
veces mas reactivo que el SNC (Fig. B-1 a). Cuando la técnica de
ELISA se realiz6 utilizando como antigeno la GSTsj recombinante, el
suero especifico demostré una densidad 6ptica mayor a 0,1 hasta
una dilucién de 1/32000 (Fig. B-1 a recuadro).

Con el fin de identificar las proteinas reconocidas por el suero anti-
GSTsj, el mismo se utilizé6 en ensayos de “western blot” sobre
extractos del parasito. Dos antigenos de 27 y 64 kDa fueron
visualizados sobre HT de epimastigotes de T. cruzi, mientras que
sobre la fraccién soluble (FS) de este parasito el antisuero
reconocié dos proteinas de 27 y 38 kDa. Un antigeno de 27 kDa
también fue reconocido por este antisuero sobre HT de Leishmania
braziliensis (Fig. B-1 b).

- La actlvidad de GST en ia FS de T. cruzi se vio levemente incrementada
luego del tratamiento con pH acido durante tiempos cortos:

Dado que uno de los objetivos planteados fue purificar los
antigenos de reactividad cruzada por cromatografia de
inmunoafinidad con el suero anti-GSTsj y ya que este
procedimiento someteria a la FS del parasito a tratamientos que
podrian producir una pérdida de la actividad de GST, nos
propusimos evaluar esta actividad en las distintas condiciones a las
que seria sometida la enzima, como ser: 1) incubacion a 4 °C por

varias horas, ya que el pegado de las proteinas se realizaria
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durante toda la noche a esa temperatura y 2) disminucién del pH,
ya que la elucién se realizaria a pH 2.3. Con este fin, se midi6 la
actividad de GST utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB)
como sustrato en las condiciones standard (Habig y col., 1974) en
FS incubada a 4 °C y/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 funcién del tiempo en FS
(control), FS que 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 especifica obtenida en la FS fue 0.932 +/- 0.410
nmoles/min/mg de proteinas, la cual, si bien mostré6 gran
variabilidad esta dentro del rango publicado (Yawetz y Agosin,
1980; Yawetz y Agosin, 1981). La FS sometida durante 5 minutos a
pH 2.3 y luego neutralizada a pH 7 demostré una leve tendencia de
aumento de la actividad de GST (AE=1.35 +/- 0.226
nmoles/min/mg proteina), mientras que el tratamiento con bajo
pH durante 15 minutos no afecté dicha actividad. El tratamiento
con pH acido durante una hora y media produjo una disminucion
de la actividad en un 48.5 % (dato no mostrado). La actividad de
GST fue afectada en mayor magnitud por la temperatura que por el
pH; ya que, la incubacién durante toda la noche de la FS a 4 °C
disminuyé la actividad en un 53.5 % (Fig. B-2).

La actividad de GST de T. cruzi utilizando CDNB como sustrato
presenta un pH Optimo de 7 (Yawetz y Agosin, 1980). la
sensibilidad al pH de las reacciones enzimaticas refleja una
alteracién en el estado de ionizacién de los residuos que participan

de la catalisis y/o0 interactian en la unién con el sustrato, sin dejar
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de tener en cuenta que el sometimiento a pHs extremos provoca la
desnaturalizacién de las enzimas (Horton y col., 1993). Por
cristalizacion de GSTs en presencia de GSH y por mutagénesis
dirigida de los aminoacidos del sitio activo, se sabe que el
mecanismo catalitico de estas enzimas esta dado por la capacidad
de disminucion del pKa del grupo tiol del GSH, dando lugar a la
formaciéon de un anién tiolato del GSH (GS’) que actda como
nucledfilo atacando a los centros electrofilicos de los xenobiéticos o
sustratos endogenos. La disminucion del pKa del grupo tiol (siendo
9 cuando el GSH esta en agua y 6-7 cuando esta en el sitio activo de
la GST) es posible gracias a la presencia de una Tyr protonada de la
region N-terminal (Ser en GSTs de clase theta), la cual estabiliza al
GS" mediante un puente de hidrégeno (Tyr-OH...SG) (Dirr y col,,
1994; Wilce y Parker, 1994; Tan y col., 1996). Si bien un pH de 2.3
podria considerarse extremo y se esperaria una inactivacién de la
GST por desnaturalizacién, se observéo un leve aumento de la
actividad de esta enzima cuando la FS de T. cruzi fue sometida a
pH 2.3 durante tiempos cortos (5 minutos) y luego una
disminuciéon de la misma hasta un 48.5 % de su actividad normal
luego de someter la fraccion a ese pH durante una hora y media
(Fig. B-2). Si bien el planteo es totalmente especulativo podria
llegar a pensarse que la disminucién del pH de alguna forma
favoreceria la ionizaciobn de los residuos involucrados en la
estabilizacién de los sustratos en su forma activa. Por otro lado, la
desnaturalizacién provocada a la molécula se revertiria al
neutralizar nuevamente la fraccion a pH 7, mientras que la

ionizaciéon de los aminoacidos del sitio activo no volverian a su
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estado original por encontrarse en una zona interna de la proteina
(Dirr y col., 1994).

- Ai menos diez proteinas de T. cruzi fueron purificadas por

Inmunoatinidad con anticuerpos anti-GSTsj:

Con el objeto de purificar por cromatografia de afinidad las
proteinas de T. cruzi que se unen a los anticuerpos anti-GSTsj, la
IgG del suero anti-GSTsj purificada mediante proteina A-agarosa se
acoplo a agarosa activada con bromuro de cianégeno. Se pasoé la FS
de epimastigotes de T. cruzi a través de esta columna y las
proteinas del parasito unidas a los anticuerpos fueron eluidas con
pH 2.3, denominandose dicha fraccién PHGST.

La fraccién PHGST presentd varios componentes proteicos al ser
corrida en un gel de poliacrilamida 12 % con SDS y tefiida con
coomassie (Fig. B-3): cuatro proteinas principales denominadas
PHGST 1 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, 129 y
8.4 kDa, respectivamente y tres muy tenues de 56.2, 50.1 y 40.7
kDa.

- La fracclén PHGST de T. cruzi purificada por cromatografia de afinidad
con suero anti-GSTs) mostr6 actividad de GST:

La actividad de GST fue medida en la fraccién PHGST eluida de
Ia columna de IgG anti-GSTsj, obteniéndose una actividad
especifica de 21.61 +/- 3.8 nmoles de CDNB conjugado/min/mg

proteinas. Teniendo en cuenta los valores de actividad especifica
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obtenidos en la FS y que el tiempo de exposicién al pH acido, dadas
las dimensiones de la columna, no fue mayor a cinco minutos, se
puede considerar un factor de purificacién promedio de 24.4 Iuego
de pasar la FS por la columna de inmunoafinidad. Este factor
puede considerarse sélo una estimacién 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 GST en citosol es muy baja
e incluso algunos autores explicitaron la imposibilidad de
detectarla (Plumas-Marty y col., 1992). La puesta a punto de esta
actividad resulté sumamente complicada, ya que en el tubo de
reaccién fue necesario colocar 2 mg de proteinas 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 concentracion requerida se obtienen resultados erréneos. Si
bien provienen de una estimacion, los resultados obtenidos
concuerdan con purificaciones realizadas por otros autores. El
pasaje de citosol del parasito por una columna de glutatién agarosa
permitié eluir una fraccién conteniendo tres proteinas con una
actividad especifica de 70 nmoles/min/mg proteina (Plumas-Marty
y col.,, 1992), mientras que la dnica referencia de purificacién a
homogeneidad de una GST en el T. cruzi presenté un factor de
purificacion de 140.6 con una actividad especifica de 86.8
nmoles/min/mg proteinas luego de cinco pasos de purificacion
(Yawetz y Agosin, 1981). Teniendo en cuenta que Ia fraccidén
PHGST presenta al menos diez componentes, la actividad especifica
y el factor de purificacion 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 parasitos se crecieron en presencia de

fenobarbital, un inductor de la expresiéon de la GST.

- La proteina de 10.7 kDa purificada por inmunoafinidad con ei suero anti-

GSTs] serfa de membrana o secretable:

Con el objeto de realizar la secuencia N-terminal de los
componentes mayoritarios de la fraccibn PHGST, la misma fue
transferida a membranas de PVDF luego de la corrida
electroforética. SOlo dos proteinas fueron eficientemente
transferidas y por lo tanto secuenciadas: PHGST 1 y PHGST 4.

La secuencia N-terminal de PHGST 1 demostré6 que el
componente principal era una variante de la cadena Kappa de la
IgG de conejo. Dicha fraccion presentdé ademas, tres componentes
minoritarios de los cuales fue imposible determinar la secuencia en
forma certera debido a la baja cantidad obtenida.

A partir de PHGST 4 se obtuvo una secuencia N-terminal de 15
aminoacidos comenzando con metionina (Fig. B-4), lo cual en
principio indicaria que la misma corresponde al extremo de una
proteina parasitaria. Sin embargo, esta secuencia no presentd
similitud con extremos N-terminales cuando se la compard con las
bases de datos de secuencias proteicas (traduccién del Genbank™,
PDB, SwissProt y PIR) utilizando el programa BLASTP (Altschul y
col., 1990), siendo el mayor porcentaje de similitud un 73.3 % con
una region de flagelinas B de archaebacterias (aa 26 al aa 42).
Cuando la basqueda se restringié sélo entre las secuencias de T.
cruzi presentes en las bases de datos (incluyendo EST y GSS

utilizando el programa TBLASTN), la misma presentd entre un 40 y
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un 46 % de similitud con regiones internas de proteinas de
membrana y mitocondriales (Fig. B-4 a). Para evaluar la
significancia estadistica de los alineamientos, el valor estadistico E
es el parametro mas confiable, ya que tiene en cuenta, ademas de
los cambios conservativos y "gaps", la longitud de la secuencia y el
tamafio de la base de datos rastreada (Brenner y col.,, 1998). El
valor minimo de E obtenido en los alineamientos con PHGST 4 fue
1.4, el cual no es considerado estadisticamente significativo
(Altschul, 1998; Brenner y col., 1998).

La secuencia N-terminal de PHGST 4 contiene un 46.6 % de
aminoacidos hidrofobicos (un 53.3 % si se considera una Leu en la
tercera posicion en lugar del Glu) y presenta un indice 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 s6lo podrian ser atribuidas a la
composicibn aminoacidica 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 determiné que la secuencia N-terminal de PHGST 4 posee
las caracteristicas tipicas de un péptido sefial de proteinas
eucariotas para ser traslocadas a reticulo endoplasmico: una Met
inicial, una zona hidrofdbica corta con Leu, Ala y Val y suponiendo
que el sitio de clivaje se encuentre entre los residuos Ala,, y Gly,s,
posee un aminoacido Ala en la posicién -1 (en relacién al sitio de
clivaje) y un aminoacido Leu en la posicién -3 (Nielsen y col,,
1997). El grafico mostrado en la figura B-4 b sugiere que si la
secuencia continuara, el sitio de clivaje podria estar algunos

aminoacidos mas adelante.
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La variabilidad aminoacidica existente en los péptidos seflales
explicaria la falta de similitud de la secuencia de PHGST 4 con
péptidos senales de otras proteinas y 1a similitud sélo por azar con
secuencias hidrofébicas de proteinas de membrana, como ser el
dominio transmembrana 12 del transportador de glucosa de T.
cruzi (Tetaud y col.,, 1994), y mitocondriales, como la regién de
interfase de la lipoamida deshidrogenasa de T. cruzi (Schoneck y
col., 1997) (Fig. B-4 a).

La presencia de una proteina de membrana o secretable en la
fraccion soluble del parasito podria explicarse por el efecto de la
rotura del mismo con un método bastante agresivo como es la
compresion y descompresion, el cual no permitiria tener fracciones

subcelulares totalmente puras.
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Figura B-1: Reactividad del suero anti-GSTsj contra
antigenos de epimastigotes de T. cruzi



Reactividad del suero anti-GSTsj contra antigenos de epimastigotes
de T. cruzi:

a) Enzimoinmunoensayo sobre homogenato total de epimastigotes de T.
cruzi y GSTsj (recuadro) con suero de conejo anti-GSTsj. Como control
negativo se utilizo suero normal de conejo (SNC).

b) Ensayo de “western blot” sobre GSTsj (GSTsj), homogenato total de
epimastigotes de T. cruzi (HTTc), fraccion 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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Figura B-3: Perfil electroforético de la fraccion PHGST purificada a partir de
epimastigotes de T. cruzi por cromatografia de afinidad con IgG anti-GSTs;j:

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 anti-GSTsj. Las proteinas unidas (PHGST) fueron
eluidas con pH 2.3, corridas en un gel de poliacrilamida 12 % con SDS de 16 cm de
longitud y tefiidas con coomassie brillant blue. MPM: marcadores de peso molecular,
Proteinas mayoritarias: PHGST 1, PHGST 2, PHGST 3 y PHGST 4. Proteinas de
representacion intermedia: PHGST I, PHGST II y PHGST III.
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Figura B-4: Caracterizacién de la secuencia N-terminal de
la proteina PHGST 4



Caracterizacion de la secuencia N-terminal de ia proteina PHGST 4:

a) Alineamiento de la secuencia N-terminal de PHGST 4 con las proteinas
que presentaron mayor similitud comparando con el programa BLASTP en
bancos de secuencias proteicas totales y especificas de T. cruzi. En la
secuencia N-terminal de PHGST 4 la / indica que hay dos aminoacidos
posibles para esa posicion y X que no pudo determinarse el aminoacido.
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); Ag Sup (Tc¢): antigeno de superficie
de T. cruzi FL-160 (n°® acceso pir PH1919); HSP6O (Tc¢): proteina inducible
por calor de 60 kDa de T. cruzi (n°® acceso pir S61295); FlaB (Arc): flagelina
B de Thermoplasma acidophilum (n° acceso emb CAC11693.1). Los
aminoacidos idénticos a PHGST 4 se muestran en azul y los cambios
conservativos en verde. Los numeros al principio y al final de cada
secuencia indican la posicion en la proteina completa. Las siglas Mp y Mi
luego de la identificacién de cada proteina indican la localizacién en
membrana plasmatica y mitocondria, respectivamente. %ID: porcentaje
identidad; %SIM: porcentaje similitud; E: valor estadistico.

b) El grafico de areas superior muestra el perfil de hidrofobicidad de la
secuencia segun el indice de Kyte y Doolittle para cada aminoacido. Las
areas en color rojo y celeste corresponden al perfil de la secuencia con un
residuo Leu y con un residuo Glu en la tercera posicion, respectivamente.
El grafico inferior muestra la probabilidad de la secuencia de ser un
péptido sefal segun 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 mas alto corresponde a la posicién +1. El valor S,
indicado en verde, reconoce las secuencias de péptido sefial, presenta un
valor maximo de 1 y es alto en las posiciones previas al sitio de clivaje. El
valor Y, indicado en rojo, optimiza la predicciéon del sitio de clivaje
tomando en cuenta los valores C y S. La linea llena corresponde a la
secuencia con un Glu y la linea punteada corresponde a la secuencia con
una Leu en la tercera posicion.
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- El suero antl-GSTs] reconoce epltopes en antigenos de superficle de
tripomastigotes de la familia Tc13:

Con el objeto de obtener los genes de los antigenos de T. cruzi
reconocidos por el suero anti-GSTsj y de identificar otros nuevos
pertenecientes a estadios del parasito distintos al epimastigote, se
realizé un rastreo con dicho suero sobre una biblioteca genémica
de la cepa Tulahuén de T. cruzi construida en el vector AZapll (Bia
y col, 1999). Se rastrearon un total de 2x10° placas de fagos
obteniéndose treinta y ocho clones recombinantes reconocidos por
el suero anti-GSTsj. Dichos clones fueron denominados PHGST#1 a
#38 (ndétese que el signo # los diferencia de las proteinas
purificadas por inmunoafinidad) y en principio se seleccioné sélo
uno de ellos para ser analizado y secuenciado, el clon PHGST#S5.

El tamailo del inserto de PHGST#5 fue de 4.5 kb. La secuencia a
partir del extremo 5’ demostré la presencia de una region
codificante de 2391 pb que presentd homologia con miembros de
la familia Tc13 de la superfamilia de antigenos de superficie de
tripomastigotes, conteniendo una region de repeticiones
codificantes para el motivo caracteristico de esta familia entre las
bases 1427 y 2103 (Campetella y col.,, 1992) (Fig. B-5). Dicha
secuencia carecia de la porcion 5’ del gen. A partir del extremo 3’
se secuenciaron 195 pb, encontrandose a 73 bases del sitio EcoRI el
inicio de una secuencia SIRE (“short interspersed repetitive
element”) (Vazquez y col., 2000) e inmediatamente en su extremo
5’ la secuencia de inserciOn caracteristica. La secuencia SIRE
obtenida presenté un 72.5 % de homologia con la secuencia

consenso de la region conservada I (Fig. B-5 secuencia en color
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rojo). Esta secuencia repetitiva se encuentra s6lo en regiones
intergénicas de T. cruzi y en algunos casos aporta las secuencias
necesarias para poliadenilacion o trans-splicing dependiendo de su
ubicacion con respecto al gen (Vazquez y col., 2000). La presencia
del SIRE en el clon PHGST#5 sugeriria la existencia de un marco
abierto de lectura en la region intermedia no secuenciada de este
clon o la continuaciéon con otro gen hacia el extremo 3’ del SIRE en
el genoma del parasito.

Para identificar los clones obtenidos en el rastreo inmunolégico
que difieran del clon PHGST#5, se realiz6 una amplificacion de los
treinta y ocho clones por PCR con el oligonucleétido 10R,
especifico de la familia Tc13, y el oligonucle6tido localizado en Ia
region 5’ del vector, BTF (Sang y Tohmpson, 1994) (Fig. B-5). En
treinta y tres de los treinta y ocho clones se obtuvo un producto de
amplificacién 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 amplificé un fragmento de ADN de 350 pb, indicando
una extension de los mismos de 220 pb hacia el extremo 5° con
respecto a la mayoria (resultado no mostrado). Estos resultados
demuestran que todos los clones reconocidos por el suero anti-
GSTsj pertenecen a la familia Tcl3; sin embargo, la secuenciaciéon
completa de los mismos determinara si se trata de diferentes
miembros que conservan la localizacién del sitio EcoRI o0 de uno
inico altamente representado en la genoteca. Los resultados
obtenidos por la PCR fueron confirmados mediante la hibridaciéon
positiva de los distintos clones con la porcion 5’ del clon PHGST#5
proveniente del corte con la enzima Sacl, fragmento PHGST#5 Sacl,

y en el caso de los clones PHGST#1, #7 y #15 también por
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secuenciacion del ADN a partir del extremo 5’ (resultado no

mostrado).

- La familia Tc13 esta compuesta por varlos miembros que difleren en el
numero de repeticiones y en la presencia de la secuencla consenso para
anclaje por GPI:

El fragmento PHGST#S Sacl fue utilizado para hibridar una
genoteca del clon CL Brener de T. cruzi construida en c6smidos con
el objeto de encontrar la porcién 5’ del o los genes Tcl3. Esta
sonda hibridé6 90 césmidos en total y siete de los doce con
hibridacién mas intensa demostraron pertenecer al cromosoma III
(Hanke y col,, 1998). La secuenciacion parcial del ADN de tres
coésmidos del cromosoma III (32f14, 12e10 y 25h23) con los oligos
especificos de PHGST#5 determiné 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.

La secuencia de Tcl3 CL coincidi6 con un marco abierto de
lectura obtenido como producto de la secuenciacién del
cromosoma III como parte del Proyecto Genoma de T. cruzi (Dr.
Bojrn Andersson, Uppsala, Suecia, comunicaciéon personal). El gen
TC13 CL mostré dos sitios EcoRI separados por 171 bases, 1o cual
concuerda con los dos tipos de clones obtenidos en el rastreo con
el suero anti-GSTsj con una diferencia de aproximadamente 220 pb
en el extremo 5’ (ver seccién anterior). Por otro lado, una
secuencia de 37 pb proveniente de un fragmento de 300 pb
amplificado a partir de la genoteca de T. cruzi cepa Tulahuén con
los oligonucle6tidos BTF-10R y BTR-10R presenté identidad con la
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secuencia de Tcl3CL contenida entre los dos sitios EcoRI
(resultados no mostrados). En conjunto, estas observaciones
indicarian que los sitios EcoRI de la porcidén 5’ estarian conservados
en estos antigenos de la familia Tc13.

El antigeno Tc13 codificado por el clon PHGST#5, a partir de
ahora denominado simplemente PHGST#5, posee 796 aminoacidos
y un peso molecular estimado de 84 kDa. A partir de la posicién
475 presenta 45 repeticiones de cinco aminoacidos, EPKSA,
caracteristicas de esta familia de antigenos. La figura B-6 b
muestra la variabilidad de este motivo en este antigeno y en otros
miembros de esta misma familia.

Hasta el momento habian sido descriptos tres miembros de la
familia Tc13: Tcl13.N5, Tcl3.1 y Tcl3, todos ellos obtenidos a
partir de la cepa CA-I y con secuencias incompletas en la porcién
N-terminal, como ocurrié con PHGST#5 (Campetella y col., 1992).
Por lo tanto, la dnica secuencia completa de esta familia
corresponde a Tc13 CL.

De acuerdo a la secuencia aminoacidica los antigenos Tcl3
pueden dividirse en dos categorias: por un lado, Tc13 CLy Tc13.N5
que poseen un unico motivo EPKSA y un posible sitio de adicion de
GPI en el extremo C-terminal (Tc13CL presenta también el péptido
sefial en el extremo N-terminal) (Gerber y col., 1992) con un 80.9
% de homologia entre si; y por otro, PHGST#5, Tc13.1 y Tc13 que
poseen multiples repeticiones EPKSA y no poseen sitio de adicion
de GPI (la secuencia hidrofébica C-terminal es muy corta). De este
altimo grupo los mas relacionados son Tc13.1 y Tc13 con un 93.5
% de homologia en las regiones que no contienen repeticiones. Si

bien PHGST#5 pertenece al segundo grupo, este antigeno posee
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mayor homologia 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-6 a).

A lo largo de la secuencia de Tc13 CL se pueden observar tres
motivos de neuroaminidasa bacterianas caracteristicos de la
superfamilia (SXDXGXTW), los dos primeros completos y el tercero
con sblo tres aminoacidos conservados. El resto de los antigenos
presentan los motivos en las zonas alineadas correspondientes.
Todos los integrantes de la familia Tcl3 presentaron también el
motivo caracteristico de la superfamilia VTVXNVFLYNR justo 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 codén de terminacién y en el mismo
marco de lectura se encuentra codificada la secuencia consenso
para clivaje y adicién del GPl, conteniendo un segundo codén de
terminacion coincidente con Tc13CL y Tc13.N5 (Fig. B-6 c¢). Si bien
la falta de la secuencia de adicion de GPI podria determinar que
estos antigenos no se localicen en la superficie del parasito, es
interesante mencionar que en Toxoplasma gondii se vio que la falta
del ancla de GPI por terminacion anticipada de un antigeno de
superficie no evité la aparicién 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 sélo 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 Tcl3 descriptas
poseen una zona de poliPy cercana al codon de terminacidn,

probablemente involucrada en el procesamiento del RNA (Fig. B-5)
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(Matthews y col., 1994) y que la secuencia genémica de Tc13 CL
presenta todas las caracteristicas de un gen que se trancribe a
ARNm: posee codones de terminacién en los tres marcos de lectura
antes del ATG de iniciacién, contiene una regién de poliPy y dos
posibles sitio de adicién del miniexén 182, 151 y 172 bases,
respectivamente antes de este codén y posee una zona de poliPy 91
bases después del codén de terminacién (Huang y Van der Ploeg,
1991; Matthews y col., 1994),

- El antigeno PHGST#5 fue expresado como proteina de fusién en un
sistema heterdlogo:

Con el objetivo de confirmar la reactividad especifica del suero
anti-GSTsj contra el antigeno PHGST#5, se indujo la expresiéon
proteica del mismo con IPTG y el sonicado de las bacterias
recombinantes fue utilizado en experimentos de “western blot”
revelando con este anti-suero. El suero anti-GSTsj reconocié una
proteina de alto peso molecular sélo en el sonicado de PHGST#5
inducido y no en el sonicado de una bacteria conteniendo el
plasmido pBluescript sin inserto e inducido de igual manera (Fig. B-
7 a). Este resultado fue justamente el esperado, ya que el tamaio
de la proteina recombinante seria alrededor de 200 kDa,
correspondiendo un 42 % del mismo a la proteina del parasito y el
resto a la enzima f}-galactosidasa codificada por el plasmido. El
suero anti-GSTsj también reconocié una proteina de 35 kDa en
ambos sonicados. Si bien la unica GST de E. coli purificada hasta el
momento tiene el peso molecular convencional de 22 kDa (lizuka y

col.,, 1989) se han purificado en otras bacterias enzimas de la
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misma familia cuyo peso molecular esta entre 35 y 37 kDa (La
Roche y Leisinger, 1990; Bader y Leisinger, 1994). Como control
positivo del ensayo se utilizd6 un sonicado de la bacteria
recombinante conteniendo al plasmido pGEX, el cual expresa la
GSTsj (Fig. B-7 a).

Con el objeto de obtener en forma pura el antigeno PHGST#5
para una posterior caracterizacién, el fragmento EcoRI-Sacl de
pBluescript-PHGST#5 (Fig. B-5) fue sub-clonado en el plasmido de
expresion pMalp2X. Este plasmido fue modificado en su extremo 5’
con un adaptador para permitir la expresion del inserto en el
marco de lectura correcto. Por lo tanto, el antigeno PHGST#5 fue
expresado como proteina de fusion a la proteina ligadora de
maltosa (MBP, “maltose binding protein”). La induccién de la
bacteria recombinante con IPTG 1mM durante 3 hs produjo una
proteina de fusién de 130 kDa contenida en la fraccién soluble
(Fig. B-7 b). La proteina de fusiéon MBP-PHGST#5 fue purificada
mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna de
amilosa (Fig. B-7 b).

- Los genes que codiflcan para la famllia Tc13 se localizan principalmente
en el cromosoma lll y en su homélogo de 1020 kpb:

Con el objeto de determinar la localizacién cromosémica de los
genes que codifican para los antigenos de la familia Tcl3 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. cruzi fueron

separados en dos condiciones de corrida diferentes que
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favorecieron la separacion de cromosomas de bajo y alto peso
molecular, respectivamente (Fig. B-8 a y b) (Baa y col., 1999). En el
“cromoblot” que separd los cromosomas de bajo peso molecular, la
sonda PHGST#S Sacl hibridé con un cromosoma de 665 Kpb,
correspondiente al cromosoma III (Fig. B-8 a). Cuando se favoreci6
la separacion de los cromosomas de un peso molecular mayor,
PHGST#5 hibrid6 principalmente el cromosoma III y su homélogo
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 sefial en la zona de compresion (Fig. B-8 a
y b).

Cuando se realizaron los ensayos con "cromoblots" provenientes
de la cepa Tulahuén de T. cruzi, a partir de la cual fue obtenido el
antigeno PHGST#5, éste hibrid6 con mayor intensidad al
cromosoma de 1020 kpb homdlogo del cromosoma III,
presentando ademas hibridacion con cromosomas otros tamamnos
(Fig. A-8 ¢).

- La hlbridizacién de cromoblots realizados a diferentes tlempos de
cultivo con PHGST#5 sugiere que el cariotipo de T. cruzi permanece
estable a lo largo del ciclo celular:

Por analisis de PFGE se observé en T. brucei la pérdida o
ganancia de cromosomas con respecto a los stocks parentales
cuando se aislaron clones provenientes de la co-transmision de dos
stocks de parasitos 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 parasito ocurrian rearreglos cromosémicos. Para llevar
adelante este objetivo se hibridaron con PHGST#5 "cromoblots"
realizados a partir de epimastigotes tomados a diferentes tiempos
de cultivos asincronicos (Fig. B-8 ¢) y sincrénicos (Fig. B-8 d).

Los cultivos asincrénicos poseen parasitos en distinta fase del
ciclo celular y por lo tanto coexisten cromosomas sin replicar (fase
G1), replicados parcialmente (fase S) y ya replicados (fase G2). Si el
cariotipo no es estable la localizacion de los cromosomas podria
variar de acuerdo a la etapa del ciclo celular que se utilice para el
preparado, ya que en fase exponencial el 70 % del cultivo esta en
proliferacién y en fase estacionaria sélo el 10 %. La sincronizacion
de la replicacion del ADN de T. cruzi con hidroxiurea permite que
la poblacién celular arrestada en G1 entre como una cohorte en
fase S, alcanzando el pico de replicacién a las 6 hs y entrando en
G2 a las 18 hs (Galanti y col., 1994). Sincronizando el cultivo de
parasitos con esta técnica se podria estudiar en detalle qué sucede
en determinadas fases del ciclo celular.

El patréon de cromosomas separados por PFGE hibridados por
PHGST#5 no varié a lo largo del tiempo en dias en parasitos no
sincronizados, ni tampoco en funcién 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 homoélogo (Fig. B-8 ¢ y d). Tampoco se
observaron cambios notorios en el tamafio de los cromosomas de
los parasitos sincronizados a lo largo del ciclo celular ya sea por
tincibn con bromuro de etidio ni mediante la hibridacién con
diferentes sondas localizadas en cromosomas de distinto tamafo

(Dra. J. Baa, comunicacién personal).
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Figura B-6: Alineamiento de PHGST#5 con los miembros
conocidos de la familia Tcl3 de la superfamilia de

antigenos de superficie de tripomastigotes



Alineamiento de PHGST#5 con los miembros conocidos de la familia
Tc13 de la superfamilia de antigenos de superficie de
tripomastigotes:

a) Alineamiento aminoacidico de PHGST#5 con diferentes miembros de
la familia Tc13: Tc13 CL (clon CL Brener), PHGST#5 (cepa Tulahuén),
Tcl13.N5, Tcl13.1 y Tcl3 (cepa CA-I). La udnica 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
tipico de la superfamilia de antigenos de superficie. El recuadro en azul
indica el péptido seifal en Tc13 CL. Los aminoacidos subrayados en las
extensiones C-terminales de Tc13 CL y Tcl13.NS corresponderian al
probable sitio de clivaje para la adicion de GPl. Los aminoacidos acidos
(DE) se muestran en azul, los basicos (RK) en negro, los hidrofébicos
(AVFPMILW) en rojo y los cargados (STYHCNGQ) en verde. El “*” debajo
del alineamiento significa que existen aminoacidos idénticos en todas
las secuencias, “” indica substituciones conservativas y “”
substituciones semi-conservativas.

b) Esquema de las repeticiones tipicas de la familia Tcl13 para los
distintos miembros mostrados en a).

¢) Alineaminento de las porciones C-terminales. En PHGST#S, Tc13.1 y
Tc13 la porcién alineada corresponde a la traduccién en marco de
lectura luego del codon de terminacion indicado con un punto al
principio de la secuencia.



a)

Tcl3 Cd MSCRCRCLLHLLEZHiEGKQARIATVKFEGTERTNSTHTAHAHIYMLSRVAAVKAPRTHNRRRVTGSSGRRREGREGEPQGPDMSRRAST 90

Tcl3 CL FAVLLLLVVMMCAAAGSVQAQNYGAGVDDYYGGHSLERLPGEYRAANPPVPGHIFRNPHLVNVDGLLLAIAGAQFNRTEGSGSASMQLMA 180

Tcl3 CL RISVDAGRTWQSYAGPVGRDAFAAHPYRMSFPSPFGPFGPLFAFVEGYDLRNGAMIRFPDERRSGLESVIHFMETGPGLSGGLSMNSVSM 270

Tcl3 CL SFRLHYPYKYGDIIGFLNDASTPITRMODGTLVFPVQFLTMGGSTASTVMYWNSGQQHWTFANSATHAGCTNPSILEWEAGKIIMITSCE 360

PHGST#5 ---- S ———

GQOHWTFANSATHAGCTNPIILEWEAGKIIMITSCE 36

Tcl3 CL SDRRRVYESTDKGNTWTEALGTLSRVWGNSLAGLGLHIQSGFITATIGGKKVILLTQLEYFRDNQMGRIHLWLTDTNRIYHVGLLPTGYG 450
PHGST#5 SDRRRVYESTDKGNTWTEALGTLSRVWSNSLAGLGLHIQSGFITATIGGKKVILLTQLEYSRHDSKGEIRLWLTDANRIYNVGLLATGYG 126

Tcl3 CL ATSSSLLYADGRLYCLYKTGFGNDSVADPLDLTLELQRIMYALSTWAANDNALRQCSSIAANAALSRWDCSVSIPTAGLVGHLADTLRGD 540
PHGST#5 ATSSSLLYADDRLYCLYEASGGSDSGAFFLDLTSELQRIRHALDTWAAKDNALGKCSSIASDAALSRWGCSVPFPTAGLVGHLADRFSGH 216
Tel3I NS —rdnmnanadnndasanicnnidiannnn FLDLTLELQGIRHALSTWAANDNALRRCSTGAADFALSRGDCSVPIPTAGLVGHLADTLRGD 62

o S e

————CSLMASGAALSRGNCSVPIPTAGLLGHLADRFSGH 35

* * . bk Hhk akkhkkkohdkhhh o

Tcl3 CL TWEDEYLGVNAVVRGAKKKAP--SGLTFEGQGAGAEWPVGKQWPNIPLHFANYGFTLAATVSIHEVPKGITPLMGLKKMGTTTLLGLSYD 628
PHGST#5 KWEDEYLGVNAVVRGATKKVP--SGLTFEGQGAGAEWPVDKQWPTRPLHFANYGFTLAATVSIHEVPKGITPLMGLKRMGTTTLLGLSYD 304
Tcl3.N5 KWKDEYLGVNAVVRGTTKKAP--SGLTFEGRTAGAEWPLGKQLPTRPLHFANYGFTLAATVSIHEVPKGITPLMGLNKMGMTTLLGLSYD 150
Tcl3.1l KWEDEYLGVNAVVRGAKKKAGPFDGLTFEGQGAGAEWPVGKQWPNIPLHFANYGFTLAATVSIHEVPKGITPLMGLKKMGKTTLLGLSYD 125

kokkkkhkrhhrrhkhes *hk = Kkkkrkhxe

Tcl3 CL NNMEWSVVNDLEPKHFTAWEVDKTYHVVLKMHDGVGSVYVDGTLLWNMRLRNS FNEGLDEVSHFYFGAYDEQLSSRKI}]
PHGST#5 KNMEWSVVNDLFPKHFTAWEVDKTYHVVLKMHDGVGSVYVDGTLLWNMRLKNS FNEGLGTVSHFYFGAYDEQLSSGKI]
Tcl3.N5 NNMEWSVEHGSLPKVLTKWEWDKTLHVVLKMLDGVGSLYVDGTLLWNMRLRNS FNEELDAVSHF-FGAYDEQLSSRKI]
Tcl3.1l NNMRWSVEHELLPKHLTKWELDKTYHVVLKMHDGMGSVYVDGTLLWNMGLRNSFNEELDAVSHFYFGAYDEQLSSRKII

P P e ook

ekFE FEF o skE ek Kk RAk KEEXKK

TRk kA ek . ok ke ke ek

e % o Fede de e bk e e hhdkhhhrH e hh oo Kh kA A Ak A A A E

718
394
240
215

R Fhhk AkkrkhhkEhk kAkkh s khkhkkhhhd

Tcl3 CL PLNETEIGALNASKVTIPPPEREPVPAAAATSPSVESASDTVATNTQPTVPSPAAAGPKPTDQATLSASGGASSGASGGAPSTPAESESE 808
PHGST#5 PLNETEIGALNASKVTIPPPERKPVPAAAATSSSVEPANERVTTNTQPTVPSPATAGPQQTDQTTLNAS--~~-SVPSGGAPSKPA--~~— 475
Tcl3.N5 PLNETEIAALNANKVTIPPPEKKPVPASAATSPSVGPANERMTTNTQPTVPSPVAAGPQPTEQATLNGS---~-SGASGGAASTPAGSESE 326

Tcl3.1 PLNDAEIGALNANKVSLPFTEKKPAKASTATSPSVEHVTTPVAT

Tel3

------ wosnnensr@D, (Tl) ~==wecmmsnsncces 6§14
—————————————— rep. (56) ~~======--————-- 283

Tcl3 CL EPKSADSESEGPKPAEPNAATSSARERSADQSASVTSSGAASSEDEASSSDDAQAVGTEGGAMVQADQPTQFSVGTPDAANAATHNAEGK 898
PHGST#5 --rep. (45) -—---AELNATTPSAREGAADQSASVTSSGASSTDVGASSSDDAQTVGMEGGDMMQADQPVQFSVGT PDAANAATHNAEGK 776
Tcl3.N5 DTKPAESESEEPKSEGVNAATSSAREGTADQPASATSSSAAITDVGASASDDAQTVGTEGGDMMOADQPTQFSVGNPDAANAAAHNAEGK 416
Tcl3.1l EFNAATSSAREGTADQPASATSSDGHG---AVTSVISSGAAITDVGAFLSDDAQTVGTEGGAMMQADQPTQFSVGTPDAANATTHNAQGK 701
Tcl3 EFNAATSSAREGTADQPASATSSDGHG---AVTSATSSSAAITDVGAFLSDDAQTVGTEGGAMMQADQPTQFSVGTPDAANATTHNAEDN 367

L2 3 9 4

ok kkk ke e * kR ERA ok REE o dhkihh  dhkkdd  kkhhkdko s Hkk o v

Tcl3 CL GQEGLHPQVKEAEAATPSSSLLNSSQWDNSVAGTVRERGLLPLLLLLGLWGFAAA 953

PHGST#5 GQDGLHPQVKEAEAATLSSSL

797

Tcl3.N5 GQDGLHPQVKEAETATLSSSLLNSSQWDNSVAGTMRGSGLLPLLLLLGLWGFAAA 471

Tcl3.1 GQEGLHPQVKEAEAATLSSSL
Tcl3 GQEGLDPQVKEAEAATFSSSL

ke dk Hhkdhhohk ek

b)

PHGST#5 E o P Ky, S/P Ay,
Tel3.1 Eqyio)P K S Ao
Tcl3 E P K S;5A v,

c)

Tcl3 CL
PHGST#5
Tcl3.N5
Tcl3.1

Tcl3

722
391

TPSSSLLNSS---QWDNSVAGTVRERGLLPLLLLLGLWGFAAA
. TLSSSLS-SL---QWDNSVAGTMRESGLLPLLLLLGLWGFAAA
TLSSSLLNSS---QWDNSVAGTMRGSGLLPLLLLLGLWGFAAA
. TLSSSLKFVAAESQRNDDVAGTMRESGLLPLFLLLGLWWFAAA
. TFSSSLNLP----QRDDGVAGTMRESGLLPLLLLLGLWWFAAA

kA hkEw ¥ ee EuEkew khkkhhkodthtdhr whbh
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Figura B-7: Expresion del antigeno PHGST#5 en sistemas
heterd6logos



Expresién del antigeno PHGST#5 en sistemas heterélogos:

a) Reconocimiento por el suero anti-GSTsj de PHGST#5 recombinante
expresado por el plasmido pBluescript:

Los sonicados obtenidos luego de la induccion con 1PTG de las bacterias
conteniendo pBluescript (pBlu), pBluescript-PHGST#5 (pBlu-PHGST#5)
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) Expresion de PHGST#5 en el plasmido pMal y obtencién de la
proteina recombinante MBP-PHGST#5:

Los sonicados de bacterias recombinantes conteniendo el plasmido
pMal-PHGST#5 no inducidas (ni), inducidas con 1mM de IPTG (ind) y el
sobrenadante del sonicado inducido (sob) fueron sometidos a
electroforesis en gel de poliacrilamida 7.5 % con SDS y tefidos con
coomassie R-250. La proteina recombinante MBP-PHGST#5 fue
purificada a partir del sobrenadante mediante cromatografia de
afinidad con una columna de amilosa (MBP-PHGST#5).
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Figura B-8: Localizaciébn cromosémica de PHGST#S



Localizacién cromosémicade PHGST#5:

El fragmento PHGST#S Sacl fue utilizada como sonda para hibridizar
cromoblots conteniendo:

a) Cromosomas de bajo peso molecular de T. cruzi clon CL Brener (A-
separacion de los cromosomas en gel de agarosa y visualizaciOn con
bromuro de etidio, B- hibridacién con PHGST#5).

b) Cromosomas de alto peso molecular de T. cruzi clon CL Brener (A-
separacion de los cromosomas en gel de agarosa y visualizacion con
bromuro de etidio, B- hibridacién con PHGST#5).

¢) Cromosomas de epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahuén cosechados
en distintos dias de un cultivo asincrénico e hibridados con la sonda
PHGST#5.

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 antigeno PHGST#5 fue selecclonado para reallzar ensayos de
inmunoprotecclén en ratones de la cepa BALB/c:

Si bien el antigeno PHGST#5 fue obtenido en un rastreo de una
genoteca de T. cruzi con el suero anti-GSTsj sugiriendo la presencia
de epitopes compartidos con esta enzima, esta proteina no posee
homologia de secuencia con GSTs. Sin embargo, presenta ciertas
caracteristicas que justifican su evaluacibn en ensayos de
inmunoproteccién experimental a fin de definir un nuevo blanco
para el control de 1a transmision de la infeccién por T. cruzi:

1) PHGST#5 es un antigeno de superficie del estadio
tripomastigote, presente en el hospedero mamifero.

2) La familia Tc13 (grupo 4), a Ia cual pertenece PHGST#5, no ha
sido aun caracterizada en cuanto a su funcionalidad.

3) Algunos antigenos pertenecientes a otras familias de la
superfamilia de antigenos de superficie presentan funciones
reguladoras de la respuesta inmune y poseen epitopes que actdan
como blanco de una respuesta celular protectora contra Ila
infeccién por T. cruzi mediada por linfocitos CD8* y CD4*
secretores de IFN-y (Wizel y col.,, 1997; Kahn y WIleklinski, 1997;
Miller y Kahn, 2001).

4) La inmunizacién con algunos de estos antigenos, como la
porcién catalitica de la TS (grupo 1) y TSA-1 (grupo 2) reduce la
infeccién por el parasito en modelos experimentales (Costa y col.,
1998; Wizel y col., 1998b; Pereira-Chioccola, 1999).

- El antigeno PHGST#5 clonado en el vector para vacuna de ADN
pcDNA3.1 se expreso en sistemas eucariotas in vitro e in vivo:
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Con el objetivo de estudiar la respuesta inmune y protectora
producida en ratones mediante la inmunizacién plasmidica con
PHGST#S, el fragmento PHGST#5 Sacl fue clonado en el vector para
vacuna de ADN pcDNA 3.1 colocando en su extremo 5’ un
adaptador conteniendo el codén de iniciacién y la secuencia de
Kozac (Kozac, 1997) a fin de permitir la expresiéon del mismo en un
sistema eucariota.

La expresion in vitro de PHGST#5 fue evaluada mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI) de células COS-7 transfectadas
con el plasmido recombinante con un suero especiflco para la
familia Tc13 (cedido gentilmente por el Dr. O. Campetella, Instituto
de Investigaciones Biotecnolégicas, Universidad Nacional de San
Martin). Se transfectaron monocapas de células COS-7 con pcDNA-
PHGST#5, pcDNA sin inserto como control negativo o el plasmido
pcM[} como control positivo de la transfeccién. Luego de 48 hs las
células fueron fijadas con metanol, realizando posteriormente la
reaccion de IFI con suero normal de conejo o suero anti-Tc13. Sélo
se observaron células positivas con el suero anti-Tc13 sobre las
células transfectadas con pcDNA-PHGST#S5 (Fig. B-9 c¢), indicando la
expresion del antigeno en las mismas, ya que este antisuero no
reaccion6 sobre las células tranfectadas con el plasmido pcDNA sin
inserto (Fig. B-9 b). El suero normal de conejo no reaccion6 sobre
las células transfectadas con pcDNA (no mostrado) o pcDNA-
PHGST#5 (Fig. B-9 a). El control de transfeccion realizado con pcM[}
fue revelado positivamente con un anticuerpo monoclonal anti-f-
galactosidasa (Fig. B-9 d).

La expresion de PHGST#5 también fue evaluada in vivo,

inoculando ratones hembras de la cepa BALB/c por via
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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 relacién a la
expresion in vivo de antigenos clonados en el vector pcDNA (Forg y
col, 1998), los animales se sacrificaron luego de 10 dias de la
inoculacién y la expresion de PHGST#5 fue estudiada mediante IFl
con el suero anti-Tc13 sobre los cortes del misculo inoculado. Los
cortes provenientes de los musculos inoculados con pcDNA-
PHGST#5 presentaron células positivas cuando se revelé con el
suero anti-Tc13, siendo la fluorescencia citoplasmatica con una
cierta acumulacién en la membrana celular (Fig. B-9 f y g). La
expresion citoplasmatica de PHGST#5 fue lo esperado, ya que este
antigeno carece de la porcion N-terminal y por lo tanto del péptido
sefal; mientras que, la fluorescencia observada en la membrana
podria ser explicada por una acumulacién de la proteina foranea
del lado interno de la membrana plasmatica. Los miusculos
inoculados con pcDNA sin inserto no presentaron células positivas
cuando fueron revelados con el suero anti-Tc13 (Fig. B-9 e). Como
control negativo se utilizé6 un suero normal de conejo, el cual no
mostré fluorescencia en ninguno de los casos (resultado no

mostrado).

- La Inmunizacién piasmidica con PHGST#5 no desencadené una
respuesta especifica de anticuerpos:

Luego de confirmar la expresion 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
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inmunizacion plasmidica y posteriormente realizar ensayos de
inmunoprotecciéon. El protocolo de inmunizacién utilizado fue
seleccionado en base a los antecedentes publicados con respecto a
inmunizacién plasmidica en modelo ratén para la infeccién por T.
cruzi (Wizel y col.,, 1998b; Costa y col., 1998).

Los animales recibieron 5 dosis intramusculares de 50
pug/dosis/raton de pcDNA o pcDNA-PHGST#5, se sangraron 12 dias
después de cada dosis y la respuesta especifica de anticuerpos fue
evaluada por ELISA sobre lisados de tripomastigotes. Los ratones
inmunizados con pcDNA-PHGST#5 no presentaron anticuerpos
especiflcos contra el parasito luego de cinco dosis. El valor
promedio de densidad O6ptica 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 crénicos utilizados como control negativo y
positivo, respectivamente presentaron valores dentro del rango
esperado (Fig. B-10 a). La falta de una respuesta humoral especifica
de estos ratones fue confirmada mediante IFI sobre tripomastigotes
y utilizando PHGST#5 recombinante como antigeno en ensayos de
ELISA y “western blot” (resultados no mostrados).

La induccién de anticuerpos especificos por la inoculacion
plasmidica de miembros de la superfamilia de antigenos de
superficie demostrd tener relacién con la cepa de ratén utilizada
en los experimentos y con la presencia o no de las repeticiones C-
terminales en la proteina expresada (Wizel y col.,, 1998; Pereira-
Chioccola y col.,, 1999). la inoculacibn con vacuna de ADN

codificando para el antigeno del grupo 2 TSA-1 con y sin las
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repeticiones logro inducir en ambos casos una respuesta humoral
en ratones de la cepa BALB/c; sin embargo, sélo indujo la
produccion de anticuerpos en la cepa C57/ Bl/6 cuando se inocul6
con las repeticiones (Wizel y col., 1998b).

El fragmento de PHGST#5 inoculado codifica para 45
repeticiones EPKSA, dando origen a una porcién C-terminal de la
proteina muy hidrofilica. Si bien estas repeticiones generan altos
titulos de anticuerpos en otros sistemas (Burns y col.,, 1992), no
presenté estas caracterisiticas cuando la inmunizacién se llevé a

cabo con el ADN codificante en ratones hembras de la cepa BALB/c.

- Los ratones inmunizados con pcDNA-PHGST#5 presentaron una ieve
respuesta de hipersensibilidad retardada contra la proteina recombinante
MBP-PHGST#5:

Para estudiar la respuesta celular especifica generada por los
ratones sometidos a inmunizacién plasmidica, los mismos fueron
inoculados en la almohadilla plantar con la proteina recombinante
MBP-PHGST#5. Dicho antigeno fue electroeluido para evitar
respuestas generadas por proteinas bacterianas contaminantes, ya
que los sueros de los ratones inmunizados con pcDNA-PHGST#5
evaluados por ensayos de "western blot" presentaron reactividad
contra una proteina de E. coli (resultado no mostrado). El indice de
induracion de la pata inoculada fue calculado a las 24 y a las 48 hs
post-inoculaciéon. El indice de induracién de los animales
inmunizados con pcDNA-PHGST#5 fue un 9.1 % mayor al de los
ratones inmunizados con pcDNA sin inserto tanto a las 24 como a

las 48 hs (Fig. B-10 b). Si bien existe una leve diferencia entre el



indice de induracion de los animales inoculados con pcDNA y
pcDNA-PHGST#S5, los valores elevados obtenidos en los ratones
controles inoculados con pcDNA (un indice 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
region plantar posiblemente generado por trazas de acrilamida y/o

SDS en la preparacion antigénica (Fig. B-10 b).

-Los ratones inmunizados con pcDNA-PHGST#5 presentaron una
reduccién significativa de la parasitemia luego del desafio con formas
infectantes dei parasito:

Los grupos de ratones inmunizados con pcDNA y pcDNA-
PHGST#5 y un grupo control sin inmunizar se desafiaron con
tripomastigotes saguineos de la cepa Tulahuén. Las parasitemias
fueron positivas a partir del dia 7 post-infeccién en todos los
grupos. Hasta el dia 25 post-infeccidn los ratones inmunizados con
pcDNA-PHGST#5 presentaron parasitemias significativamente
menores que los ratones sin inmunizar; mientras que, hasta el dia
17 post-infecciéon la disminucién fue significativa con respecto al
grupo inmunizado con pcDNA (Fig. B-11). El grupo control sin
inmunizar presentdé el pico de parasitemia en el dia 17 post-
infeccién, mientras que los grupos inmunizados con pcDNA y
pcDNA-PHGST#5 mostraron el pico entre los dias 28 y 32 post-
infeccibn, no observandose en este momento diferencias
significativas entre los tres grupos. A partir del dia 34 post-
infeccién la disminucién 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 reduccion de la parasitemia en el grupo inmunizado
con pcDNA en algunos puntos de la curva puede explicarse por los
efectos inmunoestimuladores atribuidos a los motivos CpG no
metilados presentes en las secuencias de ADN plasmidico
(Tokunaga y col., 1984). Los motivos CpG favorecen la secrecién
de citoquinas de tipo Thl (Klinman y col., 1996; Chu y col., 1997),
las cudles son muy importantes para la infeccién por T. cruzi
(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/5 en el dia 17 post-infeccién). Sin
embargo, para evaluar la sobrevida producida por la inoculacién
plasmidica de PHGST#5, en experimentos posteriores sera
necesario aumentar el niumero de animales y desafiar con mayor
numero de parasitos, de forma tal de lograr una mayor mortalidad

en el grupo control.

- La inmunizacién plasmidica con PHGST#5 produjo una disminucién de
la inflamacion y parasitismo tisuiar en miocardio y musculo esqueiético:

Los animales que sobrevivieron a la etapa aguda de la infeccion
fueron sacrificados a las 14 semanas post-infeccion con el objeto de
realizar un estudio patolégico de miocardio, musculo esquelético,
higado y bazo, dado que en estos 6rganos se suele alojar la forma
amastigote del parasito.

El analisis histolégico de los corazones mostré 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, sélo el 20% de los ratones
inmunizados con pcDNA-PHGST#5 presenté lesiones de grado leve
(Tabla 1).

El analisis del parasitismo tisular de las células de corazén
mostro que al menos el 80% de los ratones de los grupos controles
tevieron nidos de amastigotes, a diferencia del grupo inmunizado
con pcDNA-PHGST#5, en el cual sélo el 20% de los animales
present0 parasitos en el miocardio (Tabla 2).

El estudio de la inflamacién y del parasitismo tisular del masculo
esquelético, principal 6rgano blanco de la cepa Tulahuén (Pizzi y
Prager, 1952; Taliaferro y Pizzi, 1955), también mostré una
disminucién de la infeccion tisular y de la patologia provocados
por T. cruzi.

Es importante destacar la observacién de un mayor grado de
lesiones tisulares en miuasculo esquelético en los ratones
inmunizados con pcDNA con respecto al grupo control, ya que el
50% del grupo control sin inmunizar presenté inflamacion leve y el
25% moderada, mientras que el 80% de los ratones inmunizados
con pcDNA presentaron inflamacién moderada (Tabla 1). Este
resultado fue llamativo teniendo en cuenta la disminucion
significativa de la parasitemia durante la fase aguda en los ratones
inmunizados con pcDNA (Fig. B-11). Al analizar el parasitismo
tisular en musculo esquelético, también se observé este efecto, ya
que el 60% de los ratones inmunizados con pcDNA presenté nidos
de amastigotes en comparacion con un 50% en el grupo control y
un 40% en el grupo inmunizado con pcDNA-PHGST#5 (Tabla 2).

Todos los animales mostraron lesiones en el higado 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 érganos, solo el 20%
del grupo inmunizado con pcDNA presenté nidos de amastigotes
(Tabla 2).

En conclusion, el analisis conjunto de la reaccién inflamatoria y
del parasitismo tisular determiné una disminucién de la patologia
e infeccién por el parasito en miocardio, musculo esquelético,
higado y bazo en el grupo de ratones que fue sometido a la
inmunizacion plasmidica con PHGST#5. La exacerbaciéon de las
lesiones y el parasitismo tisular en los 6rganos estudiados en el
grupo inmunizado con pcDNA en comparacién con el grupo sin
inmunizar no condice con las curvas de parasitemia observadas
para ambos grupos en la fase aguda de la infeccién (Fig. B-11), si
bien aun resta evaluar si esto podria deberse a algan efecto toxico

del lote de pcDNA inoculado.
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TABLA 1: Estudio histopatologico en diferentes 6rganos de

ratones

infectados crénicamente por T. cruzi:

inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5

INMUNIZACION LESION MIOCARDIO MUSCULO HIGADO/
TISULAR® ESQUELETICO BAZO
ausente 1/4 (25%)° 1/4 (25%) 0/4 (0%)
SIN INMUNIZAR leve 2/4 (50%) | 2/4 (50%) | 2/4 (50%) |
= = . (8 il
moderada 1/4 (25%) 1/4 (25%) 2/4 (50%)
ausente 0/5 (0%) 1/5 (20%) 0/5 (0%)
pcDNA  leve 3/5(60%) | 0/5(0%) | 3/5 (60%)
"~ moderada | 2/5 (40%) | 4/5 (80%) | 2/5 (40%)
ausente 4/5 (80%) 0/5 (0%) 0/4 (0/)
pcDNA-PHGST#S ~ leve | 1/5(20%) | 5/5 (100%) | 4/4 (100%) |
moderada 0/5 (0%) 0/5 (0%) | 0/4 (0%)
a2 Grado de las lesiones tisulares: ausente: ausencia de infiltrado
inflamatorio; leve: escasos focos de infiltracién mononuclear,
moderado: infiltrados inflamatorios confluentes.

> n° de ratones con o sin lesiones histologicas

(% ratones con o sin lesiones).

/n° ratones totales
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TABIA 2: Parasitismo tisular en diferentes 6rganos de

ratones

infectados crénicamente por T. cruzi:

inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5

INMUNIZACION | PARASITISMO | MIOCARDIO MUSCULO HIGADO/
TISULAR® ESQUELETICO BAZO
ausente 0/4 (0%)® 2/4 (50%) 4/4 (100%)
SIN INMUNIZAR leve 4/4 (100%) | 2/4 (50%) 0/4 (0%)
~ moderado | 0/4 (0%) - 0/4 (0%) | 0/4 (0%)
ausente 1/5 (20%) 2/5 (40%) 4/5 (80%)
pcDNA  leve  4/5(80%) | 3/5(60%) | 1/5 (20%)
moderado 0/5 (0%) | 0/5(0%) | 0/5 (0%
ausente 4/5 (80%) 3/5 (60%) 4/4 (100%)
pcDNA-PHGST#S | leve | 1/5 (20%) 2/5 (40%) 0/4 (0%)
 moderado | 0/5(0%) | 0/5(0%) | 0/4 (0%) |
a’ Grado de parasitismo tisular: ausente: no tiene nidos de

amastigotes,

nidos de amastigotes.

b n° de ratones con O sin parasitismo tisular /n° ratones totales (%
ratones con O sin parasitismo tisular)

leve: de 1 a 3 nidos de amastigotes,

moderado: de 3 a 6
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- La inmunizacién con MBP-PHGST#5 recombinante produjo respuesta
humoral y celuiar especifica:

La proteina de fusion MBP-PHGST#S5 purificada a través de una
columna de amilosa se utiliz0 en ensayos de inmunizaciéon de
ratones machos de la cepa BALB/c a fin de estudiar la respuesta
inmune generada por dicho antigeno y su efecto protector. Los
animales recibieron 5 dosis de 50 ug/dosis/ratén de MBP-PHGST#5
o0 MBP como control negativo, utilizando Bordetella pertussis como
adyuvante. El protocolo de inmunizaciéon seleccionado se bas6 en
este caso, en la experiencia que contaba el laboratorio en
experimentos de inmunoproteccién con fracciones purificadas y
proteinas recombinantes (Ruiz y col., 1986; Esteva y col., 1995).

La produccién de anticuerpos especificos por los ratones
inmunizados fue evaluada mediante ELISA utilizando como
antigenos MBP-PHGST#S5, MBP o lisados de tripomastigotes. Cuando
se utiliz6 MBP-PHGST#5 y MBP como antigenos se realiz6 una
competencia de los sueros con exceso de MBP con el objeto de
disminuir la reactividad de los mismos contra esta porcion de la
proteina recombinante y detectar sélo los anticuerpos especificos
contra PHGST#5. Los ratones inmunizados con la proteina MBP-
PHGST#5 mostraron reactividad tanto contra MBP-PHGST#5 como
contra tripomastigotes, mientras que no reaccionaron con MBP.
Los sueros de los ratones inmunizados con MBP presentaron una
muy alta reactividad contra MBP, mientras que contra MBP-
PHGST#5 la reactividad fue un 54% menor que Ia presentada por
los sueros de los ratones inmunizados con la proteina de fusion.

Estos sueros no reaccionaron contra tripomastigotes (Fig. B-12 a).
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Como controles positivos se utilizaron un suero de conejo anti-
Tcl3 y sueros de ratones crénicos, los cuales reaccionaron
positivamente con MBP-PHGST#S y con tripomastigotes pero no
contra MBP. Los controles negativos tanto de conejo como de ratén
no fueron reactivos contra ninguno de los antigenos (Fig. B-12 a).

Para investigar la inmunidad mediada por células producida por
los ratones inmunizados con la proteina recombinante, los ratones
fueron inoculados en la almohadilla plantar con lisados de
tripomastigotes sanguineos. Los ratones inoculados con MBP-
PHGST#5 mostraron hipersensibilidad retardada a la inoculacién
del parasito por via intradérmica, presentando un indice de
induracién significativamente mas alto que los inmunizados con
MBP a las 24 hs post-inoculacion. A las 48 hs ya no hubo
diferencias entre ambos grupos (Fig. B-12 b).

- La inmunizacién con MBP-PHGST#5 produjo una disminucién de ia
parasitemia luego del desafio con tripomastigotes metaciclicos con
respecto al grupo inmunizado con MBP:

Con el fin de evaluar la capacidad inmunoprotectora del
antigeno PHGST#5 recombinante, los ratones inmunizados con
MBP-PHGST#5, MBP y un grupo control sin inmunizar fueron
desafiados con tripomastigotes metaciclicos 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 dia 13 post-infeccién en todos los grupos.
Los ratones inmunizados con MBP-PHGST#5 presentaron

parasitemias significativamente mas bajas con respecto al grupo
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inmunizado con MBP hasta el dia 16 y alrededor del dia 30 post-
infeccion, lo cual coincidié con los inicios de la infeccién y el pico
de parasitemia, respectivamente (Fig. B-13). 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 observé 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 dia 21 post-infeccién, no fue posible
interpretar los resultados obtenidos. Las causas del retraso en la
aparicion del pico de parasitemia (alrededor del dia 30 post-
infeccidén) y la ausencia de mortalidad en los grupos controles son
dificiles de establecer. Sin embargo, cabe mencionar que en estos
experimentos el desafio fue realizado 13 dias mas tarde con
respecto al protocolo convencional (Ruiz y col., 1986; Esteva y col.,
1995), con lo cual, podria sugerirse al respecto que los ratones
serian mas resistentes a la infeccién. Serd necesario establecer en
futuros ensayos si se requiere un indculo con mayor numero de
parasitos para obtener el grado de mortalidad requerido para
evaluar el efecto de la inmunizacion en la sobrevida.

El grupo de ratones inmunizados con MBP-PHGST#5 presentd un
20% de mortalidad. Este 20% correspondié a los 2 ratones de un
total de 10 que alcanzaron mayores parasitemias (> a 5.8 x 109%),
los cuales murieron en los dias 20 y 34 post-infeccién. Es
importante mencionar que la inoculacién con el antigeno TSA-1
produce una mortalidad del 100% luego del desafio con T. cruz,

mientras que el 70% de los ratones desafiados sobreviven cuando
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se inmunizan con este antigeno sin las repeticiones C-terminales
(Wrightsman y col.,, 1994). Si bien es necesario repetir estos
experimentos a fin de evaluar si la inmunizacién con PHGST#5
recombinante aumenta la mortalidad luego del desafio, podria
sugerirse que las repeticiones de Tcl3 estarian de alguna forma
afectando el montaje de una respuesta inmune protectora contra el
parasito. La realizacibn de los ensayos de inmunoproteccion
inoculando PHGST#5 con y sin repeticiones EPKSA podria

determinar la veracidad de esta hipétesis.
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Figura B-9: Expresion de PHGST#5 en sistemas eucariotas

in vitro e in vivo



Expresion de PHGST#5 en sistemas eucariotas in vitro e in vivo:

La expresion de PHGST#S en un sistema eucariota in vitro fue
evaluada mediante transfeccion de monocapas de células COS-7
con los plasmidos pcDNA (b) y pcDNA-PHGST#S (a y c). Las
células fueron fijadas con metanol 48 hs después de la
transfeccion y reveladas con suero de conejo anti-Tc13 (byc) o
suero normal de conejo (a) utilizando un anticuerpo anti-IgG de
conejo conjugado con fluoresceina. Como control positivo se
transfecté con el plasmido pcMf y se revelé con un anticuerpo
monoclonal anti-f-galactosidasa (d).

La expresion de PHGST#5 in vivo fue evaluada mediante la
inoculacion de 30 pg de pcDNA (e) o pcDNA-PHGST#S (fy g) en
ratones hembras de la cepa BALB/c en el musculo Tibialis
anterioris. Diez dias post-inoculacién los animales fueron
sacrificados y los cortes de los musculos 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 teiiidas en su citoplasma, mientras que en g) se muestra
un corte longitudinal con algunas células con tincién
citoplasmatica con acumulaciéon en la membrana plasmatica.
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Figura B-10: Respuesta humoral y celular generada por los
ratones inmunizados con PHGST#5 plasmidico



Respuesta humoral y ceiular generada por los ratones inmunizados con
PHGST#5:

a) Respuesta de anticuerpos anti-T. cruzi en los ratones
inmunizados. El titulo de anticuerpos especificos en los sueros de
los ratones inmunizados con cinco dosis de 50 pug de pcDNA o
pcDNA-PHGST#5 fueron evaluados mediante la técnica de ELISA
utilizando lisados de tripomastigotes como antigeno. La figura
muestra un experimento representativo utilizando “pooles” de
sueros diluidos 1/100. Como control positivo se utilizé un “pool”
de sueros de ratones crénicos y como control negativo un “pool”
de sueros de ratones normales.

b) Respuesta de hipersensibilidad retardada en los ratones
inmunizados. Veinticinco dias después de la udltima dosis se
evalud la respuesta de hipersensibilidad retardada producida por
los ratones inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5 luego de
24 y 48 hs de la inoculacion de MBP-PHGST#5 en la almohadilla
plantar. La reaccién cutanea fue medida con un calibre y el indice
de induracion fue calculado como la relacién de la induracién de
la pata a las 24 o 48 hs con respecto a la medida de la misma
antes de la inoculacion. El grafico muestra las medias +/- error
standard de la media.
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Figura B-11: Curva de parasitemia de los ratones sometidos a

inmunizacion plasmidica con PHGST#5 luego del desafio con
tripomastigotes sanguineos:

Treint y cinco dias después de la ultima dosis los ratones inmunizados con pcDNA
( —&— ) y pcDNA-PHGST#5 ( —=— ) y un grupo control sin inmunizar ( —e— ) fueron
desafiados con 2x103 tripomastigotes sanguineos 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#5 con respecto al grupo inmunizado
con pcDNA. +, indica que la parasitemia fue significativamente menor en el grupo
inmunizado con pcDNA-PHGST#5 con respecto al grupo sin inmunizar. », indica que la
parasitemia fue significativamente menor en el grupo inmunizado con pcDNA con
respecto al grupo sin inmunizar. El grafico muestra las medias +/- error standard de la
media. Las diferencias se consideraron significativas con un P<0.05.
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Figura B-12: Respuesta humoral y celular generada por los
ratones inmunizados con PHGST#5 recombinante



Respuesta humoral y celular generada por los ratones inmunizados con
PHGST#5 recombinante:

a) Deteccién de niveles de anticuerpos especificos 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
antigenos MBP-PHGST#5, MBP o lisados de tripomastigotes. En la
figura se muestra un experimento representativo utilizando
“pooles” de sueros de los ratones inmunizados con cinco dosis de
las proteinas recombinantes. En los ensayos sobre MBP-PHGST#5
y MBP los sueros de raton fueron diluidos 1/200 con competencia
con MBP (20 pg/ml). Sobre los tripmastigotes los sueros de ratén
fueron diluidos 1/100. Como controles positivos se utilizaron un
suero de conejo anti-Tcl3 y un “pool” de sueros de ratones
cronicamente 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 especifica en los ratones inmunizados con
PHGST#5 recombinante. La respuesta de hipersensibilidad
retardada producida por los ratones inmunizados con MPB vy
MBP-PHGST#5 fue evaluada luego de 24 y 48 hs de la inoculacién
de lisados de tripomastigotes en la almohadilla plantar. La
reaccion cutanea fue medida con micrometro y el indice de
induracion fue calculado como la relacién de la induracién de la
pata a las 24 o 48 hs con respecto a la medida de la misma antes
de la inoculacion. El * indica que la induracion a las 24 hs post-
inoculacion es significativamente mayor en el grupo inmunizado
con MBP-PHGST#5. El grafico muestra las medias +/- error
standard de la media. Las diferencias se consideraron
significativas con un P<0.05.
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Figura B-13: Curva de parasitemia de los ratones inmunizados con
PHGST#5 recombinante luego del desafio con tripomastigotes
metaciclicos:

Los ratones inmunizados con MBP (—@— ) y MBP-PHGST#5 ( —ll—) fueron desafiados
con 1x103 tripomastigotes metaciclicos de la cepa Tulahuén 43 dias después de la
ultima 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 grafico muestra las medias +/- error
standard de la media. Las diferencias se consideraron significativas con un P<0.05.
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1) MEDIOS Y SOLUCIONES:

- Buffer de siembra para geles de proteinas (BS): Tris-HCl 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 CINa, 0.2 gr Kcl, 1.15 gr Na,HPO,, 0.2 gr KH,PO,

- PBS-5% leche: PBS con 5% p/v de leche descremada

- PBS-1% leche: PBS con 1% p/v de leche descremada

- SSC 20x: 3 M CINa, 0.3 M Na, citrato pH=7

- SM: Tris-HCI 10 mM pH=7.5, 0.1 M CINa, 10 mM MgSO,, 0.01 % p/v
de gelatina

- TBE 10x (1 litro) 108 gr Tris base, 55 gr acido bérico, 40 ml EDTA
pH=8

- TBS 10x: 0.25 M Tris-HC1 pH=8, 9% p/v NaCl

- TBS-5% leche: TBS 1x con 5% p/v de leche descremada

- TBS-19% leche: TBS 1x con 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 dias a 28 °C en un
medio monofasico axénico conteniendo 5 g/l de extracto de higado
(Inorp); 4 g/1 de extracto de corazon (Inorp); 3 g/1 de extracto de carne
(Inorp); 3 g/l de extracto de levadura (Difco); 9 g/l de Triptosa (Difco); 4
g/1 de Dextrosa (Mallinckrodt, EEUU); 10g/1 de Na2HPOg4; 4 g/1 de KCI,; 4

g/1 de NaCl; 0.02 g/1 de Hemina (Sigma, EEUU).
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Los tripomastigotes del clon CL Brener de T. cruzi se cultivaron en
monocapas de células musculares embrionarias bovinas (BESM) con
RPMI 1640 (Gibco, EEUU) suplementado con 10 % v/v de suero fetal
bovino.

Los tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuén stock Tul 2 se
mantuvieron por pasajes seriados en ratones de la cepa BALB/c.

Los tripomastigotes metaciclicos de la cepa Tulahuén stock Tul 2 de
T. cruzi fueron obtenidos de las heces de Triatoma infestans,

previamente alimentadas de ratones BALB/c infectados.

2.2- Preparacion de Homogenato Total (HT) y Fraccién Soluble
(FS) de epimastigotes:

La disrupcion de los epimastigotes de la cepa Tulahuén fue llevada a
cabo por presion y descompresion en un fraccionador de células Sorvall-
Ribi Modelo Rf—1 (Ivan Sorvall Inc, Norwalk, CT, EEUU). El homogenato
total obtenido se denominé HT (Segura y col., 1974). En los casos que se
utilizé la fraccién soluble (FS) del parasito, con excepcién de los
experimentos en que se midié actividad de GST, ésta resultd ser el

sobrenadante de la centrifugaciéon a 105.000 g del homogenato total.

2.3- Preparacién de la fraccion 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 lavé dos veces con Tris 0.1M pH=7.2, CINa 0.075 M y
posteriormente se resuspendié en 1 ml de buffer fosfato de potasio 0.1
M pH=6.5 conteniendo 0.5 mM de PMSF, 1 mM de TLCK y 0.1 mM de

EDTA por gramo de parasitos. Se sonicdé 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 parasitos enteros por microscopio éptico. El sonicado
se centrifugd en microcentrifuga a 10.000 x g a 4 °C y el sobrenadante
obtenido se centrifugd dos veces durante una hora y media a 105.000 x
g. La fraccion soluble obtenida present6é una concentracion de 16 a 28

mg/ml medida por método de Lowry (Lowry y col., 1951).

2.4) Preparacion de iisados de tripomastigotes:

Los tripomastigotes provenientes de cultivos celulares se lavaron con
PBS y se resuspendieron en este mismo buffer a una concentracién
aproximada de 1 x 10’ parasitos/ml. Los tripomastigotes se rompieron
por congelamiento y descongelamiento hasta no observarse parasitos
enteros por microscopio Optico. La concentracién de proteinas en el

lisado fue determinada por el método de Bradford.

3) MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GST:

La actividad de GST fue realizada en un volumen final de 1 ml de
buffer fosfato de potasio 0.1 M pH=6.5, S mM GSH y 1mM CDNSB,
agregando de 2 a 6 mg de fraccidén soluble de T. cruzi en un volumen
maximo de 400 ul o 30 ug de la fraccién PHGST. La formacién del
conjugado GSH-CDNB fue medida espectrofotométricamente a 340 nm.
La reaccion se llevo a cabo de la siguiente manera: en un primer paso se
mezclaron el buffer, la fraccién proteica (la misma cantidad de buffer
en el blanco) y el CDNB; luego se centrifugé a 4 C durante 5 minutos a
13500 rpm en microcentrifuga (de esta manera se precipitan las
proteinas que pudieron ser desnaturalizadas al agregar el CDNB, el cual
esta disuelto en etanol); posteriormente se traslad6 el sobrenadante a

las cuvetas, se llevod la densidad 6ptica a 340 nm a cero con el blanco y
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se inicié la reaccion con el agregado del GSH en ambas cuvetas. La
densidad optica se registré6 cada minuto durante diez minutos, siendo
lineal durante este tiempo. Como control negativo se utilizé la misma
fraccién proteica tratada a 90 C durante dos minutos. El coeficiente de

exticién molar utilizado fue 9.6 cm™ mM™* (Habig y col., 1974).

4) OBTENCION DEL SUERO ANTI- GSTsj:

La GSTsj expresada por el plasmido pGEX1 en E coli DHS-afue
purificada mediante cromatografia de afinidad con GSH-agarosa
(Sigma, EEUU) (Smith y Johnson, 1988). Dicha proteina se utilizé para

inocular tres conejos con el siguiente esquema de inmunizacion:

DOSISmg GSTSj  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 titulo de anticuerpos fue testeado por ELISA sobre GST Sj y sobre
HT de T. cruzi. Como control negativo se utilizé6 un suero de conejo
normal (SCN) y como control positivo un suero de conejo anti-GST S§j

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 IgG del suero de conejo anti-GSTsj fue purificada por
cromatografia de afinidad por proteina A-Sepharosa (Pharmacia, Suecia)
y acoplada a Sepharosa activada con bromuro de ciandgeno
(Pharmacia, Suecia) segun Ias especificaciones del proveedor.

La FS de epimastigotes de T. cruzi se diluy6 a 2 mg/ml en Tris 0.05M
pH=8.3, cloruro de sodio 0.15 M conteniendo 50 pug/ml de TLCK y se
incub6é con la resina anti-GSTsj- Sepharosa durante toda la noce en
rotacion a 4 °C. Se lavé con el mismo buffer hasta una DO a 280 nm
menor a 0.02 y se eluyé con glicina 0.2M pH=2.3, recogiendo fracciones
de 1 ml y neutralizando instantaneamente con 60 pl de Tris 2M
pH=8.8. La fraccion obtenida se sometié a electroforesis en gel de
poliacrilamida 12% con SDS y se visualiz6 mediante tincién con
coomassie brillant blue.

Para realizar la secuencia N-terminal de las proteinas, la fraccién
PHGST fue diluida en Tris 50 mM pH=6.8, 5% p/v de SDS, 25% p/v de
sacarosa, 0.01% de azul de bronofenol y hervida durante 3 min. Luego
se sembro en un gel de poliacrilamida 129% con 0.2% de SDS y se corrio a
150 volts con el buffer standard conteniendo 0.2% de SDS y colocando
0.1 mM de tioglicolato en el reservorio superior de la cuba. La
electrotransferencia a membranas de PVDF se realiz6 en la cuba
MiniProtean II (BioRad, EEUU) utilizando como buffer Tris 10 mM,
glicina 100 mM y 10 % de metanol. Al terminar la transferencia las
membranas se colocaron en 20 % de metanol y las bandas proteicas se
visualizaron por transiluminacién. Las porciones de membrana
conteniendo las proteinas transferidas fueron escindidas y enviadas al
Laboratorio Nacional de Investigacién y Servicios en Péptidos y Proteinas

(CONICET-UBA) para realizar la secuencia del extremo N-terminal.
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6) DESCRIPCION DE LAS GENOTECAS DE T. CRUZIUTILIZADAS:

6.1- Biblioteca gendmica de ia cepa Tulahuén de T. cruzl:

La biblioteca genémica fue construida en el vector AZAPII (Stratagne,
EEUU) a partir de fragmentos de ADN total 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 resultd en 8 x10° clones individuales con un

99.4 % de recombinantes (Baa y col., 1999).

6.2-Biblioteca de ADNc del clon CL Brenerde T. cruzi:

La biblioteca de ADNc fue construida a partir de ARNm de
epimastigotes del clon CL Brener de T. cruzi y normalizada. Esta
genoteca fue distribuida a los grupos de secuenciacién 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
seccién de ESTs. Los clones de ADNc correspondientes a 1a TcGRX, 19h22
y 44h9, se solicitaron a la Dra. Lena Aslund de la Universidad de

Uppsala, Suecia (Porcel y col., 2000).

6.3- Biblioteca gen6mica del clon CL Brener de T. cruzi:

La biblioteca gendmica fue construida en césmidos a partir del ADN
total del clon CL Brener de T. cruzi. Esta genoteca contiene 36.864
clones de c6smidos recombinantes independientes con un tamano de
aproximadamente 37 kba que cubren 25 equivalentes genémicos (Hanke
y col., 1996). Los clones 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 Analisis de Genomas, (Deutsche Krebsforschungszentrum,
DKFZ), Heidelberg, Alemania (Hanke y col., 1997).

7) DETECCION DE CLONES EN LAS GENOTECAS:

7.1- Rastreo inmunolégico con suero de conejo anti-GSTsj:

La busqueda de los clones de bacteridéfagos recombinantes que
expresan antigenos reconocidos por el suero anti-GSTsj se realizé sobre
1a biblioteca genémica de la cepa Tulahuén de T. cruzi construida en el
vector de expresion AZAP II. Los fagos se crecieron en la bacteria E. coli
XL-1 Blue a 42 °C durante aproximadamente 3 hs hasta observar la
apariciéon de playas de lisis. La expresién y transferencia de las
proteinas de fusidén se realizdé 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-galactopiranésido
(IPTG). Los filtros con las proteinas adsorbidas se lavaron con TBS
durante 10 min con agitacién y se bloquearon con TBS-5% leche
durante una hora con agitacién 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 NC obtenido por transferencia de un césped
de bacterias infectado con AZAP II salvaje, de forma de eliminar los
anticuerpos dirigidos contra las proteinas bacterianas y virales. Los
lavados se efectuaron con TBS 3 veces durante 10 min con agitaciéon a
temperatura ambiente. Como segundo anticuerpo se utiliz6 una anti-
inmunoglobulina de conejo acoplada a la enzima peroxidasa (Vector,
EEUU) diluida 1/500 en TBS-1% leche durante 1 h. Luego de los lavados
en TBS, las NC se transfirieron al sustrato adecuado para el desarrollo

del color: a-cloro naftol 0.5 mg/ml, H,0, 0.025% en TBS conteniendo



Materiales v Métodos - 141

0.96% de metanol. Una vez alcanzado el nivel de coloracién deseado la
reaccion se detuvo sumergiendo las NC en agua destilada.

Las playas de lisis que resultaron positivas fueron nuevamente
sometidas al mismo procedimiento. Los clones sucesivamente
purificados por plaqueo y deteccion por anticuerpos, fueron
mantenidos en soluciones madres de alto titulo en medio SM a 4 °C. La
pureza y presencia de un inserto de ADN en los clones detectados se
determiné mediante el crecimiento de los mismos en presencia de IPTG
como inductor y X-gal como sustrato de la B-galactosidasa (Sambrook y
col., 1989).

7.2- Rastreo de la biblloteca genémica del clon CL Brener de T.
cruzl con sondas radiomarcadas:

Se marcaron de 50 a 200 ng del ADN a ser utilizado como sonda
(fragmento amplificado con los iniciadores JS1 y JS2 a partir del ADNc
19h22 6 el fragmento obtenido por la digestion del clon PHGST#5 con la
enzima Sacl) con a-P*? dCTP mediante sistemas de marcacién con
iniciadores de 6 o 10 bases al azar (“random priming”). Luego de la
cuantificacion de la actividad especifica del ADN marcado, los filtros
conteniendo la genoteca de césmidos grillada se prehibridaron en 0.5
M fosfato de sodio, pH 7.2, 1mM EDTA, 7 % SDS, 0.1 mg/ml tRNA de
levadura, a 65°C, y luego se hibridaron en las mismas condiciones con
una concentracion de las sondas macadas de 1 Mcpm/ml durante toda
la noche en un horno Micro 4 oven (Hybaid, Reino Unido). Los filtros
se lavaron en 0.04 M fosfato de sodio, pH 7.2, 0.1 % SDS y se expusieron

a filmes de rayos X a -70 °C, utilizando pantallas intensificadoras.

8) CARACTERIZACION DE LOS GENES OBTENIDOS:
8.1- Secuenclacion del ADN:
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El ADN utilizado para secuenciacién se purificé con el kit Wizard
para minipreparaciones de ADN (Promega, EEUU) segun las
especificaciones del proveedor. Se secuenciaron ambas cadenas de ADN
usando el kit Big Dye Fluorescent Terminator (Perkin Elmer, EEUU) en un
secuenciador automatico ABI 377 (Perkin Elmer, EEUU). Los
oligonucleétidos utilizados para las secuencias fueron los siguientes:

Secuencia de ADNc 19h22 y 44h9:

JS1 5’ gagcggataacaatttcacacagg 3’

JS2 5’ gccagggttttcccagtcacga 3'

Secuencia genémica del gen TcGRX:
TcGRX.For.PCR 5’ cacatggttttgggtaaggg 3’
TcGRX.Rev.PCR 5’ cagcctctcatgctcaccg 3’
TcGRX.Rev 5’ gtgcegegttgactctte 3’
TcGRX3'UTR 5’ ggacaccgcgtctatgaag 3’

Secuencia del clon PHGST#5 y gen Tc13CL:
BTR (Sang y Thompson, 1994)
BTF (Sang y Thompson, 1994)

Oligo10R 5’ ggtccagtgctgttgaccg 3’
Oligo 190 5’ gcgtgtggagcaactcattg 3’
Oligo 515 5’ gggccgcgaaggacaat 3’
Oligo 540R 5’ tgagctgcattttcccaagge 3’
Oligo 800 5’ gcaaactatgggtttactcttgc 3’
Oligo 900 5’ ctcctgggactgtegtac 3’
Oligo 1220 5’ gcgagtaaagtcaccattcc 3’

8.2- Experimentos de “southern blot”:
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El ADN de epimastigotes de la cepa Tulahuén y del clon CL Brener
deT. cruzi fue obtenido por métodos convencionales (Sambrook y col.,
1989). Cinco pg de ADN de la cepa Tulahuén fue sometido a digestiéon
parcial por la enzima Pst durante 1 y 4 hs y a digestién 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 EcoR],
BamHI y Sacl. El ADN de T. cruzi digerido fue sometido a electroforesis
en gel de agarosa al 1 % p/v con la metodologia standard y luego fue
depurinizado en HC1 0.25 M, desnaturalizado en NaOH 0.5 M, NaCl 1 M
y neutralizado en Tris 1 M, pH 8.0. H ADN fue transferido durante
toda la noche a membranas de nylon (Biodyne A, Pall BioSupport,
EEUU) segin métodos convencionales (Southern, 1975) en solucién SSC
2X. El ADN transferido a las membranas de nylon se lavé con SSC 2X y
se fij6 durante 2 hs a 80 °C.

La sonda utilizada, el fragmento amplificado con los iniciadores JS1
y JS2 a partir del ADNc 19h22, fue radiomarcada e hibridada segun las

condiciones descriptas en la seccién 7.2 de “Materiales y métodos”.

8.3 Preparacion e hibridacion de “cromobilots”:

Los epimastigotes del clon CL Brener y de la cepa Tulahuén de T.
cruzi fueron incluidos en bloques de agarosa conteniendo de 1 x10° a 20

x10° parasitos (Henriksson y col., 1993). Para evaluar la estabilidad del
cariotipo los epimastigotes de la cepa Tulahuén fueron tomados a
distintos dias de un cultivo asincrénico 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 % en tampé6n 0.5 X TBE a
14 °C, utilizando un equipo Bio-Rad Cheff Mapper (Bio Rad, EEUU).

~ondicidn d q enores 2 1000 Kph:
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Pulso inicial: 100 seg

Pulso final: 50 seg

Corrida electroforética: 175 Volts durante 40 hrs

1° etapa: pulsos de 70 sega 180V, durante 18 hrs.

2° etapa: pulsos de 150 seg a 180V, 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 parasitos de la cepa Tulahuén asincrénicos y
sincronizados con hidroxiurea fueron gentilmente cedidos por el Dr.
Mario Galindo de la Universidad de Medicina, Santiago de Chile, Chile.

La hibridacién de los “cromoblots” con las sondas radiomarcadas fue
realizado segun el procedimiento descripto en la seccién 7.2 de

“Materiales y métodos”.

8.4- Reaccion de polimerasa en cadena (PCR):

La obtencion de la sonda 19h22, la amplificacién del gen TcGRX, la
confirmacién de los clonados en los distintos vectores y la
amplificacién con un iniciador especifico de la familia Tc13 a partir de
los fagos recombinantes aislados con el suero anti-GSTsj se realizaron
siguiendo la metodologia convencional de la técnica de amplificacion
del ADN por la enzima Taq Polimerasa (PCR).

La técnica se efectud utilizando como templado una infima porcion
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 CIK y 0.01% Tween 20). Los iniciadores
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especificos utilizados para cada caso fueron los siguientes (ver
secuencias en seccion 8.1):

Obtencion de la sonda 19h22 y confirmaciéon de clonados en vector
T: JS1y JS2

Amplificacién del gen TcGRX: TcGRX.For.PCR y TcGRX.Rev.PCR

Confirmacion de clonados en el vector pQE: pQEFor y pQERev
(Qiagen, EEUU)

Confirmacioén del clonado de PHGST#S en vector pMAL: 540R y
pMALFor (New England Biolabs, EEUU)

Confirmaciéon del clonado de PHGST#5 en el vector pcDNA:
pcDNAFor (Invitrogen, EEUU) y 540R

Amplificacién de los fagos reconocidos por el suero anti-GSTsj: BTF y
10R, BTF y 540R

La mezcla de reaccion se compuso de 10 pmoles de cada iniciador,
2.5 U de enzima Tag ADN polimerasa (Promega, EEUU), 2 mM de
dinucleétidos fosfatos y15S mM de MgCl, en el buffer de reaccién
suministrado por el proveedor. El ADN se amplific6 en un ciclador
Genius (Techne, EEUU) con un total de 25 a 35 ciclos en las siguientes
condiciones: desnaturalizacién a 94 °C 1-2 min; anillado de los
oligonucleotidos a 55- 60 °C durante 1 min y extensién a 72 °C de 2 a
3 min. La extension final se realiz6 durante 3 a 7 minutos a 72 °C.
Finalizada la amplificacién, las muestras fueron sometidas a
electroforesis en gel de agarosa al 1 % p/v, visualizandose los productos
de amplificaciéon bajo luz ultravioleta por tincién con bromuro de
etidio. Un patrén 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 amplificacién de fragmentos de ADN a subclonar en
plasmidos de expresiéon se utiliz6 como enzima amplificadora la Pfu
DNA polimerasa (Promega, EEUU) segin el protocolo suministrado por

el proveedor, ya que introduce menores errores de copia del templado.
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Los fragmentos amplificados fueron purificados por el kit Wizard PCR
(Promega, EEUU).

8.5- Obtencion del extremo 5’ del clon PHGST#5 en la cepa
Tulahuén:

Con el objeto de obtener la porcién 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 AZapll segun el protocolo standard
(Sambrook y col., 1989) con 100 pmoles de los iniciadores 10R o 540R
en las condiciones mencionadas anteriormente. A las mezclas de
reaccion pre-amplificadas se les agregé el segundo iniciador, BTF o BTR,
y se someti0 nuevamente al proceso de amplificacién. 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- Determinacién del tamano de los insertos de los ciones
obtenidos por rastreo imunolégico con el suero anti-GSTsj:

Los plasmidos pBluescript recombinantes fueron escindidos del fago
AZapll coinfectando bacterias E. coli XL-1 Blue con dichos fagos
individuales y el fago filamentoso ExAssist (Stratagene, EEUU) segun el
protocolo de Vekris (Vekris, 1994). Los fagos obtenidos como fruto de
esta co-infeccidn se utilizaron para infectar bacterias SOL-R (Stratagene,
EEUU), obteniendo en este sistema los plasmidos recombinantes (Vekris,
1994). Los mismos fueron sometidos a digestion total con la enzima
EcoRl y el tamafio de los insertos fue visualizado mediante geles de
agarosa 1% p/v tenidos con bromuro de etidio comparando con los

marcadores de peso molecular adecuados.
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8.7- Hilbridaciéon de los clones obtenidos en el rastreo
Inmunoléglico con el suero anti-GSTsj con el clon PHGST#5:

Los fagos recombinantes se crecieron a 42 °C durante 3 hs sobre un
césped de E. coli XL-1 Blue. La expresién y transferencia de las proteinas
de fusién fue realizada colocando membranas de nylon previamente
embebidas en 10 mM de IPTG sobre la placa conteniendo el césped de
bacterias con las playas de lisis e incubando durante 2 hs a 37 °C.

Las membranas fueron tratadas segun se especificé en la seccién 8.2
de “Materiales y métodos” y fueron hibridadas con el fragmento
PHGS#5 Sacl segun el protocolo de la seccién 7.2.

Como control positivo se utilizé el fago recombinante PHGST#S y

como control negativo un fago AZap II salvaje.

8.8- Numeros de acceso al Genbank® de las secuencias
obtenidas:

ADNc 19h22: AF190801

Secuencia genémica del gen TcGRX: AF223386
Secuencia genémica gen Tcl3 CL: AF091620
Clon PHGST#5: AF092099

9) BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS EN BANCOS DE DATOS Y
ANALISIS DE SECUENCIAS:

9.1- Comparacién de secuencias en bancos de datos:

La comparacién de las secuencias con los bancos de datos no

redundantes para proteinas o ADN fueron 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 comparacién de la secuencia N-terminal de PHGST 4 (15 aa) se
realizé con el programa BLASTP utilizando la matriz PAM-30 (9;1) y un
valor estadistico E ( "expect”) de 10000.

Las comparaciones en bancos de datos realizadas con los programas
del paquete FASTA (FASTA3, SSERCH y PRSS) (Pearson y col., 1988) fueron
realizadas en el sitio: http//fasta.bioch.virginia.edu.

Los alineamientos se consideraron estadisticamente significativos con
un E menor o igual a 0.03 (Brenner y col., 1998; Altschul, 1998). La
significancia estadistica también fue evaluada comparando las
secuencias de a pares con el programa PRSS, el cual discrimina la
existencia de similitud debida exclusivamente a la composicion
aminoacidica comparando la primera secuencia con una biblioteca
generada por una mezcla al azar de los aminoacidos de la segunda

secuencia (Pearson y col., 1988).

9.2- Analisis de secuenclas proteicas:

El programa SignalP V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services /SignalP/)
fue utilizado para determinar la presencia de péptidos sefales (Nielsen
y col., 1997).

Las secuencias probables para clivaje y adicion de GPI se
determinaron utilizando el sitio http://members.ncbi.com/_XMCM/
jkronegg/unige/

GPI-anchor/

El perfil hidrofébico de las proteinas fue realizado segin el método
de Kyte y Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982) con el programa Protean
(DNASTAR, DNASTAR Inc., Madison, EEUU).
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9.3- Modelado molecular de la TcGRX:

El modelado molecular de la TcGRX fue realizado en colaboracion
con la Dra. Margot Paulino en el Departamento de Quimico Fisica y
Matematicas de la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Republica en Montevideo, Uruguay.

La comparacién de la secuencia de la TcGrx se realiz6 en una base
de datos en tres dimensiones utilizando los programas Fasta (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 electroestatica similar. El modelado de la TcGRX
fue realizado por reemplazo molecular a partir de la estructura
tridimensional obtenida por cristalografia de la GRX3 de 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 TcGRX en el vector de expresion pQE31:

El genTcGrx fue amplificado por PCR con la enzima Pfu DNA
polimerasa (Promega, EEUU) a partir del clon de césmido 35i22 con los
iniciadores TcGRXFor.PCR y 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) segun las especificaciones suministradas por el
proveedor. La obtencién de colonias recombinantes fue evaluada por

PCR con los iniciadores JS1 y JS2.
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El inserto de una colonia de vector pGEM-T recombinante fue
obtenido mediante la digestion con la enzima EcoRI y sub-clonado en el
vector pBluescript SK+ (Stratagene, EEUU) cortado con la misma
enzima. La obtencion de colonias recombinantes fue evaluada por PCR
con los iniciadores JS1 y JS2.

El inserto de una colonia recombinante de pBluescript fue obtenido
mediante digestion con Sacl y HindlIIl y subclonado en el vector de
expresion pQE31 (Qiagen, EEUU) digerido con las mismas enzimas. La
obtencion de colonias recombinantes fue evaluada por PCR con los
iniciadores TcGRXFor.PCR y TcGRXRev.PCR.

Todas las transformaciones fueron realizadas en E. coli cepa M15
(Qiagen, EEUU).

10.2- Expresion y purlficacion de la TcGRX recombinante:

Para expresar la TcGRX las bacterias recombinantes, pQE31-TcGRYX, se
crecieron a 37 °C en medio LB hasta una densidad o6ptica a 600 nm
(DOgoo) de 0.8. Se adiciond IPTG en la concentraciéon indicada en cada
experimento (0 a 1 mM) induciéndose la expresién durante 3 hs a 37 °C.
Para seguir el proceso de induccién se tomé 1 ml de cultivo de bacterias
antes del agregado del IPTG (control no inducido) y después de las 3 hs
de induccién (inducido), y el pellet de las bacterias fue resuspendido en
50 ul de buffer de siembra (BS) hervido 3 min y sometido a electroforesis
en gel de poliacrilamida 15% con SDS en las condiciones standard. Para
calcular el volumen de muestra a sembrar en el gel se tuvo en cuenta la
siguiente proporcion: 6/DOg=pl de muestra a sembrar. Para determinar
la localizaciéon de la proteina recombinante, la bacteria precipitada se
resuspendié en PBS, se sonicO 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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centrifugé a 9000 xg durante 20 min. El pellet y 20 ul del sobrenadante
fueron resuspendidos en buffer de muestra y sometidos a electroforesis.
La purificacién de la proteina recombinante fue realizada a través de
cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC) en
condiciones nativas, utilizando buffer fosfato de sodio 50 mM pH=8, 300
mM CINay 20 mM de imidazol y eluyendo en el mismo buffer con 250
mM de imidazol, o en condiciones desnaturalizantes con urea 8M, Tris-
HC1 0.01 M pH=8 para el pegado a la columna, y utilizando el mismo

buffer con pH=6 y pH=4.5 para el lavado y la elucién, respectivamente.

10.3- Expresion de PHGST#5 en pBluescript:

El plasmido pBluescript recombinante PHGST#5 fue escindido segun
las especificaciones de la secciéon 8.6 de “Materiales y métodos”.

La bacteria recombinante conteniendo el plasmido pBluescript-
PHGST#5 fue inducida durante 3 hs con IPTG 10 mM. Como control
negativo se indujo la bacteria conteniendo el mismo plasmido sin
inserto y como control positivo el plasmido pGEX-1 (Pharmacia/Biotech,
Suecia) con 0.1 mM de IPTG.

Las bacterias no inducidas e inducidas fueron lisadas en BS como se

especifica en 10.2 y utilizadas en experimentos de “western blot”.

10.4- Sub-clonado de PHGST#5 en pMalp2:

El fragmento de ADN que codifica para el clon PHGST#5 fue sub-
clonado en el sitio EcoRlI de un plasmido pMAL-p2X (New England
Biolabs, EEUU) previamente modificado con un adaptador en este sitio
de restriccién (5’ aattgaattc 3’) de forma tal de conservar el marco de
lectura del clon PHGST#5 proveniente de pBLuescript. La orientacion del

mismo en las colonias que resultaron positivas fue corroborada por
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analisis de la secuenciacién de su ADN y amplificaciéon del inserto

usando iniciadores especificos de la sintesis.

10.5- Expresién y purificacién de MBP-PHGST#5:

La induccion de las colonias recombinantes se llevé a cabo creciendo
las colonias de bacterias E. coli recombinantes pMAL-PHGST#5 durante
toda la noche a 37 °C en medio LB. Se diluy6 el cultivo 10 veces con
medio fresco, permitiéndose luego su crecimiento hasta DOy de 0.6. La
produccién de proteina de fusién fue inducida por el agregado de IPTG
a una concentracion final de 1 mM, durante 4 hs a 37 °C. El control de
la expresion de la proteina recombinante se realizé siguiendo los
mismos pasos que en la secciéon 10.2 de “Materiales y métodos”.

La purificacién de MBP-PHGST#5 se realizé a partir del sobrenadante
de 9000 xg del sonicado de la bacteria resuspendida en Tris-HCl pH=7.4,
0.2 M CINa y 10 mM de 2-mercaptoetanol, utilizando una columna de
amilosa (New Englad Biolabs, EEUU) y eluyendo con 10 mM de maltosa.
La proteina purificada fue dializada contra PBS.

La proteina MBP fue expresada a partir del plasmido pMalp2 salvaje
y purificada en las mismas condiciones.

Para los ensayos de hipersensibilidad retardada la proteina MBP-
PHGST#5 pura fue electroeluida en el electroeluto BioRad modelo 422
durante 4 hs a 160 volts en el buffer de corrida de electroforesis
convencional. Durante 1 hora adicional se electroeluy6 con el mismo

buffer pero sin SDS en el reservorio inferior.

10.6- Cilonado de PHGST#5 en pcDNA3.1:
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El inserto del clon PHGST#S digerido con BamHI y Sacl 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 digestion con las enzimas BamHI y
Kpnl del plasmido pQE31-PHGST#5 fue sometido a una digestién 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 uM de deoxinucleétidos 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 ADN fue re-purificado utilizando el kit Wizard
clean-up (Promega, EEUU).

El fragmento PHGST#S con extremo 5’ digerido con BamHI y extremo
3’ romo proveniente del tratamiento anterior fue clonado en el vector
para vacuna de ADN pcDNA3.1(+) (Invitrogen, EEUU) digerido con las
enzimas BamHI y EcorRV. La seleccién de las bacterias recombinantes
fue realizada por PCR utilizando los iniciadores especificos de PHGST#5
190 y 540R.

Para poder obtener expresiéon del antigeno PHGST#5 en el vector
pcDNA3.1 en sistemas eucariotas, se introdujo un adaptador
conteniendo el ATG de iniciacién y la secuencia de Kozak (Kozak, 1997)
en el extremo 5’ del inserto. El plasmido recombinante pcDNA-PHGST#5
fue digerido con las enzimas HindIll y BamHl para introducir el
adaptador. El adaptador estuvo conformado por dos oligonucleStidos
complementarios (5’ agcttgccaccatggeg 3’ y 5’ gatccgecatggtggac 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 S’ con la
enzima polinucledtido quinasa (Promega, EEUU) segun el protocolo
suministrado por el proveedor, para permitir su ligacién al plasmido

recombinante. Las colonias conteniendo el adaptador fueron
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seleccionadas mediante PCR con uno de los adaptadores y el iniciador
540R.

10.7- Expresion del antigeno PHGST#5 en sistemas eucariotas
in vitroe in vivo:

La evaluacién de la expresién del antigeno PHGST#5 en un sistema
eucariota in vitro se llevé a cabo mediante transfecciéon de células COS-
7. Las células se crecieron en placas de 24 hoyos conteniendo
cubreobjetos redondos. Se partié6 de una concentracién de 1.8 x 10*
células/hoyo en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino inactivado
30 min a 56 °C (SFB). Luego de 24 hs se cambi6 el medio de cultivo por
medio nuevo 3 hs antes de realizar 1a transfeccién.

Por otro lado los plasmidos pcDNA, pcDNA-PHGST#5 y pcMp
(Clontech, EEUU) fueron purificados con el kit Plasmid Mega-kit (25)
(Qiagen, EEUU). El ADN purificado fue tratado con cloruro de calcio
segin las especificaciones del kit utilizado, Promega Profection
(Promega, EEUU), utilizandose para la transfeccién 2 pg de ADN/ hoyo
de células COS-7. Luego de 48 hs de cultivo, se tomaron los cubreobjetos
con las células adheridas, las cuales se fijaron con metanol durante 15
min a 4 °C y luego se lavaron 4 veces con PBS. Posteriormente se realizo
el bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente con PBS-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-Tcl3 diluidos 1/50 o un anticuerpo
monoclonal anti-f-galactosidasa diluido 1/1000 que fue utilizado como
control positivo en la transfecciéon con pcMf. Luego de realizar los
lavados con PBS, se incubé con el segundo anticuerpo 1/2 h a 37 °C:
anti-IgG de conejo conjugada con biotina (DAKO, Dinamarca) o anti-IgG

de ratén 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
realizé una incubacién adicional con streptavidina-fluoresceina (Vector,
EEUU). Los cubreobjetos se montaron con glicerina neutralizada y las
células se observaron al microscopio de fluorescencia con un aumento
400x.

La evaluacion de la expresion del antigeno PHGST#5 in vivo se realizd
mediante la inoculacién de 30 pug de pcDNA o pcDNA-PHGST#5 en el
musculo Tibialis anterioris de ratones hembras de la cepa BALB/c de 6
semanas de edad. Los animales fueron sacrificados a los diez dias post-
inoculacién. Mediante una incision realizada en la piel de la cara
anterior del muslo, se identificé el musculo inoculado y se lo diseco
completamente. El musculo fue inmediatamente fijado en formol buffer
al 10% por no mas de 24 hs. El tejido fue procesado automaticamente
en concentraciones crecientes de alcoholes y xilol. Luego, los fragmentos
fueron embebidos en parafina, realizandose un taco histolégico 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
reaccion de inmunofluorescencia se realizé con suero normal de conejo
y suero anti-Tcl3 en las mismas condiciones utilizadas en la

transfeccion in vitro.

11) INMUNIZACIONES Y EVALUACION DE RESPUESTA INMUNE
Y PROTECTIVA:

11.1) Esquemas de Inmunlzaclén plasmidica con PHGST#5 y
experimentos de inmunoproteccion:
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Para el protocolo de inmunizacién plasmidica se utilizaron grupos
de cinco ratones hembras de la cepa BALB/c de seis semanas de vida. El
grupo control se mantuvo sin inmunizar, mientras que un grupo se
inmuniz6 pcDNA y otro grupo con pcDNA-PHGST#S. El ADN fue
purificado con el kit Plasmid Mega-kit (25) (Qiagen, EEUU) segun las
especificaciones del proveedor y resuspendido en PBS en una
concentracion de 1 mg/ml. Se aplicaron 4 dosis quincenales y una
quinta dosis 21 dias después de la cuarta en el musculo Tibialis
anterioris de 50 ug de ADN/ratén/dosis. Las sangrias se realizaron 12
dias después de cada dosis y los titulos de anticuerpos especificos
fueron evaluados por ELISA. La respuesta de hipersensibilidad retardada
(DTH) fue realizada 25 dias después de la ultima dosis. El desafio fue
realizado 35 dias después de la ultima dosis, infectando con 2x10°
tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuén stock tul 2. la
parasitemia fue determinada por microscopia directa en 5 ul de sangre
de la cola (Segura y col.,, 1981). A las 14 semanas post-infeccion los
ratones sobrevivientes fueron sacrificados con el objeto de realizar un

analisis patolégico de los diferentes érganos.

11.2) Estudlo histopatolégico de los distintos 6rganos de los
ratones sometidos a Inmunizacién génica e infectados
crénicamente con T. cruzi:

Los ratones de los grupos inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5
y del grupo sin inmunizar que sobrevivieron al desafio fueron
sacrificados 14 semanas post-infeccion y se les extrajeron muestras de
corazén, musculo esquelético, higado y bazo. La muestras obtenidas
fueron conservadas en formaldehido al 4% en PBS hasta ser procesadas.
Posteriormente fueron embebidas en parafina y se realizaron cortes

seriados de 4 um de espesor. Los cortes fueron tenidos con hematoxilina
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y eosina y se observaron cuatro cortes de cada érgano al microscopio
optico evaluando inflamacién 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 infiltracién mononuclear, moderado: cuando se observaron focos
inflamatorios confluentes y severo: al observarse infiltracién

inflamatoria difusa (Ruiz y col., 1986).

11.3) Esquema de inmunizacién con PHGST#5 recombinante y
experimentos de inmunoproteccion:

En el protocolo de vacuna recombinante se inmunizaron grupos de
10 ratones machos de la cepa BALB/c de seis semanas de vida por via
intraperitoneal con 5 dosis semanales de 50 pg/dosis/raton de MBP-
PHGST#5 o MBP como control utilizando Bordetella pertussis como
adyuvante (1.25 x 10° U/dosis/ratén). Los ratones fueron sangrados 7
dias después de la tercera y quinta dosis para evaluar la respuesta de
anticuerpos especificos. La DTH fue realizada 21 dias después de la
altima dosis. El desafio fue realizado 43 dias después de la altima dosis
con 1000 tripomastigotes metaciclicos de la cepa Tulahuén stock Tul2.

La parasitemia fue determinada por microscopia directa en S pl de

sangre de la cola (Segura y col., 1981).

11.4) Respuesta de hipersensibilidad retardada de los ratones
Inmunizados con PHGST#5:

Los ratones sometidos a inmunizacién plasmidica fueron inoculados
con 3 pg de MBP-PHGST#5 electroeluido y los inmunizados con los
antigenos recombinantes fueron inoculados con 50 ug de lisados de

tripomastigotes en la almohadilla plantar de una de las patas traseras.
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El espesor de las patas fue medido antes de la inoculacién y a las 24 y
48 hs post-inoculacién con un micrétomo (Minutoyo, Japon). El indice
de induracién fue calculado como la relaciéon de la pata inoculada a las
24 y 48 hs con respecto al grosor de la misma pata antes de la

inoculacion.

12) ANALISIS INMUNOENZIMATICO DE PROTEINAS
ELECTROTRANSFERIDAS A NITRATO DE CELULOSA
("WESTERN BLOT"):

En general, los antigenos separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS fueron electrotransferidos a membranas de
nitrato de celulosa en solucién Tris 25 mM, glicina 192 mM y 20 % v/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 proteinas transferidas
se visualizaron mediante la tincion reversible con Ponceau 10% (Sigma,
EEUU). Las tiras de nitrocelulosa para inmunodeteccién se lavaron en
PBS durante 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 PES,
se incubaron 1 hora con el anticuerpo secundario marcado con
peroxidasa y luego de 4 lavados con PBS se agregd el sustrato para
peroxidasa e«-cloro naftol 0.5 mg/ml, H,O, 0.025% en PBS conteniendo
0.96% de metanol. Una vez alcanzado el nivel de coloracién deseado la
reaccion 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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Parasitologia) y S 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 utiliz6 un anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa
(Vector, EEUU) en una dilucién 1/1000 sobre los HT y la FS y en una
dilucién 1/5000 sobre la GSTsj pura.

Ensayo de “western blot” con suero anti-GSTsj sobre sobre el clon
PHGST#5 inducido:

Los sonicados de las bacterias no inducidas e inducidas con IPTG
conteniendo los plasmidos pBluescript, pBluescript-PHGST#S y pGEX-1 se
trataron segun se especific6 en la seccién 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 utilizé6 un anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa
(Vector, EEUU) en una dilucién 1/1000.

13) ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA):

Los antigenos diluidos en PBS en un volumen final de 50 ul se
acoplaron a placas de poliestireno de 96 orificios durante toda la noche
a 4 °C en las siguientes concentraciones: HT de T. cruzi: 20 pg/ml, GSTs;j:
20 ug/ml, lisado de tripomastigotes:15 pg/ml, MBP-PHGST#5: 10 ug/ml y
MBP: 2 pg/ml.

Las placas fueron bloqueadas con PBS-5% leche durante 1 hora a
temperatura ambiente. Como control de pegado inespecifico se

utilizaron orificios bloqueados solamente con PBS-5% leche.
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La dilucidn de los sueros se realiz6 en PBS-1% leche en forma seriada
en un factor de dos a partir de 1/25 hasta 1/3200 para los sueros anti-
GST y suero normal de conejo sobre HT de T. cruzi, y a partir de 1/1000
hasta 1/204 x 10* para estos mismos sueros sobre GSTsj. Los sueros de
los ratones inmunizados con vacuna de ADN se combinaron en “pooles”
y se diluyeron 1/100, al igual que los controles normales y los sueros de
ratones con infeccion crénica con T. cruzi. Los sueros de los ratones
inmunizados con proteinas recombinantes se combinaron en “pooles” y
se diluyeron 1/200 con competencia con 20 pg/ml de MBP cuando se
evaluaron utilizando como antigenos MBP y MBP-PHGST#5 y 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#5 y lisados de tripomastigotes como
antigenos. La incubacién de los sueros se realizO durante una hora a
temperatura ambiente.

Luego de tres lavados con PBS se incub6 con el segundo anticuerpo:
anti-IgG de ratén o anti-IgG de conejo acoplada a la enzima peroxidasa
(Vector, EEUU) diluidos 1/2000 y 1/5000 en PBS-leche al 1 % p/v,
respectivamente.

Luego de lavar, el revelado se realiz6 con o-fenilenediamina
dihidrocloruro (OPD) 0.4 mg/ml en una solucién de buffer citrato pH=5
con 0.024% de H,0,. 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 utiliz6 a la enzima glutatién-S-transferasa
(GST) como hilo conductor para la busqueda de nuevos posibles blancos
para el control de la transmision de la infeccién por T. cruzi. La seleccién
de esta enzima para encarar esta busqueda se basé principalmente en
tres aspectos:

1) La actividad de GST esta presente en T. cruzi (Yawetz y Agosin,
1980), e incluso una GST heterodimérica llegd a ser purificada a
homogeneidad con propiedades diferentes a las GSTs de mamiferos
(Yawetz y Agosin, 1981), pero hasta el momento no fue posible
identificar algin gen que codifique para esta enzima

2) La GST es una enzima de detoxificaciéon que forma parte del ciclo
del glutatién. Este metabolismo es un punto de gran divergencia entre T.
cruzi y el hospedero mamifero, especialmente basado en la presencia de
la tripanotiona y la enzima tripanotiona reductasa en el parasito,
equivalente al sistema glutation-glutation reductasa del mamifero
(Fairlamb y Cerami, 1992). La identificacién de nuevos componentes de
este ciclo en el parasito puede permitir la obtencién de blancos
potenciales para el disefio de drogas tripanocidas.

3) La inmunizaciéon con una fracciéon de T. cruzi con actividad de GST
induce respuesta protectora en modelos experimentales (Plumas-Marty y

col., 1992; Plumas-Marty y col., 1993).

Para identificar en T. cruzi proteinas que presentaran relacion con
GSTs se utilizaron dos metodologias. En la primera parte del trabajo se
seleccionaron del banco de datos de ESTs, secuencias de ADNc generadas
como producto del Proyecto Genoma, aquellos clones homologos a GSTs
con el objeto de definir nuevos componentes del metabolismo del GSH
que pudieran postularse como posibles blancos para el disefio de agentes
tripanocidas. En la segunda parte, dado que las GSTs son muy

conservadas estructuralmente y sabiendo que existen en T. cruzi



Discusidn general - 162

A T e T e s S S T s T e
B R R R R T R R T e T A
PO B R A A L p

antigenos de reactividad cruzada con la GST de 26 kDa de Schistosoma
japonicum que aun no han sido totalmente caracterizados (Gruber y
Zingales, 1992), se utiliz0 un antisuero contra esta enzima para
identificar y obtener aquellos antigenos a fin de evaluarlos en protocolos

de inmunoproteccién experimental.

La busqueda en el banco de datos de ESTs permitié identificar dos
clones que presentaron un 40% de similitud con una probable GST de
Caenoharbditis elegans. La secuencia compartida entre ambos clones fue
ciento por ciento idéntica. Mediante la hibridacién de una genoteca de T.
cruzi construida en césmidos con uno de los clones se obtuvo la
secuencia del gen completo, el cual se denominé TcGRX, ya que la
secuencia aminoacidica deducida a partir del gen present6 el patrén
completo del sitio activo de las Grxs. El producto de este gen mostro
similitud con Grxs bacterianas y GSTs de diversos organismos, pero no
con enzimas de mamiferos.

Si bien, en este trabajo de tesis no se realiz6 la caracterizacién
bioquimica de la TcGRX recombinante, debido a que formé cuerpos de
inclusion en el sistema heterdélogo utilizado, resulta interesante analizar
ciertos aspectos en relacién con las secuencias proteicas de los bancos de
datos con las que la TcGRX presenta mayor similitud:

1) Las secuencias proteicas de los bancos de datos que presentan
mayor identidad con TcGRX corresponden a genes cuyos productos aun
no han sido caracterizados desde el punto de vista funcional. Asi, la
secuencia de la GST de C. elegans, surgié como producto del Proyecto
Genoma de este organismo (Wilson y col., 1994) y la Su(P) de Drosophila
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 hipétesis (Dr. D. Contamine, comunicacién personal).
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2) la enzima caracterizada funcionalmente que presenta mayor
similitud con la TcGRX es la Grx 2 de E. coli, la cual fue clasificada como
una Grx atipica debido a su alto peso molecular, baja homologia y
diferencias bioquimicas con respecto a las Grxs clasicas (Aslund y col,,
1994; Vlamis-Gardikas y col., 1997).

3) La TcGRX presenta similitud con GSTs de las clases mas ancestrales.

4) La similitud de la TcGRX con dos Grxs cristalizadas, 1a Grx 3 de E.
coli y la Trx del fago T4, que también actia funcionalmente como Grx
(Holmgren, 1978), permitié realizar el modelado molecular de una
porcion de esta secuencia proteica sobre ambos templados sugiriendo
que la TcGRX posee la estructura tipica de la familia Trx/Grx (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).

Segun las homologias de secuencia y la probable estructura
tridimensional, la TcGRX podria en primer lugar, ser clasificada como Grx
dado que contiene la secuencia completa del probable sitio activo
caracteristico de estas enzimas. Sin embargo, se quiere resaltar que esta
proteina presenta similitud principalmente con una Grx atipica y con
clases ancestrales de GSTs, lo cual puede relacionarse con la hipotesis
reciente que postula que las GSTs habrian evolucionado a partir de un
ancestro de la familia Trx/Grx (Rossjhon y col., 1998; Board y col., 2000).
Conjuntamente, esto permite especular que la TcGRX perteneceria a
alguna sub-clase intermediaria entre las familias de Grxs y GSTs. Los
caracterizacién bioquimica de la misma determinara si puede clasificarse
dentro de la misma sub-clase que la Grx 2 de E. coli, teniendo en cuenta
que esta enzima no posee actividad de GST, no reduce a la ribonucleétido
reductasa pero si posee actividad de tiol transferasa (Vlamis-Gardikas y
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 tipicas de las Grx (Board y col., 2000). Por lo
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tanto, habria que determinar si la TcGRX posee ambas actividades. El
hecho que las secuencias proteicas con mayor homologia con laTcGRX
aun no se hayan caracterizado funcionalemente abre la posibilidad de la
existencia de una clase de enzimas todavia no descripta.

Es importante destacar en esta discusién que ya fue purificada y
clonada una Grx en T. cruzi, la Tc52 (Schoneck y col., 1994; Moutiez y
col,, 1995), la cual no posee actividad de GST. Esta enzima sblo presenta
un 16% de identidad con la TcGRX, especificamente en la region del sitio
activo, demostrando que son dos proteinas diferentes.

Los analisis realizados en este trabajo sugieren que la TcGRX podria
estar involucrada en el metabolismo del glutatién y/o tripanotiona. Esto
sumado a que el gen que la codifica se encuentra en copia unica y es
funcional, ya que la secuencia original proviene de un ARNm, plantea
grandes expectativas en descifrar su ubicacién en el metabolismo del
glutatiéon en T. cruzi. Mediante su caracterizacién bioquimica se podra
confirmar si la TcGRX es un nuevo blanco posible para el desarrollo de

drogas tripanocidas.

En la segunda parte del Trabajo de Tesis se identificaron y
caracterizaron antigenos de T. cruzi con epitopes compartidos con la GST
de 26 kDa de Schistosoma japonicum (GSTsj). Si bien
filogenéticamenteTrypanosoma y Schistosoma no estan relacionados,
varios aspectos llevaron a elegir esta enzima como herramienta para
identificar componentes en T. cruzi como posibles blancos para el control
de la transmision: la estructura tridimensional sumamente conservada
que presentan las GSTs, la falta de una completa caracterizacion de los
antigenos del parasito con reactividad cruzada con esta enzima (Gruber y
Zingales, 1992) y la facilidad de obtencién de la GSTsj en forma pura
dado que es expresada por el plasmido comercial pGEX
(Pharmacia/Biotech) (Smith y Johnson, 1988).



Discusidn general - 165

Mediante cromatografia de afinidad utilizando un suero de conejo
anti-GSTsj se purificé una fraccién a partir de epimastigotes de la cepa
Tulahuén de T. cruzi, denominada PHGST, que contiene al menos 10
proteinas con un peso molecular de 8.4 a 56.1 kDa. La fraccion PHGST
presentd actividad de GST utilizando el sustrato convencional, CDNB. La
actividad especifica obtenida fue acorde al numero de proteinas
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 cromatografia de inmunoafinidad puede derivar en la
purificacién de componentes no relacionados por pegado inespecifico, el
rango de pesos moleculares que presenta la fraccién PHGST esta dentro
de lo esperado, vya que las GSTs tienen un peso molecular de
aproximadamente 25 a 30 kDa (Mannervick y col., 1985) coincidente con
una de las proteinas mayoritarias de la fraccién, PHGST1 de 30.2 kDa y
una proteina de representacion intermedia, PHGST I de 25.7 kDa. Es
interesante mencionar, que la purificacién de componentes de T. cruzi
mediante cromatografia de afinidad con GSH agarosa también permiti6
purificar una fracciéon con actividad de GST compuesta por tres
proteinas, dos de ellas con los mismos pesos moleculares que PHGST 1 y
PHGST I (Plumas-Marty y col., 1992). La secuencia N-terminal de PHGST1
mostré 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, antigenos
probablemente parasitarios de los cuales no pudo determinarse la
secuencia aminoacidica.

El peso molecular de PHGST 2 fue 17.5 kDa, y coincide con el peso de
una de las subunidades de la unica GST de T. cruzi purificada a

homogeneidad (Yawetz y Agosin, 1981).
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La obtencion de PHGSTs de bajo peso molecular como, PHGST4 de
10.7 kDa, PHGST II de 12.9 kDa y PHGST Il de 8.4 kDa, podria
relacionarse con los tamaros de las Grxs 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 PHGST 4 posee el perfil aminoacidico de
un péptido seial caracteristico de una proteina ecuariota secretable o de
membrana. Esta secuencia no presenté identidad con secuencias N-
terminales en los bancos de datos de T. cruzi, sugiriendo que la misma
aun no ha sido descripta para este parasito. La comparaciéon en bancos de
secuencias proteicas totales utilizando SSERCH en lugar de BLASTP
demostré la similitud del N-terminal de PHGST 4 con proteinas
bacterianas de muy bajo peso molecular (0.15<E<0.51), algunas de ellas
aun no caracterizadas como una proteina probablemente secretable de
134 aa de Streptomyces coelicolor (pir/T36126).

La purificacién de los distintos componentes de la fraccién PHGST y la
caracterizacion bioquimica de los mismos por separado permitira definir
cual o cuales de ellos poseen actividad de GST. Por otro lado, la baja
proporcion de secuencias con similitud con GSTs publicadas como
producto del Proyecto Genoma de T. cruzi y la purificacién de factores de
elongaciéon de la sintesis proteica con actividad de GST mediante
cromatografia de afinidad con GSH en este parasito (Plumas-Marty y col.,
1992; Billaut-Mullot y col., 1993), sugieren la presencia de una GST en T.
cruzi que no posee las caracteristicas convencionales, haciendo muy
dificil su obtencién por los procedimientos de purificacibn y biologia

molecular convencionales.

El rastreo de una biblioteca genémica de la cepa Tulahuén de T. cruzi

(Baa y col., 1999) con el suero anti-GSTsj resulté en la seleccién de 38
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clones, todos ellos pertenecientes a la familia Tc13 de la superfamilia de
antigenos de superficie de tripomastigotes o familia de las transialidasas
(Campetella y col., 1992; Frasch, 2000). La homogeneidad de los clones
obtenidos fue corroborada por amplificacion del ADN con
oligonucledtidos especificos de esta familia, hibridacién cruzada y en
algunos clones mediante secuencia del extremo 5’. Sélo se realizé la
secuencia completa de uno de los clones, el clon PHGST#S5, por lo tanto,
la secuenciacién completa de los clones restantes podra determinar si
todos codifican para el mismo antigeno o para distintas variantes de

antigenos Tc13 que componen la familia.

Los antigenos de la familia Tc13 no presentan homologia con GSTs, y
si bien aun no esta claramente definida la funcién de los mismos (Frasch,
2000) lo mas probable es que no tengan ningun tipo de relacion
funcional con esta enzima. La obtencién de los mismos en el rastreo
inmunoldgico podria deberse a dos causas, a una reaccién inespecifica
del suero, dada la gran hidrofilicidad de sus repeticiones C-terminales,
EPKSA, presentes en estos antigenos O a la presencia de epitopes de
reaccion cruzada entre la GSTsj y la familia Tc13. La verificacion de esta
ultima hipdtesis no es sencilla y no fue desarrollada en este trabajo pero
cabe mencionar que la reactividad del suero anti-GSTsj por el antigeno
codificado por el clon PHGST#S fue corroborada en ensayos de “western
blot” sobre un sonicado de la bacteria recombinante inducida.

La secuenciacién del clon PHGST#5 determindé la ausencia de la
porcion 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 hibridacién de
una genoteca de T. cruzi construida en césmidos (Hanke y col.,, 1996)
utilizando como sonda este clon permitié identificar el primer gen Tcl13
completo, el cuadl fue denominado Tc13 CL, por pertenecer al clon CL

Brener.
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La comparacién de las secuencias proteicas deducidas a partir del clon
PHGST#5 y del gen Tc13 CL con los miembros ya descriptos de la familia
Tcl3 de la cepa CA-I permitié definir dos grupos. Un grupo al cual
pertenecen Tcl3N.5 y Tcl3 CL caracterizado por tener una unica
repeticiéon EPKSA, la secuencia de anclaje por GPI (Gerber y col., 1992) y
el péptido senal en el extremo N-terminal (s6lo se observé en la secuencia
completa Tc13 CL), y otro grupo compuesto por PHGST#5, Tcl3 y Tcl13.1
que posee multiples repeticiones EPKSA y no tienen secuencia para
anclaje por GPIL. 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 secuenciacién
completa y el estudio de la expresién de los distintos genes permitiran
definir la presencia de pseudogenes en esta familia. Los antigenos Tc13
se localizan en la superficie de los amastigotes y tripomastigotes (Souto-
Padrén y col., 1989; Burns y col., 1992) en la zona de la membrana que
cubre el cuerpo celular y en el bolsillo flagelar; esta observacion llevé a
postular la secrecién de estos antigenos en este sitio (Souto-Padrén y col.,
1989). La presencia de posibles antigenos Tcl3 con y sin secuencia de
anclaje para GPI sugeriria, por otro lado, la existencia de variedades de
membrana y secretables de estos antigenos.

La hibridacién de “cromoblots” del clon CL Brener y de la cepa
Tulahuén de T. cruzi con el clon PHGST#5 demuestra que los genes de la
familia Tc13 se encuentran localizados principalmente en el cromosoma
III y su homdlogo de 1020 kpb (Hanke y col., 1998) y minoritariamente
en cromosomas de otros tamarnos. El genoma de T. cruzi es muy plastico,
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 localizacién de los genes Tcl3 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 parasito (Burns y col., 1992). Si bien los
resultados publicados por Henriksson y colaboradores no indican la
localizacién de los mismos en el cromosoma III, en este trabajo de tesis se
presentan varias evidencias de este hecho, ya que ademas del aval de las
hibridaciones de “cromoblots” provenientes de dos cepas y dos
condiciones electroforéticas diferentes, los clones de la genoteca de T.
cruzi construida en césmidos que son mas fuertemente reconocidos con
la sonda PHGST#5 pertenecen al cromosoma III (Hanke y col., 1998) y la
secuencia completa del gen Tcl3 CL se obtuvo como resultado de la
secuenciacion de este cromosoma como parte del Proyecto Genoma de T.
cruzi (Dr. B. Andersson, comunicacion personal).

La hibridacién de “cromoblots” provenientes de epimastigotes de la
cepa Tulahuén cosechados a distintos tiempos de cultivos asincrénicos y
sincronizados con hidroxiurea (Galanti y col., 1994) utilizando como
sonda el clon PHGST#S5 sugiere una estabilidad del cariotipo de este
parasito a lo largo del ciclo celular, ya que el patrén de cromosomas
hibridados no varié en funcién del tiempo de cultivo. La hibridacién de
estos “cromoblots” utilizando como sondas otros genes de T. cruzi como,
las histonas H1, H2 y H3, que estan localizadas en cromosomas de
diferentes tamarnos avalan los resultados obtenidos con el clon PHGST#5

(Dra. J. Baa, comunicaciéon personal).

la evaluacibn del antigeno PHGST#5 en protocolos de
inmunoproteccién experimental fue avalada por tres hechos

fundamentales:
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1) La presencia de la familia Tcl3 en los estadios amastigote y
tripomastigote de T. cruzi (Souto-Padrén y col., 1989), ambas formas del
parasito presentes en el hospedero mamifero.

2) las funciones inmunomoduladoras descriptas para ciertos
antigenos de la superfamilia de antigenos de superficie (Frasch, 1994;
Norris y Schrimpf, 1994; Buscaglia y col., 1998).

3) La participacién de algunos antigenos de la superfamilia en una
respuesta inmune protectora contra la infeccién por T. cruzi (Wizel y
col., 1997; Kahn y Wleklinski, 1997; Miller y Kahn, 2001).

La inmunizacibn con PHGST#S5 fue llevada a cabo mediante dos
enfoques diferentes que involucran distintas tecnologias. Por un lado, se
ensayd la inmunizacién plasmidica 0 vacuna de ADN, inoculando un
plasmido para expresion en eucariotas conteniendo el gen PHGST#S5,
denominado pcDNA-PHGST#S. Por otro lado, se ensayd la inmunizacién
con la proteina recombinante MBP-PHGST#5 proveniente de la expresion
de este gen en un sistema procariota. Si bien es inevitable una
comparacién 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 parasito empleada para el desafio. La
inmunizacién plasmidica fue realizada por via intramuscular en ratones
hembras, ya que en otros sistemas demostraron mejores respuestas que
la de los ratones machos (Davis y col., 1993) y la eleccién del protocolo
de inmunizacién y desafio con tripomastigotes sanguineos fue basada en
los trabajos publicados sobre vacuna de ADN para la infeccién con T.
cruzi (Costa y col., 1998; Wizel y col., 1998 b; Sepulveda y col., 2000). La
inmunizacién con la proteina recombinante se llevé a cabo por via
intraperitoneal en ratones machos utilizando Bordetella pertussis como
adyuvante, tomandose como base la experiencia previa del laboratorio en
experimentos de inmunoproteccién tanto con fracciones purificadas

como con proteinas 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 infeccién
natural, el desafio se realiz0 con tripomastigotes metaciclicos (Ruiz y col.,
1985; Ruiz y col., 1986; Esteva y col., 1995).

La inmunizacién génica con PHGST#5 utilizando como vector el
plasmido pcDNA3.1 no indujo la produccién de anticuerpos especificos.
Si bien estos animales mostraron una leve respuesta de hipersensibilidad
retardada a la inoculacién con MBP-PHGST#S5, se considera que la misma
no pudo ser bien evaluada debido a un efecto inflamatorio producido por
sustancias téxicas en la preparacién de antigeno. La inmunizacién con
MBP-PHGST#5 indujo tanto una respuesta de anticuerpos especificos
como una respuesta de hipersensibilidad retardada luego de 24 hs de la
inoculacion de lisados de tripomastigotes. La falta de induccion de una
respuesta humoral especifica mediante la inmunizacién plasmidica con
PHGST#S fue corroborada por varias técnicas, debido a que fue un
resultado llamativo dado que la inmunizacién génica con diversos
antigenos 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
inmunizacién génica con el antigeno TSA-1 perteneciente al grupo 2 de la
superfamilia de antigenos de superficie no generd una respuesta humoral
en ratones de la cepa C57 BL/6 cuando se inoculd 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 ratén utilizada.

Tanto la inmunizacién con el plasmido como la inmunizacién con la
proteina recombinante del antigeno PHGST#5 produjeron una
disminucion significativa de la parasitemia luego del desafio con formas
infectantes del parasito. 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#S
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presentaron una disminucién de la parasitemia con respecto al grupo
inmunizado con pcDNA sélo en los primeros dias de la infeccién (hasta el
dia 17 post-infeccion), manteniendo la diferencia con respecto al grupo
control sin inmunizar hasta el dia 25 post-infeccién. La reduccién de la
parasitemia del grupo inmunizado con pcDNA con 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
plasmidico (Tokunaga y col.,, 1984). Los CpG favorecen la secrecién de
citoquinas de tipo Thl (Klinman y col., 1996; Chu y col., 1997), las cuales
juegan un rol fundamental en la resistencia a la infeccién por T. cruzi
(Zhang y Tarleton, 1996; Hoft y col., 2000).

La sobrevida luego del desafio fue del 100 % en los grupos
inmunizados con pcDNA y pcDNA-PHGST#5 y 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 inmunizacién con PHGST#5 disminuyd la
parasitemia, el 20% de los animales no fue capaz de controlarla,
alcanzando parasitemias mayores a los grupos controles y no tolerando
la infeccién. Si bien es necesario realizar experimentos desafiando con
mayor numero de parasitos a fin de lograr una mayor mortalidad en los
grupos controles, estos resultados sugeririan un efecto de MBP-PHGST#5
que podria relacionarse con la hipétesis que postula que la presencia de
epitopes inmunodominantes en algunos antigenos 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 relaciéon a esta hipétesis la
sobrevida del 100% en el grupo inmunizado con pcDNA-PHGST#5 podria

atribuirse al efecto adyuvante del pcDNA mencionado anteriormente.
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Desde el punto de vista histopatoldgico, la inoculacién con pcDNA-
PHGST#S generé menor desarrollo de lesiones en miocardio, musculo
esquelético, higado y bazo, asi como también una disminucién del
parasitismo tisular en la infeccién crénica por T. cruzi en comparaciéon
con el grupo control sin inmunizar y el grupo inmunizado con pcDNA.

La disminucién de la parasitemia en la fase aguda de la infeccién en
los ratones inmunizados con PHGST#S5, tanto en forma plasmidica como
recombinante, y la disminucién de la patologia en la fase crénica
observada en los animales inmunizados con vacuna de ADN valorizan el
concepto de obtener una vacuna profilactica que impida el desarrollo de
la enfermedad de Chagas, en contraposicién con la obtencién de una
vacuna esterilizante.

La falta de induccién de anticuerpos y la leve respuesta de
hipersensibilidad retardada generada por los animales inoculados con
pcDNA-PHGST#5, conjuntamente con la obtencién de una disminucién de
la parasitemia y mortalidad en la fase aguda y de la patologia en la fase
crénica, sugieren la participacion de una respuesta celular protectora
CD8 Tcl, la cual demostr6 ser predominante en la inmunizacién
plasmidica con miembros de la superfamilia (Rodrigues y col., 1999). La
realizacién de una caracterizacion detallada de la respuesta inmune
generada por la inmunizacién con el antigeno PHGST#S, evaluando el
perfil de citoquinas producidas, la inmunizacién con el mismo con y sin
las repeticiones C-terminales y el estudio del efecto de la co-inoculacion
de diversas citoquinas permitiran conocer los mecanismos empleados por
este antigeno para dar resistencia a la infeccién.

Por ultimo, se puede concluir que la selecciéon de las GSTs para dirigir
la definicién de nuevos posibles blancos para el control de la transmisién
de la infeccién por T. cruzi permitié identificar el gen TcGRX, cuyo

producto por no poseer contraparte en el mamifero, luego de la
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caracterizacién bioquimica podria postularse como posible blanco para el
disefio de drogas e identificar el antigeno PHGST#S, un miembro de la
familia Tc13 de la cepa Tulahuén, definiendo su efecto inmunoprotector
tanto de la infeccién como de la patologia chagasica, valorizando la

obtencién de una vacuna terapéutica.

— - JL(WL

Lic. Gabriela Andrea Garcia Dr. Andrés Mari uiz

Tesista Director de Tesis

En ciencia no se puede improvisar, es necesaria una preparacion previa,
que es larga y exige esfuerzo y direccion acertada.
Bernardo A. Houssay (1887-1971)
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_CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La seleccion de las GSTs para dirigir la definicién de nuevos posibles
blancos para el control de la transmisiéon de la infeccién por T. cruzi

permitio:

o La identificaciébn y caracterizacion de un nuevo gen de
copia unica en T. cruzi, el gen TcGRX, cuyo producto
presenta homologia con Grxs y GSTs de diversos organismos
y nO posee contraparte en mamiferos.

o La purificacion de una fraccién de epimastigotes de T. cruzi
que posee actividad de GST mediante cromatografia de
afinidad con un suero anti-GST de 26 kDa de Schistosoma
japonicum (fraccion PHGST). Dicha fraccion esta
conformada por al menos diez proteinas con pesos
moleculares coincidentes con GSTs y Grxs.

o La identificacién de un nuevo antigeno de la familia Tcl3
de la Superfamilia de Antigenos de Superficie de
Tripomastigotes (PHGST#5) con probables epitopes
compartidos con la GST de 26 kDa de Schistosoma
japonicum.

o La identificacion de PHGST#5 como un antigeno protector
tanto de la infecciéon por T. cruzi como del desarrollo de la

patologia chagasica.

Los resultados presentados en este Trabajo de Tesis alientan a:
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o La realizacibn de la caracterizacién bioquimica de la TcGRX
a fin de definir un nuevo posible blanco para el disefio de
drogas tripanocidas.

0 La separacién y caracterizacion de los componentes de la
fraccion PHGST con el objeto de identificar la o las
proteinas que presentan actividad de GST y compararla con
las enzimas de mamiferos.

o Continuar con los ensayos de proteccion experimental con
el antigeno PHGST#5 con la intencibn de reafirmar y
mejorar su capacidad inmunoprotectora contra la infeccion

por T. cruzi.
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