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Sergio Ghio Resumen

CLONADO Y CARACTERIZACION DE UN ANTIGENO RICO EN
AMINOACIDOS ACIDOS DE Trypanosoma cruzi Y SU POSIBLE
ROL EN LA INMUNOPATOGENIA DE LA CARDIOPATIA
CHAGASICA CRONICA

Resumen

Se ha postulado la hipétesis de un origen autoinmune para explicar la etiologia
de la enfermedad de Chagas. Este proceso autoinmune podria ser el resultado de
una respuesta inmune cruzada contra componentes especificos de células
cardiacas que comparten epitopes con antigenos de Trypanosoma cruzi
(mimetismo molecular). En trabajos anteriores demostramos que los anticuerpos
de pacientes crénicos, inmunopurificados con el péptido correspondiente a los 13
aa C-terminales de la proteina ribosomal P2B de T. cruzi (TcP2B), alteraron la
frecuencia de latidos de cardiocitos en cultivo ya que también podian reconocer
el segundo bucle de los receptores cardiacos (M2 muscarinicos y f-adrenérgicos).
Lo mismo ocurri6é con los inmunopurificados contra un péptido correspondiente
a la proteina ribosomal PO (TcP0). Tanto los epitopes parasitarios como los del
hospedador reconocidos por estos anticuerpos estaban formados por secuencias
aminoacidicas acidas. En la busqueda de nuevos antigenos que pudieran
producir este tipo de reaccién cruzada, se propuso el rastreo de ESTs (Expressed
Sequence Tags) producidos en el Proyecto Genoma T. cruzi que codificaran para
proteinas ricas en secuencias dcidas. De este modo se aislé un EST de 718 pb. Se
obtuvo la secuencia completa del gen que denominamos garp (glutamic acid rich
protein) de 3500 pb, que es de copia unica y origina un tnico ARNm de
aproximadamente 4 kb. Seguin la comparaciéon de secuencias se encontré una
identidad de hasta 72 % con secuencias de T. brucei. La proteina es de 130 KDa, y
segtin ensayos de Western blot e inmunofluorescencia se localiza en el citoplasma

del parasito. Aproximadamente el 20 % de los sueros de pacientes con la
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enfermedad de Chagas crénica fueron capaces de reconocer la proteina
recombinante GARP, y todos ellos lo hicieron con la regién mas C-terminal de la
proteina, que contiene los aminoéacidos 4cidos. La inmunizacién con la proteina
recombinante GARP provoco la aparicién de anticuerpos dirigidos contra toda la
proteina. Estos anticuerpos no modificaron la frecuencia de latidos de los
cardiocitos en cultivo, y consecuentemente los ratones no sufrieron alteraciones
electrocardiogréficas.

Como un método alternativo de inmunizacién, ensayamos la metodologia de
inmunizacién con ADN. Con esta técnica de inmunizacién se pretendia reflejar
mejor la situacién de la infeccion crénica, ya que la presentacién constantes de los
antigenos parasitarios por las células musculares del hospedador podria ser mas
adecuada para estudiar la patogenicidad de la enfermedad. Para poner a punto
esta metodologia, realizamos inmunizaciones con las proteinas ribosomales
TcP2B y TcP0. Las inmunizaciones de ADN con TcP2, TcPO y GARP generaron
anticuerpos capaces de reconocer epitopes diferentes a los reconocidos en la
infeccién natural. Los anticuerpos no provocaron alteraciones en la frecuencia de
latidos de cardiocitos en cultivo ni se observaron alteraciones
electrocardiograficas tales como las ocurridas cuando ratones fueron
inmunizados con proteinas recombinantes TcP2p y TcP0. Por tanto concluimos
que la inmunizacién con ADN es capaz de generar anticuerpos que reconocen
epitopes diferentes a los inducidos por inmunizaciones con proteinas
recombinantes o por la infeccién natural, lo cual es de utilidad al momento de

generar una vacuna contra T. cruzi.

Palabras claves: garp (glutamic acid rich protein), Trypanosoma cruzi,

inmunizacién con ADN, proteinas ribosomales P.
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CLONING AND CHARACTERIZATION OF AN ACID AMINOACID
RICH ANTIGEN OF Trypanosoma cruzi AND ITS ROLE POSIBLE
IN THE IMMUNOPATHOGENY OF THE CHRONIC CHAGAS’
HEART DISEASE

Abstract

The hypothesis of an autoimmune origin has been postulated to explain the
etiology of the Chagas' heart disease. This autoimmune process could be the
result of an immune response capable of cross-reacting to specific components of
heart tissues that share epitopes with antigens of Trypanosoma cruzi (molecular
mimicry). As we have previously reported, antibodies of chronic patients,
recognizing a peptide corresponding to the 13 aminoacid C-terminus (peptide
R13) of the T. cruzi ribosomal P2 £ protein (TcP2 £) altered the frequency of
cardiomyocyte beating culture. This antibodies were also able to recognize the
second extracellular loop of the G-protein coupled receptors (M2 muscarinic and
B-adrenergic receptors). Antibodies immunopurified against the C-terminus of
the T. cruzi ribosomal PO protein (TcP0) present a similar functional and physico-
chemical features. Both the parasitic and the host epitopes recognized by these
antibodies are composed of acidic sequences. In the search of new antigens that
could produce this type of cross-reaction, we looked for ESTs (Expressed
Sequence Tags) in the Genome Project of T. cruzi coding for acidic residues rich
proteins. So we identified a EST of 718 bp. The complete sequence of the gene
(3500 bp) was obtained and we named it garp (glutamic acid rich protein). This
gene exists in a single copy and gives origin to only transcript of approximately 4
kb. Its sequence was compared with database, finding a identity up to 72% with
T. brucei sequences. The protein has 130 KDa, and both Western blot and
immunofluorescence assays located it into cytoplasm. Approximately 20% of the

sera of chronic chagasic patients were capable to recognize the recombinant
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protein GARP, and all of them recognized only the C-terminus of GARP, which
contains the acidic sequences. When we immunized mice with the recombinant
protein GARP, we achieved antibodies against the whole protein GARP. With
anti-GARP serum we carried out assays on beating rat cardiomyocytes. With
neither of the antisera beating frequency was altered and immunized mice with
high anti-GARP titers showed no electrocardiografic alterations.

As alternative method of immunization, we assayed immunizations with DNA
plasmids. With this immunization technique we attempted to reflect better the
situation of the chronic infection, since the constant presentation of the parasitic
antigens from the host’s muscular cells could be more appropriate to study the
pathogenicity of the disease. To set up this methodology we achieved
immunizations with DNA coding genes of ribosomal TcP2£8 and TcPO proteins.
The DNA immunizations with TcP2s, TcPO and GARP generated antibodies
capable to recognize different epitopes to those obtained in the natural infection.
No alterations in cardyocytes culture nor electrocardiografics recording in mice
were observed. In contrast, immunization with TcP2f8 and TcPO recombinant
proteins generated functionally active antibodies. So we conclude that DNA
immunization is useful to generate antibodies against epitopes that are different
than the antibodies obtained in immunization with recombinant protein o in the

natural infection. This could be useful to generate a vaccine against T. cruzi.

Key words: garp (glutamic acid rich protein), Trypanosoma cruzi, DNA
immunization, ribosomal P proteins
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Sergio Ghio Introduccion

La enfermedad de Chagas:

La enfermedad de Chagas es una dolencia infecciosa de naturaleza endémica y
evolucién clinica esencialmente crénica. Es causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos hematofagos, siendo el principal
vector en nuestro pais el Triatoma infestans, conocido comtinmente como vinchuca
(Fig. I). Tanto la enfermedad como el ciclo de vida del agente transmisor fueron
descubiertos por el investigador Carlos Chagas, del Instituto Oswaldo Cruz de
Rio de Janeiro, Brasil (1909).

» .

(Ag)

Figura I: Dibujo de un vector (Conorhinus megistus)
publicado en 1909 por Carlos Chagas (Chagas, 1909)
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La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades parasitarias mas serias de
Latinoamérica, con un impacto social y econémico més importante que los
causados por la malaria, leishmaniasis y esquistosomiasis. Su distribucién
geogréfica se extiende desde México hasta el sur de la Argentina y se superpone
con las 4reas donde habitan los vectores. Se considera que entre 16 y 18 millones
de personas estan infectadas por T. cruzi, alrededor de 60.000 mueren por afio
debido a la enfermedad y que 100 millones (aproximadamente el 25 % de la
poblacién de Latinoamérica) viven en zona de riesgo.

El Banco Mundial calcul6 en 1993 una pérdida econémica anual debida a la
enfermedad equivalente a mas de U$S 6.500 millones por afio (WHO, 1997;
Schofield & Dias, 1999). De acuerdo al UNDP Human Development Report el
promedio anual per capita del PBI en Latinoamérica es de U$S 2.966. Asi, las
pérdidas econémicas para el continente debido a la mortalidad temprana e
incapacidad por esta enfermedad en adultos jévenes econémicamente
productivos, alcanza actualmente los U$S 8.156 millones, lo que equivale al 2,5 %
de la deuda externa de todo el continente en 1995 (WHO 2001).

La incidencia de la endemia estd condicionada, ademaés, al nivel socioeconémico
de la regi6n y, en particular, al tipo de viviendas precarias de las poblaciones
rurales, ya que la vinchuca encuentra un hébitat favorable en las grietas de las
paredes de barro y techos. Por otro lado, los movimientos migratorios de areas
rurales a urbanas que ocurrieron en Latinoamérica en los afios 70s y 80s
cambiaron el patrén epidemiolégico tradicional de la enfermedad, la cual se
transformé en una infeccién urbana que puede transmitirse también por
transfusiéon de sangre. En este sentido, la prevalencia de bolsas infectadas en
bancos de sangre varia entre 3 y 53 %, dependiendo de la ciudad, y en muchos
casos es mayor a la correspondiente a HIV y hepatitis B y C (WHO, 2001).

La prevencion y control se llevan a cabo a través del combate sistematico del

vector con insecticidas, la educacién sanitaria, la construccién o mejoramiento de
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las viviendas, la eliminacion de los animales domésticos infectados, el uso de
mosquiteros y el control y descarte de las bolsas de sangre contaminada.

El décimo encuentro de la Iniciativa del Cono Sur para la eliminaciéon de la
enfermedad de Chagas fue realizado en Montevideo en marzo de 2001. Segun los
datos aportados, la tasa de infestacién de viviendas en la Argentina ha decaido
de 6,1 % en 1992 a 1,2 % en 2000, mientras que la tasa de infeccién en edades de
0-4 afios ha decaido de 1,7 % en 1992 a 0,9 % en 2000. Los datos también indican
que la transmisién vectorial se ha interrumpido en 13 de las 19 provincias
endémicas de nuestro pais. Paises como Chile y Uruguay han sido declarados

libre de transmisién vectorial en 1999 y 1997, respectivamente.

El parasito: clasificacién, morfologia y ciclo de vida:

La ubicacion sistematica del Trypanosoma cruzi es la siguiente (Hoare, 1972;

Levine y col., 1980):

Reino Protista

Phylum Sarcomastigophora
Sub-phylum  Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Schizotrypanum
Especie cruzi (Chagas, 1909)

El orden Kinetoplastida comprende organismos flagelados que poseen una
estructura mitocondrial particular, denominada kinetoplasto. Este consiste de
una red de moléculas de ADN formada por 5.000 a 10.000 minicirculos
entrelazados y por unos 20 a 50 maxicirculos (Simpson, 1987). Durante su ciclo

biol6gico, el T. cruzi presenta tres estadios: amastigote, epimastigote y
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tripomastigote, los cuales se distinguen por la posicién relativa del kinetoplasto
respecto del nucleo y las caracteristicas del flagelo (Brener, 1973).

¢ El epimasigote es la forma flagelada replicativa en el intestino medio del
insecto vector. El flagelo emerge de la region lateral anterior respecto a la
direccion del movimiento del organismo y el kinetoplasto es anterior al ntcleo

celular. (Fig. II)

Figura II: Fotografias de epimastigotes vistos en microscopio éptico (A) y
microscopio electronico de transmisién (B)

¢ El tripomastigote es la forma flagelada no replicativa dentro de ambos
hospedadores. El flagelo emerge del extremo apical posterior y el kinetoplasto es
posterior al nicleo celular. Se denominan tripomastigotes sanguineos a las
formas circulantes en el mamifero, y tripomastigotes metaciclicos a las formas

diferenciadas en el insecto, que son las formas infectivas (Fig. III).

Figura III: Fotografias de tripomastigotes vistos en microscopio 6ptico (A) y
microscopio electronico de transmisién (B)
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¢ El amastigote es la forma no flagelada, de localizacién intracelular en vacuolas
acidicas (Ulises de Carvalho y col.,, 1989) y replicativa en el citoplasma del
hospedador (Ley y col., 1990) (Fig. IV)

Figura IV: Fotografias de amastigotes vistos en microscopio o6ptico (A) y
microscopio electrénico de transmision (B)

El estadio de T. cruzi que es ingerido e infeccioso para el vector es el
tripomastigote sanguineo (G), que obtiene de la sangre del hospedador
vertebrado (Fig. V). En el intestino del insecto (A), los tripomastigotes se
diferencian a epimastigotes, los cuales se adhieren a la pared intestino medio y se
dividen por fisién binaria. En la porcién final del intestino los epimastigotes se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos los cuales son evacuados con las heces.
Los vectores defecan mientras se alimentan, y las heces contaminadas (C)
penetran facilmente en las heridas producidas por la misma persona al rascarse
en la zona de la picadura. También es muy comun la penetracién del parasito via
mucosa, especialmente a través de la mucosa ocular. El tripomastigote
metaciclico entra asi al hospedador vertebrado (D), para luego infectar diferentes
tipos celulares. Dentro de las células, los parésitos se diferencian en amastigotes,

se dividen hasta romper las células, son liberados e infectan a las células vecinas.
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Figura V: Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi

En algunas células infectadas, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes,
los que eventualmente alcanzan la corriente sanguinea (E) y desde donde tienen
acceso para infectar otros tejidos (F). Dentro de los mismos se replican como
amastigotes, los cuales (como en el paso D) pueden diferenciarse en
tripomastigotes y volver a la corriente sanguinea, desde donde pueden ser

ingeridos por el vector (G).

Como se mencioné anteriormente, la principal via de infeccién es la vectorial,
aunque también es importante el contagio por transfusion de sangre. Otras vias
de transmision incluyen la congénita, la debida a infeccién accidental del

laboratorio y la causada por transplante de 6rganos infectados.
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Fases de la enfermedad

La infeccién en humanos ocurre en tres fases: aguda, indeterminada y crénica.

La fase aguda aparece inmediatamente después de la infeccién y dura entre 1 a 2
meses. Durante esta fase se produce una multiplicacién parasitaria intensa y
sobreviene una reaccién inmune en respuesta a esta agresiéon. Esta reaccién
humoral determina la apariciéon de anticuerpos detectables por las reacciones
seroldgicas especificas. En la mayoria de los casos la infeccion tiene lugar durante
la primera década de la vida del individuo, encontrdndose las mayores
frecuencias de casos agudos hasta los 5 afios de edad. La mayoria de los
infectados (alrededor del 90%) no presenta manifestaciones clinicas. Cuando
éstas ocurren, puede aparecer fiebre de intensidad variable, malestar general,
linfoadenopatia y hepatoesplenomegalia. También es frecuente la observacion de
la reaccién inflamatoria en el sitio de inoculacién, conocida como chagoma, y el
edema inflamatorio unilateral de los parpados (signo de Romafia), que ocurre en

10 a 20 % de los casos agudos (Fig. VI).

Figura VI: Niiio con signo de Romaiia (WHO, 2001)

El compromiso cardiaco (miocarditis aguda) también puede ser una

manifestacion clinica de esta etapa. Ocurre con una frecuencia variable y la
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mayoria de las veces es reversible, aunque algunos casos pueden evolucionar
hacia formas graves y fulminantes (Santos-Buch y col., 1985; Laranja y col., 1956;
Rosembaum, 1964). Las escasas autopsias realizadas en pacientes con miocarditis
chagésica aguda muestran parésitos en el interior de las miofibras. El dafio
miocardico es difuso, con miocitélisis, cambios degenerativos de las fibras
miocédrdicas y marcada infiltracién celular intersticial. Como en otras miocarditis
infecciosas agudas, la insuficiencia cardiaca congestiva y las arritmias
ventriculares y auriculares son los hallazgos mas frecuentes: extrasistoles
polimorfas, taquicardia ventricular e incluso el aleteo ventricular pueden
preceder a la fibrilacién ventricular. La imagen electrocardiogréafica puede ser
indistinguible de la de un infarto agudo de miocardio por cardiomiopatia
isquémica (Elizari y col., 1993). La muerte se produce como consecuencia de
taquiarritmias ventriculares refractarias, insuficiencia cardiaca congestiva o
tromboembolismo sistematico. La meningo-encefalitis puede ser otra de las

complicaciones que ocurren en nifios de corta edad.

A la fase indeterminada ingresan los pacientes que han superado el cuadro
agudo inicial. Se caracteriza por ser asintomatica, con electrocardiograma en
reposo y radiografia de térax normal. Con el tiempo (5 a 20 afios), pueden
aparecer manifestaciones lesionales, generalmente electrocardiogréficas. Otros
métodos mas sensibles (ergometria, Holter de 24 horas, ecocardiografia, estudios
electrofisiolégicos, radioisotépicos y hemodindmicos) pueden revelar
anormalidades. Los estudios anatomopatol6gicos ponen de manifiesto lesiones
generalmente de tipo inflamatorio. Durante esta fase y la siguiente (crénica), la
parasitemia es muy baja, resultando negativa segtin los métodos parasitologicos
convencionales (ver mas adelante). Sin embargo, las pruebas serolégicas
constituyen las herramientas usuales de diagnéstico, ya que se mantienen

positivas durante toda la vida del individuo.
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La fase crbénica aparece después de un periodo de silencio que puede durar
varios afios. Las lesiones irreversibles de la fase crénica afectan a organos
internos como el corazén (principalmente), es6fago y colon, y el sistema nervioso
periférico (Fig. VII). A pesar de que hasta el momento se desconocen los factores
que determinan cual sera el curso de la infeccién, se cree que el tipo de cepa
infectante (Lambrecht, 1965; Peralta, 1980), la cantidad de parasitos inoculados, la
existencia de reinfecciones (Santos-Buch y col, 1985) y la susceptibilidad del
hospedador (Wrightsman y col, 1982), podrian ser factores de importancia en el
desarrollo de los sintomas clinicos de la enfermedad crénica.

La manifestacién mas frecuente e importante en nuestro pais de la Enfermedad
de Chagas Cronica es la Cardiopatia Chagasica Crénica (CCC) (Rosemabaum,
1964). La CCC se manifiesta con frecuencia en la tercer o cuarta década de vida
del individuo infectado. Se trata de una enfermedad cardiaca altamente
incapacitante, progresiva e irreversible practicamente en la totalidad de los casos.
Aproximadamente el 90% de los pacientes con CCC mueren dentro de un lapso
de 5 afios luego de su diagnéstico. Esencialmente se trata de una panmiocarditis,
que en estadios avanzados presenta un marcado agrandamiento de las cavidades
cardiacas, hipertrofia, deterioro de la funcién sist6lica, disturbios en la
conduccién y arritmias. La CCC se caracteriza por la presencia de una necrosis
microfocalizada y diseminada. Los cardiomiocitos se observan necrotizados o
hialinizados, pero mas frecuentemente se observa la presencia de cicatrices de
tejido conectivo denso que reemplazan fibras necrotizadas. Este proceso se
denomina fibrosis y se encuentra acompafiado por la presencia de un infiltrado
celular de tipo inflamatorio (células mononucleadas). La localizacién de los

infiltrados también es panmiocérdica y microfocalizada.
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Megacolon

Cardiomegalia Aneurisma apical

Figura VII: Algunos de los sintomas desarrollados por pacientes chagdsicos cronicos
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En una primera etapa los focos de necrosis, fibrosis e infiltracién son pocos y
dispersos, sin registrarse signos clinicos ni alteraciones en el electrocardiograma.
Luego de cierto tiempo el proceso se agrava por la multiplicacién de los
microfocos apareciendo los signos clinicos y electrocardiograficos de la CCC
(Laranja y col, 1956; Rosenbaum, 1964; Elizari y col, 1993).

El motivo principal del deterioro cardiaco de un paciente con la enfermedad de
Chagas cronico es una miocarditis activa en constante evolucién. Una de las
caracteristicas distintivas de la CCC es que al observar muestras de autopsias o
biopsias de corazén al microscopio raramente se encuentran nidos de
amastigotes en las fibras miocardicas (Rosenbaum, 1964). A pesar de que no se
descarta la posibilidad de que el parésito esté presente, muchos autores
encuentran poco probable que el dafio tisular se deba a una accién directa de T.
cruzi sobre el miocardio (Rosenbaum, 1964; Koberle, 1968; Lambrecht, 1965;
Andrade y col, 1979). Entre los fenémenos inmunolégicos que podrian contribuir
a la patogénesis de la enfermedad, la hipétesis de la existencia de un proceso
autoinmune ha recibido gran atencién y base experimental (Hudson, 1985;
Kierszenbaum, 1986 y 1999; Tarleton, 1999) pero también ha generado enormes

controversias.

Diagnéstico

El diagnoéstico en la fase aguda se realiza a través de la observacién de los
parasitos en sangre, el cultivo o el inmunodiagnéstico. En la fase crénica, el
xenodiagnostico y principalmente el inmunodiagnéstico son los procedimientos
mas usados.

Entre los métodos de diagnéstico parasitologicos convencionales se encuentran
los directos como el de la gota gruesa, el de Strout y el microhematocrito. Son
simples y répidos pero presentan muy baja sensibilidad, siendo eficientes
unicamente en los casos con altas parasitemias, como en la infeccién congénita

reciente o en los casos agudos (Freilij y Altcheh, 1998). Las alternativas son el
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hemocultivo y el xenodiagnéstico, ambos métodos laboriosos y de deteccién
tardia; que muestran alta sensibilidad en la infeccién aguda, pero detectan
menos del 50% de los casos crénicos, ain cuando se aplican en forma seriada
(Segura, 1987; WHO, 1991). Entre las técnicas serologicas se destacan la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), la hemaglutinacién (HAI), la fijacién del
complemento (FC, o reaccién de Machado-Guerreiro), y el ELISA (Atias, 1991).
Si bien estos métodos presentan alta sensibilidad, pueden presentar falsos
positivos por reaccién cruzada, sobre todo aquellos realizados con extractos
crudos de paréasitos en pacientes de éareas endémicas superpuestas con
Leishmania spp. o Trypanosoma rangeli (Araujo, 1986). La incorporacién de
antigenos recombinantes y péptidos sintéticos a los ensayos seroldgicos permite
optimizar el diagnéstico (Levin y col, 1991; Bialy, 1998) e identificar perfiles de
anticuerpos antigeno-especificos asociados a distintas fases y patologias de la
infeccién chagésica. Sin embargo, en muchos casos el status serolégico no se
correlaciona con la situacion clinica del paciente, como en la infeccién congénita,
debido al pasaje transplacentario de anticuerpos maternos, en pacientes
inmunosuprimidos, o en pacientes con terapia anti-parasitaria (Galvao y col,
1993).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha surgido como un método de
punta en el diagnéstico de enfermedades infecciosas (Persing, 1993) y se han
publicado varios trabajos al respecto en distintas situaciones clinicas y
epidemiolégicas (Sturm y col, 1989; Moser y col, 1989; Wincker y col, 1994; Britto
y col, 1995). Hasta ahora, los ensayos de PCR mas promisorios para el
diagnéstico de infeccién chagéasica se han obtenido utilizando secuencias de los
minicirculos del kinetoplasto del parésito (Sturm y col, 1989) y una secuencia
nuclear altamente repetitiva o ADN satélite (Moser y col, 1989). A pesar de
presentar una sensibilidad mucho mas alta que el resto los otros métodos
parasitol6gicos, no alcanza atn los niveles deseados como para ser incorporada

como un nuevo método de diagnéstico de la fase indeterminada/crénica .
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Caracteristicas del Orden Kinetoplastida

Como se mencion6 anteriormente, el orden Kinetoplastida comprende
organismos que poseen una estructura mitocondrial particular, denominada
kinetoplasto, que consiste en una red de moléculas de ADN formada por 5.000 a
10.000 minicirculos entrelazados y por unos 20 a 50 maxicirculos (Simpson, 1987).
Los minicirculos de T. cruzi, de 1,4 Kb, presentan una estructura particular
repetida 4 veces y que consiste en regiones variables alternadas con regiones
conservadas de 120 pb, denominadas mini repeticiones (Degrave y col., 1988).
Los minicirculos codifican ARN guias, involucrados en el proceso de edicién de
los ARN (Sturm y Simpson, 1990; Stuart, 1991). Los maxicirculos son moléculas
de 39 Kb que corresponden al genoma mitocondrial (Le6n y col., 1980), en el cual
se han identificado genes para proteinas de la cadena respiratoria y para ARN
ribosomales mitocondriales (Simpson y col., 1987; Sloof y col., 1985, 1987).

La ruta glucolitica se encuentra compartimentalizada en organelas denominadas
glicosomas (Opperdoes y Borst, 1977). Estas organelas contienen, ademas,
enzimas que intervienen en la B-oxidacién de los &cidos grasos (Michels y

Opperdoes, 1991).

Los kinetoplastidos cuentan con un mecanismo inusual de regulacién de la
expresion génica mitocondrial: la edici6n de los ARNm. Este mecanismo consiste
en la insercién y/o deleciéon de uridinas en sitios especificos de los transcriptos
primarios mitocondriales (Benne y col., 1986; Feagin y col., 1987). Este mecanismo
post-transcripcional ocurre en sentido 3’ a 5 y requiere la intervencién de
moléculas pequefias de ARN (aprox. 60 pb.) denominadas ARN guias, que son
codificados por maxicirculos y/o minicirculos, dependiendo de la especie (Stuart,

1991).
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Existen familias de genes nucleares repetidos en tandem que expresan
transcriptos policistrénicos, que luego son procesados para formar ARN maduros
capaces de ser traducidos (Borst, 1986; Miller y Wirth, 1988). Poseen un
mecanismo de transcripcion discontinua o trans-splicing, que comprende la
adicién de un mini-ex6n o “spliced leader” (SL) en el extremo 5 de todos los
transcriptos primarios nucleares. El SL que presenta una secuencia de 39 bases,
conservada entre los tripanosoméatidos, es aportada por la regién 5 de una
molécula de ARN no poliadenilada, de 85-140 bases segun la especie (110 bases
en T. cruzi), denominada ARN dador del SL (SL-ARN o med-ARN), que se
transcribe en forma independiente a la de los genes que codifican protefnas
(Campbell y col., 1984; Dorfman y Donelson, 1984; Borst, 1986). Las regiones
intergénicas contienen las sefiales necesarias para que se produzca el trans-
splicing. Ellas son un tracto de polipirimidinas (pPY) que puede variar en su
longitud y tamafio, y un dinucleétido AG, aceptor del SL, que se encuentra
localizado a unas 30-60 bases rio abajo del pPY y hacia arriba del cod6n de
iniciacién del gen. Tanto la regién de pPY como el AG aceptor conforman el sitio
3’'ss (“splicing site”). También se han descripto procesos de trans-splicing
alternativos en donde se utilizan diferentes dinucle6tidos AG aceptores presentes
entre el tracto de pPY y el ORF localizado rio abajo, dando como resultado
ARNm con extremos 5 UTR de extension variable. En estos casos, la poblacién
de ARNm que utiliza el AG maés cercano al tracto de pPY suele ser la
preponderante (Hummel y col, 2000).

La mayoria de los genes estructurales poseen multiples sitios aceptores del SL de
una distancia de 10 a 200 bases por encima del codén de iniciacién de la
traduccion. Estos se hallan en las regiones 5 flanqueantes de los genes y en las
regiones intergénicas de transcriptos policistrénicos. El mecanismo de trans-
splicing permitiria resolver los precursores policistrénicos en unidades
monocistronicas maduras (Muhich y Boothroyd, 1988; Van der Ploeg, 1986). Se ha

propuesto ademds que removeria las extensas regiones 5' flanqueantes de los
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genes de tripanosométidos, en los cuales pueden existir otros codones de
iniciacién potenciales (Huang y Hirsh, 1989).

Los kinetoplastidos presentan estructuras de CAP inusuales, exclusivas del SL-
ARN y de los snRNAs (small nuclear RNA), que consisten en 7-mono-metil-
guanosinas que se ligan a las 4 bases 5' modificadas de estos ARNs, denominados
estructuras de CAP 4 (Perry y col., 1987; Freistadt y col., 1988).

Mediante trans-splicing, el SL-ARN transfiere al precursor de ARNm el SL
provisto del CAP. De esta manera, este mecanismo provee la estructura de CAP a
todos los transcriptos que codifican proteinas o trans-capping, lo cual podria tener
incidencia en su traduccién y/o estabilidad (Lenardo y col., 1985). Por otro lado,
el proceso de poliadenilacién no ha sido completamente caracterizado. A pesar
de no haberse encontrado una secuencia consenso como en eucariotas superiores,
se sabe que este proceso est4 acoplado al proceso de trans-splicing. La maquinaria
de poliadenilacién se posa sobre el tracto de pPY y censa cual es el AG a utilizar
como aceptor del SL para luego cortar y agregar el poliA 100 a 150 bases hacia
arriba del AG aceptor. El agregado de la cola de poliA siempre se produce a
continuacién de una adenina (Vasella, 1994). A diferencia de la poliadenilacién
de los ARNm en eucariotas superiores, en los cuales existe un dnico sitio de
insercién del poliA, en tripanosomas la poliadenilacién no siempre se da en el
mismo lugar, lo cual genera una poblacién de mensajeros maduros que se
diferencian en el largo de la regién 3’ no codificante. Por lo tanto, el tracto de pPY
y el AG aceptor de las regiones intergénicas participan y regulan ambos procesos
de maduracién del ARNm. A pesar de ser procesos acoplados, esto no significa
que no puedan producirse independientemente (Vasella, 1994). Estudios
realizados con el gen que codifica para la proteina HSP70 en T. brucei describen la
presencia de algunos transcriptos poliadenilados sin SL (Huang, 1991). El
fenémeno opuesto también fue descripto para el gen de la a-tubulina, donde
alrededor del 50% de los transcriptos que contienen SL no estan poliadenilados

(Vanhamme y col, 1995).
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Una particularidad de T. cruzi y de los kinetoplastidos en general es la ausencia
aparente de promotores para la ARN polimerasa II que dirijan la transcripcién de
los genes codificantes de proteinas. La transcripcién en estos organismos sin
embargo es hebra-especifica y llevada a cabo por ARN polimerasas similares a las
ARN polimerasas [, II y III de mamiferos (Donelson y col, 1999). Se han
encontrado promotores para la ARN polimerasa I presentes en los genes que

codifican para el ARNT.

Estos organismos tienen un genoma muy pléastico. Se pueden observar
polimorfismos en el tamafio de los cromosomas entre diferentes cepas asi como
entre clones originados a partir de la misma cepa. De esta manera, el tamafio del
genoma puede variar enormemente dependiendo de la cepa estudiada.
Utilizando la técnica de electroforesis en campos pulsados (PFGE) con
condiciones de corrida estandar con varias cepas de T. cruzi se obtiene un patrén
de aproximadamente 20 bandas cromos6émicas que van desde las 450 kpb hasta
los 3,5 Mpb (Cano y col, 1995). Las bandas cromosémicas separadas por PFGE y
tefiidas con bromuro de etidio presentan diferentes intensidades reflejando
posiblemente la presencia de multiples cromosomas en alguna de las bandas.
Esto sugiere que el nimero total de cromosomas es considerablemente mayor a
las 20 bandas cromos6micas observadas. Utilizando condiciones de corrida de
PFGE optimizadas para resolver diferentes rangos de tamafio se pudo establecer
que cada una de las 20 bandas cromosémicas estaban compuestas por méas de un
cromosoma. Actualmente, se estima que el nimero total de cromosomas en T.
cruzi es de 80 (o 40 pares de cromosomas homélogos), considerando un genoma
de 100 Mpb y un tamafio cromosémico promedio de 1,2 Mpb (Henriksson y col,
1996).

16



Sergio Ghio Introduccion

Clonado de genes de T. cruzi

La necesidad de implementar estrategias de vacunacién, diagnéstico y
tratamiento de la Enfermedad de Chagas, junto con el surgimiento de la
metodologia del ADN recombinante, impulsaron a varios grupos de
investigacién a clonar antigenos de T. cruzi (revisién en Frasch y col., 1991),
secuencias de ADN repetitivas y especificas (Gonzélez y col. 1985, Wincker y col.,
1990; Moser y col., 1989; Avila y col., 1991; Requena y col., 1992) y enzimas
caracteristicas (Michels y Opperdoes, 1991; North y col., 1990; Campetella y col.,
1992). Varios antigenos de T. cruzi han sido clonados a partir de bibliotecas de
expresién genémica o de ADNCc del parasito, por rastreo con sueros humanos o
de animales infectados, o bien con anticuerpos policlonales o monoclonales. En
diferentes laboratorios se clonaron porciones correspondientes a antigenos
equivalentes. Varios de estos antigenos presentaron secuencias repetidas en
tandem, conservados en distintas cepas y stocks parasitarios y por ende
candidatos potenciales para el diagnéstico de la infeccioén por T. cruzi.

Algunos de los antigenos mencionados fueron evaluados como reactivos de
diagnéstico serolégico en dos estudios multicéntricos, uno organizado por la
OMS (WHO Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases),
en el cual se analiz6 un panel de 50 sueros (Moncayo y Luquetti, 1990), y otro
organizado por el proyecto Iberoamericano de Biotecnologia, en el cual se analiz6é
un panel de 236 sueros (Levin y col.,, 1991). En ambos casos, los antigenos
Agl/JL7/H49, Ag2 y A13 (Ibafiez y col., 1988; Paranhos y col., 1990) resultaron
ser excelentes marcadores de infeccién chagésica crénica (indice Kappa > 0.80)
(Levin y col., 1991).

Por rastreos inmunolé6gicos en bibliotecas de expresién de T. cruzi en fagos Agtll
se pudieron aislar en nuestro laboratorio varios antigenos de importancia en el
diagnéstico. Entre los antigenos recombinantes aislados se encuentran dos tipos

de antigenos de T. cruzi:
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a) antigenos capaces de reaccionar frente a sueros de pacientes con infeccién por
T. cruzi, como JL7 y JL8 (Levin y col., 1989),

b) antigenos que reaccionan predominantemente con sueros provenientes de
pacientes con cardiopatia chagésica crénica, como JL5, JL52, JL9 (Levin y col.,
1989) y RA1, un antigeno recombinante que codifica para la regién C-terminal

de una HSP70 de T. cruzi (Levin y col., 1990; Levy-Yeyati y col., 1991).

Antigeno JL7

El antigeno recombinante JL7 codifica para una secuencia repetitiva de 68
aminoéacidos, similar a la presente en el antigeno 1 (Ibafiez y col., 1988), el
antigeno FRA (Lafaille y col., 1989) y el recombinante H49 (Cotrim y col., 1990).
Se trata de un fragmento de una proteina flagelar de T. cruzi de
aproximadamente 300 kD (Lafaille y col., 1989), asociada al citoesqueleto e
involucrada en la unién del flagelo al cuerpo celular del parésito (Cotrim y col.,
1990). Como se dijo, JL7 demostré ser un excelente reactivo diagnéstico (Levin y

col., 1991; Kaplan, 1995).

Antigeno JL5

Este fago recombinante se obtuvo por rastreo con el suero de un paciente con
cardiopatia chagésica (paciente JL). JL5 fue reconocido por la gran mayoria de
sueros de pacientes chagéasicos con cardiomiopatia, mientras que no reaccioné
con sueros de pacientes chagésicos sin evidencias de compromiso cardiaco (Levin
y col., 1989). Este antigeno corresponde a la porcién C-terminal de una proteina

ribosomal P2f3 de T. cruzi (Levin y col., 1989; Levitus y col., 1991).

Antigeno JL52

Este recombinante codifica para la protefna ribosomal TcPO (Schijman, 1992;

Schijman y col., 1992), y es responsable de la produccién de anticuerpos que
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reaccionan en forma cruzada con receptores B-adrenérgicos, los cuales son
capaces de actuar como agonistas de dichos receptores (ver mas abajo, Ferrari y

col., 1995; Kaplan y col., 1998)

Proteinas ribosomales P

Las proteinas ribosomales P forman parte del pedinculo de la subunidad mayor
de todos los ribosomas. Estas fosfoprotefnas constituyen una familia compuesta
por tres polipéptidos: PO, P1 y P2. PO (38 kDa) es neutra mientras que P1 y P2 (10-
18 kDa) son 4acidas. Son muy particulares con relaciéon a los restantes
componentes ribosomales, debido a que son las tinicas cuyos genes se encuentran
en mas de una copia. Debido a su funcién y a sus propiedades fisicoquimicas, P1
y P2 son consideradas analogas a las proteinas L7/L12 de E. coli. Al igual que
L7/L12, P1 y P2 actdan con los factores de elongacién eucariontes EF1 y EF2, y
son requeridas para la unién del aminoacil-ARNt y para la actividad GTPasa
dependiente de EF2. Si bien la funcién de PO ain no ha sido esclarecida, se cree
que es equivalente a la protefna L10 de E. coli (Levin y col., 1993a). Los anélisis de
homologia de secuencia de ADNc y la existencia de reactividad inmunolégica
cruzada confirmaron que estas proteinas estdn presentes en todas las especies
eucariontes analizadas y que el epftope C-terminal se encuentra altamente
conservado. En bacterias, esta region de la proteina L12 muestra una gran
movilidad, permitiendo la libertad para rotar y exponiéndolo como epitope
(Moller y col.,1991).

Las proteinas ribosomales P estan fosforiladas en eucariontes (Amons y col.,1979;
Zinker y Warner, 1976). El blanco de la fosforilacién es una serina ubicada en un
entorno acidico de reconocimiento para casefn-quinasas (Chan y col., 1989).

Las proteinas ribosomales P de T. cruzi presentan aspectos distintivos en la regién
C-terminal con respecto a las proteinas ribosomales P de otros eucariontes. Como

se muestra en la Fig. VIII, P1 y P2 se desvian del consenso C-terminal, ya que la
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tipica serina es reemplazada por un 4cido glutdmico, mientras que la regién C-
terminal de PO difiere completamente de este consenso y se parece a la proteina

ribosomal L10 de archaebacteria (Levin y col., 1993b).

T. cruzi PO PAAAAEPEEEDDDDDFGMGA-LF
EEEEEDDDMGFGLF

T. cruzi Pl PAAAAAKK

D
T. cruzi P2B PAAADAKEK EEEEEDDDMGFGLTFD
D

H.sapiens P2 EEKKDEKKEESEESDDDMGFGLTF

Figura VIII: Secuencias de correspondientes al C-terminal de proteinas
ribosomales de T. cruzi y humanas.

A nivel antigénico, la regién C-terminal conservada de la proteinas P humanas ha
sido definida como uno de los autoepitopes en Lupus Eritrematoso Sistémico
(LES) (Elkon y col., 1985), encontrandose que entre un 10 a un 18 % de los sueros
de los pacientes lupicos presentan autoanticuerpos anti-P. Estos sueros reconocen
también a las proteinas P de diferentes especies eucariontes. El andlisis de la
reactividad anti-P mostr6 que el epitope reconocido por los sueros ltipicos estaba
restringido a los 11 aminoacidos C-terminales de las proteinas ribosomales P

(Elkon y col., 1988).

Autoinmunidad en la Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas ha sido estudiada por los inmunélogos como un
modelo donde la infeccién por un microorganismo resulta en un posterior ataque
del sistema inmune hacia el tejido cardiaco del hospedador (Petry y Eisen, 1989).
Los hallazgos anatomopatolégicos de las etapas aguda y crénica de la
Enfermedad de Chagas han sugerido que la respuesta inmune del hospedador
podria estar involucrada en la evolucién de la enfermedad. El escaso nimero de

parésitos y el tipo de células halladas en los infiltrados de las lesiones crénicas,
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han llevado a proponer que la patologia chagésica crénica se desencadenaria
como consecuencia de un proceso autoinmune (Hudson, 1985).

Sin embargo, el origen de este fenémeno autoinmune ha sido tema de debate.
Este proceso autoinmune podria ser el resultado de una pérdida de tolerancia
hacia antigenos propios inducida por el parésito o de la existencia de una
respuesta inmune cruzada contra componentes especificos de células cardfacas
que comparten epitopes con antigenos de T. cruzi (mimetismo molecular). Por un
lado, se ha propuesto que los parasitos causan un desequilibrio en la regulacién
del sistema inmune, promoviendo la expansién policlonal de linfocitos B, con la
consiguiente hipergammaglobulinemia y la aparicién de autoanticuerpos (Said y
col., 1985; D'Imperio Lima y col.,, 1986; Hontebeyrie-Joskowicz y col., 1987;
Minoprio y col., 1988). Sin embargo, estas observaciones se basan Gnicamente en
estudios realizados en modelos experimentales murinos.

Otra corriente adjudica el origen autoinmune del Chagas crénico al mimetismo
molecular (Damian, 1989), apoyado por evidencias de la existencia de
determinantes antigénicos compartidos por el parasito y el hospedador
(Sadigursky y col., 1982; Acosta y col., 1983; Van Voorhis y Eisen, 1989; Szarfman
y col., 1982; Levin y col., 1989; Levitus y col., 1991; Kerner y col., 1991; Petry y
Van Voorhis, 1991; Ferrari y col., 1995). La participacién de este fenémeno como
generador de una respuesta autoinmune fue estudiada en nuestro laboratorio a
través de la caracterizacién de los autoanticuerpos anti-proteinas ribosomales P
presentes en sueros de pacientes. Los trabajos demostraron que estos
autoanticuerpos, capaces de reaccionar con las proteinas ribosomales P humanas,
se originarfan inicialmente como una respuesta dirigida contra las proteinas
parasitarias (Levitus y col., 1991). El andlisis molecular de los componentes de
esta interaccion llevé a la caracterizacién del sistema de protefnas P del parasito y
al mapeo de los epitopes humanos y de T. cruzi involucrados.

Levitus y col. (1991) demostraron que la reactividad anti-TcP2B de los sueros
chagasicos crénicos esta restringida a los tltimos 13 aa de este polipéptido, (R13:
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EEEDDDMGFGLFD) y que esta respuesta es especifica para la infeccion
chagésica ya que no se detectan anticuerpos anti-R13 en individuos con otras
parasitosis. Este tridecapéptido tiene una homologia de mas del 95% con respecto
al péptido correspondiente de las proteinas P humanas, denominado H13
(EESDDDMGFGLEFD). Experimentos posteriores demostraron la naturaleza
autoinmune de los anticuerpos humanos, ya que reaccionaban con la proteina
ribosomal P humana de 17 kDa. Sin embargo, los niveles de autoanticuerpos
contra las proteinas P humanas nunca fueron tan elevados como los medidos
para los anticuerpos anti-R13 (Mesri y col., 1990; Levitus, 1991; Levitus y col.,
1991). Adn més, las experiencias de cinética de asociacién y disociacién de los
anticuerpos de pacientes demostraron que éstos se unen a las proteinas P
humanas con muy baja afinidad (Kaplan y col., 1997). Sin embargo, se detectaron
en pacientes con Chagas niveles elevados de actividad sérica anti-R13 que
correlacionan con la existencia de inflamacién miocardica activa (Schejtman y
col,, 1990). En consecuencia, los anticuerpos anti-R13 podrian constituir un
excelente marcador inmunolégico de dafio miocérdico con inflamacién activa y
que, de confirmarse, seria el primer marcador serolégico de miocarditis chagasica
(Levin y col., 1993a).

La caracterizacién del sistema de proteinas ribosomales P de T. cruzi permitié
definir otros blancos de reactividad cruzada. Efectivamente, la proteina PO
presenta en su extremo C-terminal un pentapéptido de residuos cargados
negativamente (POB) homélogo al presente en el segundo bucle extracelular del
receptor B-adrenérgico. A partir de esta homologia, se demostré que i) la
reactividad de los sueros chagasicos contra la proteina PO del parasito era
especificamente inhibida por un péptido de 22 aa correspondiente al segundo
bucle extracelular del receptor, ii) los sueros chagasicos reconocian el
pentapéptido PO-B por ELISA vy iii) los anticuerpos inmunopurificados con el
péptido de 22 aa correspondiente al segundo bucle extracelular del receptor

producian un efecto cronotrépico positivo sobre cardiocitos aislados de rata, el
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cual era inhibido por el pentapéptido PO-f (Ferrari y col., 1995). Ensayos de
ELISA semejantes a los desarrollados para los anticuerpos anti B-adrenérgico
permiti6 dosar la actividad contra receptores muscarinicos (M2) en sueros de
pacientes chagéasicos crénicos (Ferrari y col, 1995). Dada la fuerte reactividad es
poco probable que un péptido derivado de C-PO0 sea el tnico responsable del
fenémeno de mimetismo molecular que origina esta reaccién anti-receptor
muscarinico. Por lo tanto se propuso una estrategia para identificar por técnicas
de clonado molecular el o los antigenos de T. cruzi responsables de originar los
autoanticuerpos anti-M2. En el Laboratorio del Dr. M. Levin se han construido
varias bibliotecas de ADNc de expresién en el vector Agtll (Levin y col., 1989;
Levy-Yeyati y col, 1991), que fueron rastreadas con sueros de pacientes
chagésicos y no chagésicos con altos niveles de anticuerpos anti M2. Como
producto de los mismos se encontraron antigenos previamente caracterizados
tales como las protefnas ribosomales P (Levin y col., 1989) y la HSP 70 (Levy-
Yeyati y col., 1991).

Los anticuerpos de pacientes crénicos, inmunopurificados con el péptido R-13,
también alteraron la frecuencia de latidos de cardiocitos en cultivo (Kaplan y col.,
1997). Estos resultados indican que la infeccién por T. cruzi podria inducir una
respuesta autoinmune funcional contra receptores cardiacos, la cual podria
originar al menos parte de las alteraciones eléctricas y fisiol6gicas de la funcién
cardiaca. Esto concuerda con los trabajos de los Dres. Borda que muestran la
capacidad de los sueros de pacientes chagasicos de interferir funcionalmente con
los receptores cardiacos acoplados a proteina G (Borda y col., 1984; Sterin-Borda
y col., 1988; Goin y col.,, 1994). Otros resultados que avalan esta hipétesis
provienen de experiencias de inmunizacién en ratones, donde la inoculacién con
la proteina recombinante TcP2B del parasito provocé alteraciones en el
electrocardiograma de los animales inmunizados, junto con la produccién de

anticuerpos anti-TcP2f (Lépez-Bergami y col., 1997). Sin embargo, este método
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de inmunizacién probablemente no refleje la presentacién de los antigenos tal
como ocurre en la infeccién: Los epitopes relevantes podrian encontrarse en las
proteinas recombinantes en una conformacién diferente a la de la proteina nativa
y el empleo de adyuvantes podria inducir una respuesta inmune distinta a la
respuesta adquirida naturalmente. Una expresién mas natural de los epitopes
puede lograrse por la inyeccién intramuscular de plasmidos con genes
parasitarios bajo el control de promotores virales o0 de mamiferos. La utilizacién
de plasmidos como generadores “in vivo” de antigenos es una técnica que ya se
experimenta para vacunas contra malaria, hepatitis B, SIDA, tuberculosis, entre
otras (Ulmer y col, 1996, Simmonds y col, 1997). Las ventajas de este tipo de
inmunizacién incluyen, fundamentalmente, la presentacién correcta de los
epitopes por las células del huésped, la simplicidad de la inoculacién y los bajos

costos y rapidez de la tecnologia empleada.

Inmunizacion con ADN:

Las bases historicas de la inmunizacién con ADN se apoya en la observacién de
transferencia directa de genes in vitro e in vivo de ADN recombinante por una
variedad de técnicas que resultan en la expresién de la proteina.

En las primeras experiencias de inmunizacién in vivo realizadas con ADN
“desnudo”, se demostré que la inoculacién intramuscular directa de un plasmido
codificando varios genes reporteros podia inducir una expresién sostenida del
gen de interés en las células musculares (Wolf y col. 1990). Estas observaciones
fueron luego ampliadas en estudios realizados por Tang y col. (1992), quienes
demostraron que la inyeccién de ADN plasmidico codificando para la hormona
de crecimiento humana podia estimular una respuesta inmune humoral
especifica.

Con esta metodologia de inmunizacién se lograron niveles significativos de

proteccién en modelos experimentales de enfermedades infecciosas, autoinmunes
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y cancer. Un ejemplo es la vacuna contra el virus de la influenza, que confiri6
més del 90% de proteccién en ratones y gallinas inmunizadas. Luego de una
unica inoculacién en los cuadriceps, los animales permanecieron protegidos por
seis meses y la respuesta inmune (anticuerpos neutralizantes y linfocitos T
citotéxicos protectores) perdur6 por lo menos por un afio (Ulmer y col., 1993).
También se estdn desarrollando vacunas contra otras infecciones virales (hepatitis
B, hepatitis C, rabia y SIDA), bacterianas (tétanos y tuberculosis) y parasitarias
(leishmaniasis, esquistosomiasis, toxoplasmosis y malaria). Se puede encontrar
una lista de modelos experimentales, patégenos y antigenos estudiados en la
pagina “DNAvaccine.com” (http://www.dnavaccine.com). Cabe destacar que la
inmunizacién intramuscular con ADN para el uso de vacunas en humanos ya ha
sido patentada y que ademaés se estdn ensayando en humanos vacunas de ADN

contra malaria, HIV y melanoma (DN Avaccine.com).

El analisis de la respuesta inmune de los animales e individuos inmunizados
revel6 que la inyeccién intramuscular de ADN induce tanto anticuerpos como
linfocitos T citotéxicos (CTLs) especificos para el antigeno de interés. Aunque no
se conoce en detalle el mecanismo por el cual los epitopes son presentados al
sistema inmune, algunas evidencias sugieren que el polipéptido de interés es
secretado o liberado por la célula muscular para ser luego capturado y procesado
por las células presentadoras de antigeno. Esta presentacioén estimularia a las
células T CD4+ y CD8+, contribuyendo al establecimiento del proceso
inflamatorio y a la induccién de linfocitos B para la secrecién de anticuerpos
(Ulmer y col., 1996) (ver mas adelante).

Este tipo de estrategia podria proveer varias ventajas importantes sobre la
inmunizacién con proteinas (@) Las vacunas de ADN se asemejan a las vacunas
basadas en virus atenuados debido a su habilidad de inducir una respuesta
celular de células T restringidas al complejo mayor de histocompatibilidad

(MHC) clase 1. Por el contrario, la inmunizacién con proteinas provoca una
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respuesta inmune principalmente humoral, la cual no siempre es relevante en
términos de proteccién. (b) Las vacunas de ADN son seguras, pueden ser

manufacturadas con un menor costo y almacenadas con relativa facilidad.

En cuanto a los vectores (plasmidos) utilizados, el gen de interés es clonado en un
plasmido de expresion para células de mamifero. Este plasmido debe incluir:

(a) un origen de replicacién bacteriano (ColEI)

(b) un marcador de seleccién procariota (resistencia a antibiético)

(¢) un promotor fuerte para una 6ptima expresion en células de mamiferos (son
utilizados promotores virales tales como el de citomegalovirus (CMV) o el de
virus SV40

(d) sefiales de poli-adenilacion tales como el del gen de la hormona de

crecimiento bovina (BGH) o del virus SV40.

Unidad
Adyuvante
Smal
Tth111|
Unidad
07, c J— transcripcional
motifs

Figura IX: Esquema del plasmido utilizado para inmunizaciones
con ADN
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Uno de los plasmidos méas empleados es el pcDNA3 (Invitrogen). (Fig. 1X)

Hoy se sabe ademds, que el esqueleto de ADN del plasmido presenta
propiedades inmunomoduladores per se. En efecto, Yamamoto y col. (1992)
observaron que ciertos oligodesoxinucleétidos sintéticos (ODNs) disefados a
partir de secuencias bacterianas podian activar células natural killer para secretar
interfer6n (IFN)-y (Yamamoto y col., 1992). Luego se demostré6 que un motivo
especifico presente exclusivamente en el ADN bacteriano estimulaba respuestas
inmunes innatas caracterizadas por la produccién de IL-6, IL-12, TNF-o, IFN-y e
IFN-a (Klinman y col., 1996; Halpern y col., 1996; Sato y col., 1996). Estos motivos
consisten en un dinucleétido de citidina-fosfato-guanosina (CpG) no metilados
con regiones flanqueantes apropiadas. Tales motivos son 20 veces mas comunes
en microbios que en el ADN de mamiferos, debido a diferencias en la frecuencia
de uso y de los patrones de metilacién de los dinucle6tidos CpG en procariotas vs
eucariotas (Cardon y col.,, 1994; Razin y col., 1981). Los motivos CpG inducen
directamente la proliferaciéon de las células B con la consecuente secrecién de
anticuerpos (Krieg y col., 1995) y la produccién de citoquinas por parte de las
células presentadoras de antigenos (Klinman y col., 1996; Stacey y col., 1996;
Jakob y col., 1998). A través de esta activacién, se activan también las células
Natural Killer (NK) (Cowdery y col., 1996). Finalmente, las células T son también
estimuladas directa o indirectamente por los motivos CpG, dependiendo de su
estado de activacion basal (Bendigs y col., 1999).

Un aspecto intrigante de la inmunizacién con ADN es el mecanismo por el cual el
antigeno de interés es procesado y presentado por el sistema inmune. Se
demostr6 que la cantidad de antigeno producido in wvivo después de la
inoculacién esta en el rango de picogramos a nanogramos. Dado las cantidades
relativamente pequenas de proteinas sintetizadas por la inmunizacién de ADN,
la explicaci6én mas probable para la induccion eficiente de una respuesta inmune
sostenida y amplia son las propiedades de estimulacién de la respuesta del ADN

en si mismo (es decir, los motivos CpG) y/o el tipo de APC transfectada. Hay al
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menos tres mecanismos por los cuales el antigeno codificado por el ADN

plasmidico es procesado y presentado para estimular una respuesta inmune: (a)

el “priming” directo de células sométicas (miocitos, queratinocitos, o algunas

células MHC clase II negativas); (b) transfeccion directa de APCs profesionales

(por ejemplo células dendriticas [DCs]); y (c) estimulacién cruzada o “cross-

priming” en el cual el ADN plasmidico transfecta a células sométicas y/o APC

profesionales y la proteina secretada es incorporada por otras APCs profesionales

y presentadas a células T.

(a) “Priming” directo de células somdticas: Wolf y col. (1990) demostr6 in vivo
que la inmunizacién con un plasmido o ADN “desnudo” lleva a la expresién
de proteinas en las células transfectadas. Por otro lado, otros estudios como el
de Ulmer y col. (1993), mostraron que la inoculacién intramuscular directa de
plasmidos inducia una fuerte respuesta de CTL CD8* contra la influenza,
proveyendo la primera evidencia de que la respuesta celular podia ser
inducida in vivo y tener un importante rol protector. Estos y otros estudios
sugirieron que las células musculares estaban criticamente involucradas en la
iniciacién de la respuesta inmune luego de la inmunizacién con ADN. Una
dificultad conceptual con esto es que si bien las células musculares expresan
moléculas de MHC clase I, no expresan otras moléculas de superficie (por
ejemplo CD80 y CD86) que son criticas para una 6ptima estimulacién de las
células T. Estas probablemente no sean tan eficientes en la presentaci6n
antigénica como lo son las DCs. Para corroborar si la expresién del antigeno
por parte de las células musculares era suficiente como para inducir una
inmunidad protectora in vivo, se transfirieron a ratones mioblastos
transfectados expresando una proteina de la nucleocidpside del virus
influenza, los cuales fueron protegidos en desafios con el virus infectivo
(Ulmer y col., 1996). Si bien estos datos sugieren que la expresién de
proteinas virales por parte de las células musculares in vivo es suficiente para

una protecciéon mediada por CTL, queda abierta la pregunta si los CTLs eran
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inducidos directamente por los miocitos o por la transferencia de la proteina
desde los miocitos a APCs profesionales (“cross priming”). Por otra parte, la
extraccién de las células musculares transfectadas inmediatamente (dentro de
los 10 minutos) luego de la inmunizacién no alter6 la subsiguiente respuesta
inmune (Torres y col., 1997), proporcionando evidencia adicional de que el
ADN plasmidico inyectado probablemente haya ganado el acceso al sistema
linfatico o circulatorio obviando asi la necesidad de transfeccién de células
musculares en el sitio de la inyeccién. Para otras células sométicas como
queratinocitos y células de Langerhans se observé que constituyen el mayor
tipo de células transfectadas después de la inyeccién en la piel (Yang y col.,
1990; Raz y col., 1994). En contraste con lo recién mencionado, la remocién de
la piel inmediatamente luego de la inmunizacién previene el desarrollo de la
respuesta inmune (Torres y col., 1997). Mas atin, en un estudio separado, se
mostr6 que el transplante de piel inmunizada menos de 12 horas
postinmunizacién podia desencadenar una respuesta inmune en estos
animales (Klinman y col.,, 1998). Por el contrario, una respuesta inmune
pequefia o nula podia ser iniciada cuando el periodo para el transplante
excedia las 24 horas. Estos datos sugieren que las células que migraron desde
la epidermis en 24 horas de inmunizacién indujeron la respuesta primaria
después de la inmunizacién con ADN. Finalmente, se mostr6 que la
magnitud de la respuesta primaria se increment6 cuando el sitio de
inmunizacién fue dejado intacto (Klinman y col., 1998). Todo esto sugiere que
las células no migratorias tales como queratinocitos pueden continuar

produciendo antigeno para aumentar la respuesta inmune (Klinman y col.,

1998; Akbari y col., 1999).

(b) Transfeccion directa de APCs profesionales: Varios estudios con ratones
quimeras para médula 6sea demostraron que las APCs derivadas de médula

6sea juegan un rol clave en la induccién de la respuesta inmune luego de la
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inmunizacién con ADN. En estos estudios los ratones con la médula 6sea
reconstituida crean una incompatibilidad entre el haplotipo de las células
somaticas y las células derivadas de la médula 6sea. La respuesta inmune
generada luego de la inmunizacién con ADN estuvo restringida al haplotipo
de la medula 6sea reconstituida, evidenciando concluyentemente que las
células derivadas de la médula 6sea fueron las responsables de despertar la
respuesta inmune después de la inmunizacién con ADN (Corr y col., 1996;
Iwasaki y col., 1997; Doe y col., 1996). Otros estudios para definir el tipo
especifico de APCs que regularian la respuesta inmune mostraron que las
DCs aisladas pero no las células B ni los queratinocitos de ratones
inmunizados con ADN fueron capaces de presentar eficientemente el
antigeno a células T in vitro (Casares y col., 1997). Més atn, en este mismo
estudio se estimé que s6lo una pequefia proporciéon de DCs (0,4%) fueron
transfectadas con el ADN plasmidico (Casares y col., 1997). Resultados
similares fueron obtenidos en dos estudios adicionales en los cuales la
inyeccién de ADN condujo a la transfeccién directa de un nimero reducido
de DCs (Porgador y col., 1998; Akbari y col., 1999). Por otra parte, se
pudieron visualizar in vivo DCs expresando el antigeno de interés en nédulos
linfaticos luego de la inmunizacién por bombardeo con particulas de oro
recubiertas con ADN (Condon y col., 1996). Todo esto sugiere que las DCs
juegan un rol clave en la induccién de la respuesta inmune y que la
contribucién predominante para inducir esa respuesta involucra a un nimero

pequeiio de estas células directamente transfectadas.

(c) Estimulacién cruzada o “Cross-priming”: Las proteinas secretadas o
ex6genas deben sufrir una endocitosis o fagocitosis para entrar a la via de
procesamiento antigénico del MHC clase II para estimular células T CD4*.
Las proteinas o péptidos producidos en forma endégena (por ejemplo los

antigenos virales) son presentados al sistema inmune a través de la via
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dependiente del MHC clase I para estimular células T CD8*. Si bien los
péptidos derivados de fuentes ex6genas son generalmente excluidos de la
presentacién sobre moléculas de MHC clase I, ahora hay varios ejemplos
mostrando que esto puede ocurrir in vivo (Wraith y col., 1987; Staerz y col.,
1987; Harding y Song, 1994; Falo y col., 1995; Udono y Srivastava , 1993). Por
otra parte, el cross-priming, en el cual se gatilla la respuesta de células T CD8"*,
puede ocurrir sin sintesis del antigeno de novo en las APCs, proveyendo un
mecanismo adicional por el cual la inmunizacién con ADN puede aumentar
la respuesta inmune. Durante el cross-priming, el antigeno o los péptidos
(ambos MHC clase I y II) generados por células sométicas (miocitos o
queratinocitos) pueden ser tomados por las APCs para estimular respuestas
de células T (Fu y col.,, 1997). Es decir que la estimulacién cruzada puede
ocurrir cuando las APCs profesionales procesan péptidos secretados o
proteinas de células sométicas y/o de otras APCs por fagocitosis de cuerpos
apoptéticos o necréticos (Albert y col,, 1998 a y b). Esto es apoyado por
experiencias que mostraron que el cross-priming de DCs ocurria cuando los
queratinocitos que expresaban el antigeno eran expuestos a irradiacién in
vitro, llevando a la muerte de la célula (Akbari y col., 1999). En resumen, hay
evidencias contundentes que sugieren que las APCs derivadas de la médula
6sea, pero no las células sométicas, directamente inducen la respuesta
inmune después de la inmunizacién con ADN. Sin embargo, ya que las
células somaéticas tales como miocitos o queratinocitos constituyen las células
transfectadas luego de la inoculacién con ADN via inyeccién muscular o
cutdnea, respectivamente, éstas deben servir como un reservorio de antigeno.
Asi, las células sométicas pueden ser importantes en la induccién de la
respuesta inmune via cross-priming y pueden jugar un rol en al aumento y/o

mantenimiento de la respuesta.
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Inmunidad celular

Existen al menos tres funciones principales que las células T CD4* pueden
mediar. Primero, las células T CD4* activadas tienen un rol critico en la
promocién de las células B para su supervivencia y produccién de anticuerpos a
través de las interacciones CD40L-CD40 (Banchereau y col., 1994). Segundo, las
células T CD4*, a través de la produccién de IL-2 y/o la coestimulacién CD40L-
CD40, proveen la funcién de ayuda a las células T CD8* (Ridge y col., 1998;
Bennett y col., 1998; Schoenberger y col., 1998). Finalmente, las células T CD4*
secretan un gran nimero de citoquinas que tienen efectos inmunorregulatorios
aun no comprendidos en su totalidad en muchos situaciones de enfermedad.

Se ha demostrado que las células T CD4* activadas pueden ser separadas en dos
subconjuntos distintos debido a la produccién de ciertas citoquinas (Seder y Paul,
1994). Por ejemplo, las células T-helper-1 (Th1) producen IFN-y, mientras que los
linfocitos T CD4* que producen IL-4, IL-5, e IL-13 son designados como células T-
helper-2 (Th2). Aunque se demostr6 que varios factores influyen en la
diferenciacién de las células a tipo Thl y Th2, el entorno de citoquinas presentes
en el momento inicial parece ser el mas importante (Seder y Paul, 1994; O'Garra,
1998). Asi, la presencia de IL-12 facilita la diferenciacién hacia un fenotipo de
Th1, por cuanto la presencia de IL-4 permite la diferenciacién de Th2. Dado que
los motivos de CpG presentes en el ADN bacteriano pueden activar el sistema
inmunolégico para inducir una variedad de citoquinas proinflamatorias que
incluye IL-12, la generacién de respuestas de Thl puede ser una propiedad
general de las vacunas de ADN. De hecho, la inmunizacién con ADN se ha
aplicado con éxito en varios modelos animales de infeccién en la cual la
induccién de una respuesta de Th1 correlaciona con la proteccién (por ejemplo la
tuberculosis y leishmaniasis). Una evidencia adicional de que la inmunizacién
con ADN favorece una respuesta de Thl proviene de la observacion del

predominio del isotipo IgG2a en la respuesta (Roman y col., 1997). Sin embargo,
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bajo ciertas circunstancias, las inmunizaciones con ADN pueden también inducir
las respuestas de Th2. Quizé4s el mejor ejemplo de ésto proviene del uso del
método de inmunizacién con pistola génica o “gen gun”. Pertmer y col. (1996)
primero demostraron que la produccién de IL4 se incrementaba en ratones
repetidamente inmunizados con la pistola génica, mientras que la produccién de
IFN-y concomitantemente disminuia. Se demostré que el isotipo predominante
de Ig generados después de la inmunizacién era IgGl, considerando que el
isotipo de Ig predominante generado después de la inmunizacién intramuscular
era IgG2a (Pertmer y col., 1996). Estas observaciones fueron ampliadas en el
trabajo de Feltquate y col. (1997), a través de la comparacién del perfil de
citoquinas generado por la pistola génica versus la inmunizacién intramuscular.
La respuesta de Th2 preferencialmente ocurria si el disparo con las particulas de
oro recubierta con los plasmidos de ADN se realizaba en la piel o en el misculo
expuesto quirdrgicamente. Todos estos datos sugieren que el uso de la pistola
génica tiene una poderosa influencia en la induccién de una respuesta Th2 sin
tener en cuenta la ruta de inmunizacién. Una posible explicacién de por qué la
respuesta del tipo Th2 es inducida por la pistola génica es que el arma entrega el
plasmido directamente dentro de las células, asi desvian la interaccién de los
motivos de CpG, presentes en el esqueleto del pldsmido, con las APCs que
median la descarga de citoquinas proinflamatorias para el tipo Thl. Es més, dado
que la inmunizacién con ADN hace también blanco en las DCs, es posible que los
diferentes métodos de inmunizacién lleguen a los distintos subconjuntos de DCs
que hacen la preferencia por una u otra respuesta de linfocitos T “helper” (Suss y
Shortman, 1996; Pulendran y col., 1999; Smith y de St Groth, 1999; Rissoan y col.,
1999; Maldonado-Lopez y col., 1999).
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Respuesta Humoral:

La inmunizacién con pldsmidos de ADN induce una fuerte respuesta de
anticuerpos, la cual también puede ser protectora en diferentes modelos de
infeccion. Si bien la dosis y la frecuencia de las inmunizaciones pueden afectar la
cinética y la magnitud de la respuesta, el nimero de inyecciones con una dosis
6ptima de ADN no afecta significativamente la cantidad de anticuerpos
producidos una vez alcanzado el plateau (Deck y col., 1997; Robinson y col.,
1997). Finalmente, aunque la duracién de la respuesta puede ser duradera, esta
duracién es muy variable y depende del modelo y la vacuna utilizada.
Comparando las respuestas humorales en ratones inmunizados con ADN
codificando la hemaglutinina H1 con las de ratones inmunizados con una dosis
subletal de virus de influenza HIN1, la cantidad de anticuerpos producida era
sustancialmente mayor y mas rapida en los ratones infectados con dosis subletal
que los inmunizados con ADN (Boyle y col.,, 1996). En otras experiencias,
comparando la respuesta de anticuerpo inducida por la inmunizacién con ADN y
con proteina, se observé que los titulos de anticuerpos y avidez eran
significativamente méas bajos en ratones inmunizados con ADN que codificaba
una proteina de superficie de Plasmodium que en aquellos vacunados con la
proteina sola (Kang y col., 1998). Por el contrario, en un estudio que comparaba
directamente la cinética de las respuestas de anticuerpos después de la
inmunizacién con ADN codificando ovo albimina (OVA) y la proteina OVA, no
pareci6 verse diferencias en el total de la produccién de anticuerpos especificos
contra OVA cuando el ADN se administré en forma intradérmica a las 2 6 4
semanas post-inmunizacién (Boyle y col., 1997). En este estudio, los anticuerpos
inducidos por ADN tenian una avidez mayor que los inducidos por la proteina.
Los isotipos de anticuerpos inducidos por la inmunizacién con ADN incluyen
IgG, IgM e IgA. Finalmente, la habilidad de la inmunizacién de ADN para

generar anticuerpos neutralizantes sugiere que ese antigeno expresado in vivo
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puede asumir una configuracion nativa. Asi, las vacunas de ADN pueden
generar respuestas de anticuerpos que se parecen més a aquellas vistas después
de la infeccién natural y proporcionar una ventaja potencial por encima de las

vacunas de proteinas recombinantes.

Modos de administracién

Una variedad de rutas de inyecciéon del ADN, incluyendo intramuscular,
intradérmica, intravenosa, intraperitoneal (Fynan y col., 1993), envio epidérmico
por escarificaciéon (Fynan y col., 1993), oral (Jones y col., 1997; Chen y col., 1998;
Herrmann y col., 1999; Roy y col., 1999), intranasal (Fynan y col., 1993, Klavinskis
y col., 1997; Ban y col., 1997; Kuklin y col., 1997; Sasaki y col., 1998 a, b y ¢),
vaginal (Wang y col., 1997; Livingston y col., 1998), y mds recientemente,
vacunacién no invasiva en la piel (Shi y col., 1999) han sido estudiadas. La ruta
de inmunizacién mas comidn es la intramuscular, y en menor medida, la
subcutdnea o intradérmica. El ADN es administrado en una variedad de
diluyentes incluyendo agua destilada, solucién salina y sacarosa. Para la
inyeccién intramuscular, a pesar de que algunos investigadores han usado
agentes tales como cardiotoxina, bupivacaina, o soluciones hiperténicas para
pretratar el tejido muscular (Davis y Jasmin, 1993; Davis y col., 1994), estudios
adicionales sugieren pocos beneficios. Mientras que las dosis 6ptimas dependen
del antigeno particular y el sistema del modelo usado, entre 10 a 100 pg de
plasmido son requeridos para inducir una respuesta cuando el ADN es
administrado intramuscular o subcutdneamente en ratones. Por el contrario, la
inmunizacién de ADN con pistola génica requiere de 0,1-1 ug de ADN
plasmidico para inducir una respuesta de anticuerpos o de CTL (Gurunathan y

col., 2000).
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Hipétesis de trabajo

Se ha postulado la hipétesis de un origen autoinmune para explicar la etiologia
de la enfermedad de Chagas crénica (Petry y Eisen, 1989). Este proceso
autoinmune podria ser el resultado de una respuesta inmune cruzada contra
componentes especificos de células cardiacas que comparten epitopes con
antigenos de T. cruzi (mimetismo molecular). La participacién del fenémeno de
mimetismo molecular como generador de una respuesta autoinmune fue
estudiada en nuestro laboratorio a través de la caracterizacion de los
autoanticuerpos anti-proteinas ribosomales P presentes en sueros de pacientes
con Chagas. Estos estudios demostraron que estos autoanticuerpos, capaces de
reaccionar con las proteinas ribosomales P humanas, se originarian inicialmente
como una respuesta dirigida contra las proteinas parasitarias (Levitus, 1991). La
caracterizacion del sistema de proteinas ribosomales P de T. cruzi permiti6 definir
otros blancos de reactividad cruzada. Efectivamente, la proteina PO del parésito
(TcP0) presenta en su extremo C-terminal un pentapéptido de residuos cargados
negativamente (POB) similar al presente en el segundo bucle extracelular del
receptor B-adrenérgico. A partir de esta homologia, se demostr6 que i) la
reactividad de los sueros de pacientes contra la proteina PO del parasito era
inhibida por un péptido de 22 aa correspondiente al segundo bucle extracelular
del receptor, ii) los sueros de pacientes con Chagas reconocian el pentapéptido
POB por ELISA v iii) los anticuerpos inmunopurificados con el péptido de 22 aa
mencionado producian un efecto cronotrépico positivo sobre cardiocitos aislados
de rata, el cual era inhibido por el pentapéptido POB (Ferrari y col., 1995). Los
anticuerpos de pacientes crénicos, inmunopurificados con el péptido correspon-
diente a los 13 aa C-terminales de la proteina ribosomal P2 de T. cruzi (TcP2p),
también alteraron la frecuencia de latidos de cardiocitos en cultivo (Kaplan y col.,
1997). Por otra parte, se han detectado en sueros de pacientes con Chagas
crénicos la presencia de anticuerpos que reaccionan contra receptores

muscarinicos (M2). Ensayos de ELISA semejantes a los desarrollados para los
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anticuerpos anti-receptor -adrenérgico, permitieron dosar esta actividad (Ferrari
y col., 1995).

Estos resultados, tomados en conjunto, indican que la infeccién por T. cruzi
podria inducir una respuesta autoinmune funcional contra receptores cardiacos.
Otros resultados que avalan esta hip6tesis provienen de experiencias de
inmunizacién en ratones. En este sistema, la inoculacién con la proteina
recombinante TcP2P del parasito provocé alteraciones en el electrocardiograma
de los animales inmunizados, junto con la produccién de anticuerpos anti-TcP28
(L6pez Bergami y col., 1997). Sin embargo, este método de inmunizacién
probablemente no refleje la presentacién de los antigenos tal como ocurre en la
infeccién natural: los epitopes relevantes podrian encontrarse en las proteinas
recombinantes en una conformacién diferente a la de la proteina nativa y el
empleo de adyuvantes podria inducir una respuesta inmune distinta a la
respuesta adquirida naturalmente.

Una metodologia que podria reflejar mejor la situacién de la infeccién crénica y
que resultaria, por lo tanto, mas adecuada para estudiar la patogénesis de la
enfermedad, es la presentacién constante de los antigenos parasitarios por las
células musculares del huésped. Esta expresion puede lograrse por la inyeccién
intramuscular de plasmidos que contengan los genes parasitarios bajo el control
de promotores virales.

Los primeros epitopes parasitarios que inducen anticuerpos con propiedades
auto-reactivas funcionales han sido caracterizados, y se encuentran en las
regiones C-terminales, ricas en glutdmico y aspértico, de las proteinas
ribosomales TcP0, y TcP2p de T. cruzi (Ferrari y col., 1995; Kaplan y col., 1997;
Elies y col., 1996). Sin embargo la variedad y el polimorfismo de la respuesta
anti-receptores cardiacos en pacientes chagasicos son tales (Elies y col., 1996), que
resulta dificil explicarlas como producto de la accién de anticuerpos dirigidos
solo contra dos proteinas, por més antigénicas que sean. Esto nos llevé a postular

la existencia de otros antigenos parasitarios ricos en residuos acidos. Inicialmente
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propusimos que éstos deberian tener trechos de hasta 20 o mas de residuos de
acido glutAmico y/o aspértico seguidos. En mi trabajo de tesis de licenciatura se
rastrearon diferentes bibliotecas de expresion con sueros de pacientes chagasicos,
pero no pudimos detectar ninglin otro antigeno con estas caracteristicas (Ghio,
1996)

Ante este fracaso, decidimos recurrir a los datos generados por el Proyecto
Genoma Trypanosoma cruzi buscando secuencias de EST que pudieran codificar

para un péptido con las caracteristicas mencionadas.

Objetivos

A partir de lo expuesto se propuso:

1) Obtener uno o mas ESTs con regiones ricas en residuos de acido glutdmico
y/ o aspértico y caracterizarlo genética e inmunol6gicamente.
En particular se propuso:

¢ Obtener el gen completo.

¢ Caracterizar genéticamente el gen.

¢ Expresar el gen de T. cruzi como proteina de fusion en E. coli para analizar su
inmunogenicidad.

¢ Emplear esta proteina recombinante en ensayos de ELISA y Western blot con
sueros de pacientes con la enfermedad de Chagas.

¢ Mapear los epitopes reconocidos por estos sueros.

¢ Estudiar la capacidad de estos anticuerpos de reaccionar en forma cruzada
con receptores cardiacos u otras proteinas propias y de alterar la frecuencia de

latidos de cardiocitos en cultivo.
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2) Utilizar la metodologia de inmunizacién con ADN para estudiar el papel de
los anticuerpos dirigidos contra epitopes ricos en aminoacidos acidos en la
inmunopatogénesis de la enfermedad. Este objetivo comprende los siguientes
objetivos especificos:

¢ Inmunizar ratones con construcciones de ADN capaces de expresar el gen que
contiene al EST obtenido, y con las proteinas ribosomales P2p y PO de T. cruzi
para poner a punto la metodologia.

¢ Caracterizar la respuesta humoral inducida y compararla con la producida
por inmunizacién con las protefnas recombinantes correspondientes.

¢ Estudiar el rol fisiol6gico de los autoanticuerpos caracterizados.

3) Buscar interacciones entre el gen obtenido y otras proteinas.
¢ Poner a punto el sistema de doble hibrido utilizando las proteinas

ribosomales P.






SOLUCIONES Y MEDIOS UTILIZADOS

Medio LB: bactotriptona 1 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 1 %.

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

Medio LB-kan: LB + 30 pg/ml kanamicina.

Medio LB-agar: LB + bactoagar 1,5 %.

Medio LB-top agarosa: LB + agarosa 0,7 %.

Medio 2xYT: bactotriptona 1,6 %, extracto de levadura 1%, NaCl 0,5 %.

Medio SOB: (1 litro) bactotriptona 2 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 0,5 %,
KC1 100 mM 25 ml. Autoclavar y agregar MgCL2 1M 10ml y MgSO4 1M 10ml.
Medio SOC: Medio SOB + glucosa 2 %.

Medio LIT: (1 litro) Infusién de higado 0,5 %, triptosa 0,5 %, NaCl 68 mM, KCl
5,3 mM, HPOsNa: 22 mM, glucosa 2%, hemina 0,1 % v/v, penicilina-
estreptomicina 100x 10 mi, suero fetal bovino inactivado 10 %.

Medio YPD: bactopeptona 2 %, extracto de levadura 1 %, dextrosa 2 %.

Medio YPD-agar: YPD + bactoagar 2 %.

Medio Yc: YNB (yeast nitrogen base) sin aminoécidos 6,7 gr., NaOH1 M 1 ml,
Ac succinico 20gr., glucosa 20 % 200 ml, llevar hasta 1,8 litro con agua
deionizada y autoclavar.

Medio Yc-agar: Yc + bactoragar 2 %.

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

TBS-leche: leche descremada 3 % en TBS 1x.

TBS-TW: Tween 20 0,05% en TBS 1x.

PBS (10x): NaCl 8 %, KC1 0,2 %, NaoHPO; 1,4 %, KH2PO4 0,24 % a pH: 7,4.
PBS-TW: Tween 20 0,1% en PBS 1x.

PBS-leche 5%: leche descremada 5 % en PBS 1x.

SM: Tris-HCl (pH: 7,5) 50 mM, NaCl 100 mM, MgSO4 8 mM, gelatina 0,02%.
TE: Tris-HCl (pH: 8) 10 mM, EDTA 1 mM.

40



Serg'o Ghio Materiales g métodos

Buffer para siembra 6x: (Acidos nucleicos) TAE 6x, glicerina 60 %, azul de
bromofenol 0,25 %, xylencianol 0,25 %.

TBE 10x: Tris base 10,8 %, 4cido bérico 5,5 %, EDTA 20 mM (pH: 8).

TAE 50x: Tris base 24,2 %, acido acético glacial 5,71 %, EDTA 50 mM (pH: 8).
Buffer de siembra 2x: (Proteinas) en TBS 1x, azul de bromofenol 0,2 %, SDS 4 %,
B-mercaptoetanol 10 %, glicerol 20 %.

Buffer de corrida de proteinas 1x: Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %.
Buffer de electrotransferencia de protefnas 1x: Tris base 25 mM, glicina 192
mM, metanol 20 %.

SSC 20x: Citrato de sodio 8,82 % pH: 7 (ajustar con HCI).

Soluci6n fisiolégica: NaCl 0,9 %.

TMB: 30 mg/ml en buffer citrato 0,1 M, DMSO 7,2 %, glicerol 1,8 %.

TNE: NaCl 100 mM, EDTA 1mM, Tris-Cl (pH: 8) 10 mM.

TNE SAC: NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Tris-Cl (pH: 8) 10 mM, sacarosa 50 %.
TNE-T: TNE, Tritén -X100 1%.

TFB I: Acetato de potasio 5 M 1,5 ml, MnCl, 1 M 12,5 ml, KCI12 M 12,5 m], CaCl;
1 M 2,5 m], glicerol 15 % llevar a pH: 5,8 con 4cido acético 0,2 M y a un volumen
final de 250 ml. Esterilizar por filtrado.

TFB II: MOPS (pH: 7) 2M 12,5 m], CaCl21 M 18,8 ml, KCI 2 M 1,25 ml, glicerol
15 % llevar a pH: 6,5 con &cido acético 0,2 M y a un volumen final de 250 ml.
Esterilizar por filtrado.

Soluci6n LiAcTE: LiOAc 0,1 %, Tris-HCl (pH: 8) 10 mM, EDTA 1 mM.
Solucién LiAcTE - PEG: Sol LiAcTE + polietilenglicol 335040 % p/v.

Buffer Z: Na,HPOs 60 mM, NaH2PO4 40 mM, MgSOs1 mM, KCl 10 mM, X-gal
0,07 %

Solucién DB 0,5 para bloques con parasitos: EDTA (pH: 8) 0,5 M, N-
laurilsarcosina 1 % y Proteinasa K 0,5 mg/ml

PSG: buffer fosfato de sodio (pH: 8) 0,5 M 150 mil, NaCl 4 M 162,5 ml, glucosa

10%, llevar a 1 litro con agua deionizada.
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Rojo Ponceau S: rojo Ponceau S 0,5 %, metanol 40%, acido acético 10%.
Reactivo de Bradford: Coomasie Brillant Blue 250 G disuelto en etanol 95 %,
HsPO410 %, y llevar a 1 litro con agua deionizada.

Penicilina-estreptomicina (GIBCO) 10000 U/ ml y 10000 pg/ml respectivamente

PLASMIDOS

PMAL~2: lacIPu., malEA2-26-fx-lacZa, Ampr (New England Biolabs)
pGEX- 4T1: laclPuc, GST, Ampr (Pharmacia)

pGEX- 2TK: laclPwc, GST, Ampy, sitio de reconocimiento de PKA (Pharmacia)
pQE-30: laclPm, RBSI, ColEl, 6xHis tag, Amp* (QIAGEN)

PGEM-T easy: lacZ, pGEM-5Zf(+) 3'T, Ampr (Promega)

pGEM-3Zf£(+): lacZ, Amp* (Promega)

pGEM-5Z£(+): lacZ, Ampr (Promega)

pcDNA3 Ampr, ColE1,Neor (Invitrogen)

pBTM116: P-ADH1, LexA, ColE1, T-DH1, TRP1, 2p, Amp*

pVP16: P-ADH1, NLS-VP16, ColE1, T-DH1, LEU2, 2, Amp*

BACTERIAS

Cepas bacterianas.
o E. coli DH5a: F'/endAl, hsdR17, supE44, thi-1 recAl, gyrA relAl
AlaclZY A-argF) U169 deoR (A80dlacA(lacZ)M15). Mantenida en medio LB
Agar.
e E. coli Y1090: AlacU169, proA+, Adlon, araD1309, strA, supF, (trp c22::Tn10),
(pMC9). pMC=pBR322, lacIQ. Mantenida en medio LB Agar + Ampicilina

LEVADURAS

Cepas de levaduras.
o 8. cerevisiae 1.40: MATa HIS3A200 trpl1-901 leu2-3,112 ade2 LYS:: (lexAop)4-
HIS3 URA3::(lexAop)8-lacZ GAL4
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MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Las cepas se mantuvieron en placas del medio correspondiente a 4° C por cortos
perfodos de tiempo (15 dias) y en cultivos liquidos con 50% de glicerol a -70° C

durante meses.

CEPA DE REFERENCIA DET. cruzi

La cepa de referencia utilizada por el proyecto genoma de Trypanosoma cruzi se
origina a partir de un clon de la cepa CL de T. cruzi denominado clon CL Brener.
El mismo cumple el ciclo de propagacién insecto-vertebrado, asegurando que
toda la informacién genética que determina la infectividad esté presente en el
clon. Este clon también presenta estabilidad genética en condiciones de
crecimiento de laboratorio (Brener Z., comunicacién, Parasite Genome Network
Planning Meeting, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil, 14-15 de Abril de 1994) y es
mantenida actualmente en nuestro laboratorio a 30° C en medio de cultivo LIT y

replicada cada 7 dfas.

PREPARACION DE BACTERIAS E. coli DH5a COMPETENTES PARA
TRANSFORMACION CON PLASMIDOS

En un erlenmeyer con 500 ml de medio 2xYT se incub6 con 10 ml de bacterias
DHb5a (crecidas a 37° C toda la noche a partir de una colonia aislada) hasta llegar
a una DO660nm 0,45-0,55. Se pas6 a 2 tubos de 250 ml y se centrifug6 a 3500
r.p.m. 10 min. a 4° C. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el precipitado
en 100 ml de TFB1 y se incub6 15 min. en hielo. Se centrifugé a 3500 r.p.m. 10
min. a 4° C y se resuspendié en 20 ml de TFB 11. Se incub6 en hielo durante 15
min. y luego se alicuot6é en tubos con 500 ul de la suspensién de células, que
fueron congelados en nitrégeno lfquido y guardados a -70° C hasta el momento

de usar.
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CORTES CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Los cortes de restriccién se realizaron siguiendo las instrucciones del proveedor
comercial de las enzimas por un perfodo de 2 horas. Se comprobé el corte total
del ADN por electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etidio. Los
insertos o plasmidos fueron purificados a partir de la extraccién de la banda
correspondiente obtenida por electroforesis en geles de agarosa de bajo punto
de fusién y/o con columnas Wizard DNA Clean Up® (Promega) segiin las

indicaciones del kit.

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN EN GELES DE AGAROSA DE
BAJO PUNTO DE FUSION

Para purificar los insertos cortados con las correspondientes enzimas de
restriccion, se corrieron en un gel de 0,8-1 % agarosa de bajo punto de fusién. Se
cortaron los fragmentos correspondientes en un transiluminador de luz U.V. con
un bisturd. Se le agregaron 200 pl de TE y se los incub6 en un bario a 68° C hasta
que la agarosa se disolvi6 completamente. Luego se le agreg6 1 ml de resina del
kit Wizard DNA Clean Up® (Promega), se mezcl6 por inversién varias veces y
se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente. Se pas6 la suspensién por una
minicolumna provista por el kit y se lavé 2 veces con isopropanol 80 %. Se
centrifugé 2 min. a 10000 r.p.m. para eliminar restos del alcohol. La
minicolumna se coloc6 en un tubo nuevo y se incub6 a 70° C, inmediatamente se
le agreg6 a la columna 30-40 pl de TE o agua deionizada precalentados a la
misma temperatura y se dejé durante 1 min. Se centrifugé la minicolumna 20

seg. a 12000 r.p.m. para eluir el ADN.

SUBCLONADO EN PLASMIDOS

Para subclonar en los plasmidos se utilizaron los insertos que habfan sido

amplificados por PCR y/o cortados con las enzimas de restriccion
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correspondientes, extraidos después de la corrida en un gel preparativo de 0,8 -
1 % de agarosa de bajo punto de fusién. Para la ligacién se utilizaron las
relaciones molares vector:inserto de 1:1, 1:5 y 1:10. Las experiencias de ligado de
los insertos y los plasmidos se llevaron a cabo en un volumen de 10 pul con 20 ng
de plasmido y 1 U de T4 DNA ligasa durante 12-18 horas a 16° C. Como control

de ligacién se incluy6 una reaccién de ligado de vector sin inserto (autoligado).

SUBCLONADO EN EL PLASMIDO pGEM-T Easy

Este vector se emple6 para realizar un clonado directo de productos de PCR.
Este plasmido posee la caracteristica de tener bases T protruyentes en los
extremos 3'. Este tipo de extremos permite la ligacién en forma muy eficiente de
fragmentos de PCR amplificados que presentan bases deoxiadenina en sus
extremos generadas por la Taq polimerasa en forma independiente del
templado. Este vector permite ademés una seleccién répida de las colonias

recombinantes por a-complementacién.

TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES DH5a CON
LIGACIONES DE PLASMIDOS

Se colocaron 5 pl de ligacién con 50 ul de bacterias competentes DH5a y se
incubaron 40 min. en hielo. Por otro lado se colocé el plasmido comercial sin
inserto, con 50 pl de bacterias competentes para usarlo como control de
eficiencia de transformacién. Al cabo de ese tiempo se dio un shock térmico de
1,5 min. a 42° C, se coloc6 nuevamente en hielo por 5 min., se le agreg6 1 ml de
medio 2xYT o SOC y se incub6 durante 45 min. para la recuperacién de las
células y la expresién del gen de resistencia al antibi6tico. Se plaque6 con 40 pl
de X-Gal 2 % y 20 pl de IPTG 100 mM (en los casos que el pldsmido permitia
seleccién por p-galactosidasa) en placas de LB-agar con ampicilina. Se incub6

toda la noche a 37°C.
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ANALISIS DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES (Quick minipreps)

Se picaron con escarbadientes estériles colonias blancas (o en su defecto al azar),
se colocaron en tubos con 3 ml de medio LB con ampicilina y se dejaron crecer
durante toda la noche. Como control se pic6 una colonia azul (o de un plasmido
sin inserto). Se colocaron en tubos eppendorf® 100 pl de los cultivos con 50 ul de
fenol-cloroformo (1:1) y 10 pl de buffer de siembra 6x para acidos nucleicos. Se
agit6 en vértex durante 1 min., se centrifugé durante 5 min. a 12000 r.p.m. a
temperatura ambiente. Se corrieron 20-25 ul de la fase acuosa en un gel de
agarosa 0,6-0,8 % conteniendo bromuro de etidio y se comparé el ADN
plasmidico de control con el de las muestras de posibles recombinantes. En los
casos que se observ6 que el plasmido tenfa mayor tamafio que el control sin

inserto se hizo una extraccién del ADN plasmidico.

EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

Se utiliz6 una modificacién del método de lisis alcalina de Birnboim y Doly
(1979).

Se inocularon 3 ml de LB-amp con una colonia aislada y se dej6 crecer con
agitacion durante la noche a 37° C. Se cosecharon las bacterias por
centrifugacién a 4000 r.p.m. por 5 min. a temperatura ambiente. Se agregaron
300 pl de solucién I frfa (glucosa 50mM, Tris HCI (pH: 8) 25 mM, EDTA (pH: 8)
10 mM) y se resuspendié el precipitado por pipeteo o vértex. Se agregaron
inmediatamente 300 pul de solucién I (NaOH 0,2 N, SDS 1 %) se mezclaron
cuidadosamente por inversién y se incub6é por 3-5 min. a temperatura ambiente.
Luego se afnadieron 300 ul de solucién IlI fria (acetato de potasio 3 M pH: 4,8), se
mezcl6 por inversion y se dej6é en hielo por 10 min. E1 ADN cromos6émico se
separ6 por centrifugacién a 12000 r.p.m. a 4° C. Al sobrenadante se lo pasé a un
tubo limpio. El ARN se elimin6 incubando con ARNasa A a una concentracién
final de 50 pg/ml por 15 min. a 37° C. Se afnadieron 600 pl de cloroformo-alcohol

isoamflico (24:1), se mezcl6é con vértex y se centrifugé 2 6 3 min. a 12000 r.p.m.
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para separar las fases. Se pas6 a un tubo la fase acuosa y se le agregaron 600 pl
de isopropanol 100 % que fue mezclado por inversién. Se dej6 30 min. a
temperatura ambiente y luego se centrifugé a 12000 r.p.m. por 15 min. El
precipitado se lavé con 500 pl de etanol 70 %, se dej6é secar a temperatura

ambiente y se resuspendi6 en 50 pl de agua bidestilada o TE (pH: 8).

RASTREO RADIACTIVO DE PLASMIDOS RECOMBINANTES

Cuando el nimero de colonias obtenidas en una transformacién era elevado, se
realiz6 un rastreo radiactivo. Sobre las placas se colocé6 filtros de nylon Hybond-
N*, se los dej6 1 minuto, se realizaron marcas con una aguja para poder ubicar
posteriormente las colonias con sefiales positivas. Se coloc6 sobre un papel
Whatman® 3MM embebido en solucién desnaturalizante (1,5 M NaCl, 0,5 M
NaCl) durante 3 min. con la cara que tuvo contacto con las colonias hacia arriba,
luego se repiti6 el procedimiento con solucién neutralizante (1,5 M NaCl, 0,5
Tris-HCl pH 7,2, 1 mM EDTA) por 3 min.. Se lav6 durante 5 min. en 5x SSC, se
fij6 20 min. con 0,4 N de NaOH y se volvi6 a lavar 5 min. con 5x SSC.

Los filtros se secaron sobre un papel Whatman® 3MM y se guardaron a 4° C

hasta su utilizacién.

MARCADO RADIACTIVO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA EL RASTREO
DE INSERTOS

Se coloc6 10 pl de 10 uM del oligonucle6tido a marcar, con 1x final de buffer T4
PNK (polinucle6tido kinasa), con 1ul de la enzima T4 PNK y 2 ul de y32P-ATP.
Se incub6 a 37° C por una hora y luego 10 min. a 70° C con 10 mM de EDTA. Se
precipit6 con 1 pl de ARN: de levadura (10 pg/pul) y 330 pul de etanol/acetato de
amonio, durante 30 min. a -70° C. Se centrifug6 15 min. a 12000 r.p.m. y se
resuspendi6 el pellet en 100 ul de agua deionizada. Se utiliz6 5 pul de sonda por
filtro.
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HIBRIDACION DE LOS FILTROS CON OLIGONUCLEOTIDOS MARCADOS
RADIOACTIVAMENTE.

Se prehibridaron los filtros durante 2 horas a 42° C en una solucién, suficiente
para cubrir los filtros, conteniendo 5 ml de 20x SSC, 1 ml de fosfato di4cido de
sodio 0,2 M pH: 6,8, 1 ml de 50x Denhardt’s, 500 ul de SDS 10 %, 100 pl de ADN
de esperma de salmén, agua deionizada c.s.p. 10 ml. Se hibrid6é durante toda la
noche a 37° C.

Se lav6 15 min. con 6x SSC, 0,5% SDS a 37° C, y 10 min. a 45° C con agitacién. Se
control6é con un contador Geiger la marca radiactiva, y en caso de observarse
demasiada radiactividad, se sigui6 lavando durante 10 min. mas a 45° C.

Los filtros se expusieron sobre peliculas AGFA-GEVAERT Curix RP1 durante 2
63 difasa-70°C.

SECUENCIACION AUTOMATICA

Se utiliz6 el equipo de secuenciacién 373 de Applied Biosystems, que es un
instrumento automaético de barrido del gel. EI ADN se secuencié usando
terminadores coloreados usando el Kit Prism Ready Reaction® Dye terminator.
El ADN fue preparado a partir del método de extraccién de ADN plasmidico
resuspendido en 32 pl de agua. Se le agregé 8 pl de NaCl 4 M y 40 pl de PEG-
8000 13 %, se incub6 en hielo por 20 min. y se centrifugé por 15 min. a 12000
r.p-m. a 4° C. Se realiz6 un lavado con 500 pl de etanol 70 %, se centrifugé
nuevamente en iguales condiciones y se secé durante 3 min. en vacio. El ADN
listo para secuencia se resuspendi6 en 20 pl de agua deionizada.

Para la reaccién de secuencia realizada por PCR se utiliz6 1 pg de ADN, 32
pmoles de oligonucleé6tidos, 9,5 pl de premix (que contiene dNTPs sin marcar y
ddNTPs marcados con colorantes, buffer de reaccién y AmpliTaq® polimerasa)
y agua deionizada c.s.p. 20 pl. La reacciéon de PCR se llev6 a cabo con las
siguientes condiciones: 30 seg. a 96° C, 15 seg. a 50° C y 4 min. a 60° C, durante
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25 ciclos. La reacciéon obtenida fue precipitada en un tubo eppendorf® de 1,5 ml
con 2,5 pl de CTAB 5 %, se mezcl6 bien a temperatura ambiente y se centrifugé
3-4 min. a 12000 r.p.m. Se descart6 el sobrenadante y se agregaron 50 pl de NaCl
1,2 M y 125 pl de etanol absoluto. Se mezcl6 bien con pipeta y se centrifugé 5
min. a 12000 r.p.m. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado se lav6 con 500
pl de etanol 70 %. Se centrifugé en las condiciones anteriores, se descart6 el

sobrenadante y se dejé secar en vacfo la muestra precipitada.

SECUENCIACION MANUAL

La secuenciacion de &cidos nucleicos se llev6 a cabo por el método de
terminacién de cadena con dideoxinucleé6tidos. Para ello se utilizé el kit de
secuenciacién fmol® (Promega) y se siguieron las indicaciones de los
fabricantes.

Se mezcl6 en un tubo 5 pul de Buffer fmol 5x (que contiene los dNTPs sin
marcar), 3 pmol oligonucleétido, 100 ng de ADN a secuenciar, 0,5 pl de [a-
355]dATP 10pCi/ pl y agua hasta alcanzar un volumen final de 16 ul. Se agreg6 1
pl de Tag DNA Polimerasa (Sequencing Grade). Se trasvasaron 4 ul de esta
mezcla a 4 tubos rotulados A, C, G, T conteniendo cada uno 2 pl de la mezcla
apropiada de d/ddNTP. Posteriormente se agreg6 una gota (aproximadamente
20 pl) de aceite mineral. Luego se realiz6 una reaccién de PCR con el siguiente
programa: 2 min. a 94° C para la desnaturalizacién del ADN doble cadena, y 30
ciclos con los siguientes parametros: 30 seg. a 94° C (desnaturalizaci6n), 30 seg. a
42° C (apareamiento del oligonucleétido) y 1 min. a 70° C (elongacién).

Una vez finalizada la reaccién se agregé 3 pl de Solucién Stop a cada tubo. Los
tubos fueron precalentados a 70° C durante 2 min. antes de sembrar las
muestras en el gel. Se utiliz6 una cuba de electroforesis Gibco-BRL de geles
verticales de 30 x 40 cm, con espaciadores de 0,3 mm. Se emplearon geles de
poliacrilamida 6 % y 7 M de urea. Los geles se prepararon a partir de una
solucién stock de acrilamida-bisacrilamida (40:2) 40 %. Se disolvié a 37° C en
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agitador 42 gr de urea (Sigma) con 15 ml del stock de acrilamida 40 %, méds 10
ml de TBE 10X y fue llevado hasta 100 ml con agua deionizada. La
polimerizacion se realizé con 280 ul de persulfato de amonio 10 % y 100 pl de
TEMED. La electroforesis se llev6 a cabo aplicando una potencia constante de 60
W. Concluida la migracién se enjuagoé el gel con agua corriente, para retirar la
urea remanente. El gel se retir6 con un papel Whatman® 3MM, se sec6 en vacio
a 80°C durante 2 hs. y se expuso sobre peliculas AGFA-GERVAERT Curix RP1
durante 24 hs. 0 més a temperatura ambiente (Sambrook, 1989).

AMPLIFICACION POR PCR DE LOS INSERTOS PARA SUBCLONADO

Se amplific6 por PCR los insertos a partir de cosmidos, ADN genémico o0 ADNc.
Se tom6 200 fmoles de ADN, se le coloc6 50 pmoles de cada primer, 200 uM de
dNTPs, 2,5 uM de MgCl, Buffer Taq para 1x final, 2,5 U de enzima Taq
polimerasa y agua deionizada de maxima pureza c.s.p. 100 pl. Como control de
contaminacién se utiliz6 un tubo que no contenfa ADN; y como control de que
los procedimientos realizados fueron correctos, se amplific6 plasmidos con

insertos conocidos.

La reaccién se realiz6 en GeneAmp PCR System 9600 Perkin Elmer y las

condiciones fueron las siguientes:

Desnaturalizacién del ADN 5 mn.a 94°C
Desnaturalizacién del ADN 1 min.a 94°C

Pegado de los oligonucleétidos 1 min. a temperatura variable | durante
de acuerdo al Tm de los | 30 ciclos
oligonucleétidos

Sintesis de ADN 1 min. por cada 1000 pb a
amplificar a  72°C

Completado de cadenas 10min.a72°C
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Luego se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa con 5-10 pl de cada

reaccién en un gel de 0,8-1 % de agarosa para visualizar la amplificacién.

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

La agarosa se disolvi6 en buffer TAE 1x a una concentracién adecuada de
acuerdo a la longitud del ADN a visualizar y se agreg6 bromuro de etidio a una
concentracién final de 0,1 pg/ml. Las muestras de ADN se sembraron con
buffer de siembra para acidos nucleicos 1x. La electroforesis se llev6 a cabo con
buffer TAE 1x, generalmente en un campo eléctrico de 5-10 V/cm a temperatura
ambiente. Los geles fueron visualizados utilizando un transiluminador de luz

ultravioleta de 300 nm y fotografiados.

PRODUCCION DE PROTEINAS EN EL SISTEMA pMAL

Un cultivo de 500 ml de medio LB-amp conteniendo aproximadamente 2x108
células/ml fue inducido por el agregado de IPTG (0,3 mM final). Luego de una
incubacién durante 3 hs. a 37° C, las células se cosecharon por centrifugacién y
se resuspendieron en 50 ml de buffer de columna (20 mM Tris-HCl pH 7,4, 0,2
M NaCl y 10 mM B-mercaptoetanol). La ruptura celular se realiz6 mediante un
ciclo de congelamiento-descongelamiento y dos ciclos de sonicacién de un
minuto cada uno. Se realiz6 una centrifugacién a 9000 g durante 30 min.
obteniéndose en el sobrenadante las protefnas citoplasmaéticas. En casos en que
la protefna formaba cuerpos de inclusién se centrifug6 a menor velocidad para

evitar que se fueran al precipitado.

PURIFICACION DE LAS PROTE[NAS RECOMBINANTES SISTEMA pMAL

En el sistema pMAL la protefna de interés es sintetizada como una protefna de
fusién con la MBP (maltose binding protein). Esta caracterfstica permite la
utilizacién de columnas de resina de amilosa para su purificacién. Se utilizaron

columnas de 1,5 cm de didmetro por 9 cm de alto con 10 ml de resina. Se
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sembraron 10 ml de extracto crudo y se lo hizo recircular durante 2 hs.
utilizando una bomba peristéltica. Se realizaron lavados con 20 ml del buffer
con el cual se equilibré la columna (20 mM Tris-HCl pH 7,4, 0,2 M NaCl y 10
mM B-mercaptoetanol). Posteriormente, la protefna de fusién se eluy6 con
maltosa 10 mM. Durante los lavados y la elucién se colectaron fracciones de 1,5
ml y alfcuotas de las mismas (20 pl) que fueron analizadas en SDS-PAGE 10 %.
Las fracciones en las cuales se observé la protefna recombinante libre de
contaminantes fueron parcialmente liofilizadas durante 4 hs. y aquellas en que
la cantidad de protefnas observada en el gel fue similar se juntaron.

Posteriormente se determiné la concentracién proteica.

PRODUCCION DE PROTEINAS EN EL SISTEMA pGEX

Se utiliz6 la misma metodologfa que la empleada para purificar proteinas de
fusién con MBP, con la diferencia de que las células fueron resuspendidas en
PBS 1x con 1mM de PMSF y el extracto crudo obtenido luego de la sonicacién se
pas6 por una columna de glutation-agarosa, siendo eluida la correspondiente

protefna de fusién con glutation reducido 5 mM.

DETECCION DE CUERPOS DE INCLUSION

Se inoculé un tubo de 3 ml de LB-amp con una colonia aislada y se creci6
durante toda la noche a 37° C con agitacién. Al otro dfa se hizo una dilucién
1/100 en 200 ml de LB-amp, se lo crecié hasta una DOgooqm= 0,4-0,5 y luego se lo
indujo con 0,3 mM de IPTG durante 4 hs. Se centrifugé el cultivo a 5000 r.p.m.
durante 10 min. a 4° C. Se descart6 el sobrenadante, se resuspendieron las
células en 3,2 ml de TNE (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH: 8) y
se dejaron durante 5 min. en hielo. Se le agregaron 3,2 ml de TNE-SAC (TNE,
sacarosa 50 %), se incubaron durante 5 min. en hielo, luego se aftadieron 6,4 ml
de lisozima (4 mg/ml) y se la dej6 actuar por 10 min. en hielo. Se agregaron 1,6
ml de 0,5 M EDTA y 1,6 ml de Trit6n-X100 10 %. Se realizaron 3 ciclos de
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congelado/descongelado y a continuacién se pas6 10 veces por una jeringa con
una aguja 18-21G. Se centrifugé durante 20 min. a 6000 r.p.m. a 4° C. El
sobrenadante fue guardado y el precipitado fue resuspendido en 10 ml de TNE-
T (TNE, 1% Trit6n-X100). Se volvi6 a centrifugar a 5000 r.p.m. por 15 min. a 4°
C. El sobrenadante fue guardado y el precipitado se lo resuspendi6 en 1 ml de
urea 8 M. Se incub6 durante 30 min. a temperatura ambiente y luego se
centrifugé a 12500 r.p.m. por 30 min. El precipitado fue descartado y el
sobrenadante guardado. Se corri6 en un gel de poliacrilamida-SDS los
sobrenadantes. Si la protefna aparece en el Gltimo sobrenadante significa que

forma cuerpos de inclusién.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Se realiz6 mediante un micrométodo adaptado del protocolo original descripto
por Bradford. A 10 pl de cada muestra se agregaron 100 ul de reactivo de
Bradford (1976). Las muestras se analizaron por duplicado en placas de
poliestireno de 96 pozos y se midié la DOsssym en un lector de microplacas
VERSAmax® (Molecular Devices Corportation). Se utilizaron patrones de BSA
(0,075-5 mg/ml) para la construccién de una curva de calibracién y sobre la

base de la misma se determiné la concentracién proteica de las muestras.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesis de protefnas (SDS-PAGE) se realizaron, en la mayorfa de los
casos, en geles de poliacrilamida 10 %. Los mismos fueron preparados como
sigue: para un volumen de 10 ml de gel separador se coloc6é 4 ml de agua, 3,3
ml de acrilamida 30 % (acrilamida 29,2 : bisacrilamida 0,8), 2,5 ml Tris-HCI 1,5 M
pH: 8,8, 100 pl de SDS 10 %, 100 pl de persulfato de amonio 10 % y 4 ul de
TEMED. Para un volumen de 5 ml de gel concentrador se colocé 3,4 ml de agua,
830 pl de acrilamida 30 %, 630 ul de Tris-HCl 1 M pH 6,8, 50 ul de SDS 10 %, 50
ul de persulfato de amonio 10 % y 5 pul de TEMED. Las muestras a analizar se
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calentaron a ebullicién durante 3 min. Luego se sembr6 el gel con 20 pl por calle.
Como buffer de corrida se utiliz6 una solucién 0,1% SDS, 192 mM glicina, 25
mM Tris, pH: 8,3. Las condiciones de corrida fueron: 35 mA corriente continua

durante aproximadamente 45 min. a temperatura ambiente.

TINCION DE LOS GELES CON COOMASIE BLUE

Se sumergi6 el gel en la solucién de tinciéon (0,1 % Coomasie Brillant Blue R
(Sigma), 40 % metanol, 10 % &cido acético) durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacién suave y luego fue destefiido utilizando una solucién 40
% metanol - 10 % &cido acético, hasta la visualizacién de las bandas, luego fue
lavado con agua deionizada. Para su conservacion, el gel se sec6 utilizando un

secador de gelesa 80° C durante 1 hora.

ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A FILTROS DE
NITROCELULOSA

Luego de la corrida se electrotransfirieron las protefnas a nitrocelulosa. Se
sumergi6 el gel en buffer de electrotransferencia y se le colocé un trozo de
nitrocelulosa (Hybond-C®, Amersham) del tamafio del gel previamente
hidratada en el mismo buffer. Se coloc6 a ambos lados 2 papeles Whatman®
3MM vy por fuera las almohadillas provistas por el equipo de transferencia
también embebidos en buffer. Se ensambl6 en el cartucho de transferencia y éste
se coloc6 dentro de la cuba de electrotransferencia (Bio-Rad), que luego se llen6
de buffer a 4° C. La transferencia se realiz6 a 250 mA durante 1 hora. Para
verificar que la transferencia fue correcta se tifié la nitrocelulosa con rojo
ponceau S, luego se destin6 con agua. La membrana fue bloqueada durante toda
la noche en TBS-leche 3 % a 4° C. La nitrocelulosa se incub6 con un suero y fue

revelada como se indica en revelado inmunoenzimatico.
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REVELADO INMUNOENZIMATICO

Las membranas bloqueadas se colocaron con el suero a la dilucién
correspondiente en una solucién de TBS-leche 3 % solo o con 10 % de lisado de
E. coli cuando se trataba de la expresién de protefnas recombinantes en extractos
totales de bacterias. Se incub6 con agitacion suave durante 1-2 hs a temperatura
ambiente. Se retir6 la solucién con el suero y se realizaron 3 lavados con TBS-
TW 1x de 10 min. cada uno. Se incub6 1 hora con un segundo anticuerpo (anti-
IgG humana o ratén biotinilado, preparado en cabra [kit ABC® Vectastain,
Vector Laboratories]), el cual se prepar6é como indicaba el fabricante (50 pl anti-
1gG biotinilado en 10 ml TBS-leche 3 %).

Se retir6 el segundo anticuerpo y se realizaron 4 lavados de 5 min. cada uno con
TBS-TW 1x. A continuacién se le agreg6 el complejo avidina-biotina-peroxidasa
del mismo kit, que se prepar6é como indicaba el fabricante (50 pl de la solucién
Ay 50 pl de solucién B cada 10 ml de TBS 1x y se esper6 30 min. antes de usar
para que se formaran los complejos avidina-biotina-peroxidasa). Se incub6
durante 1 hora, después de la cual se retir6 y lavé una vez con TBS 1x durante 5
min. Para el revelado se agregaron 18 mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma) disueltos
en 6 ml de metanol frfo a 30 ml de TBS 1x con 150 pl de imidazol y 20 pl de
per6xido de hidrégeno. Se incub6 en oscuridad hasta la aparicién de las seftales.

La reaccién se detuvo con agua.

OBTENCION DE LISADO DE Escherichia coli

Bacterias E. coli se cultivaron en 500 ml LB o LB-ampicilina durante toda la
noche. Al dfa siguiente se centrifugaron durante 10 min. a 3000 r.p.m. y se
resuspendieron en 16,6 ml de TBS 1x, 1 mM B-mercaptoetanol, 1 mM PSMF y se
congel6 con nitrégeno liquido. El lisado se dejé fundir a temperatura ambiente y

se sonic6 hasta hacerlo poco viscoso. Se guardé a -20° C.
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PATRONES DE PESO MOLECULAR

Se utilizaron marcadores de peso molecular pretefiidos, abarcando el rango de
27000-180000 Daltons (Prestained kit protein Molecular Weight, Sigma). Se

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

DETERMINACION DE ANTICUERPOS POR LA TECNICA DE ELISA

Los antigenos utilizados (péptidos, proteinas recombinantes y extractos
celulares) fueron diluidos en buffer carbonato (0,1 M carbonato de sodio pH:
9,6). Mediante la construccién de curvas de calibracién (DOsisnm vs mg de
antigeno) se determiné la cantidad 6ptima para cubrir cada pocillo. El pegado
de los mismos se realiz6 durante toda la noche a 4° C. El bloqueo se realiz6 con
200 pl/ pocillo de PBS-leche 5 %. Se realizaron 3 lavados con PBS-TW. Los sueros
fueron diluidos apropiadamente en PBS-leche 5% e incubados durante 2 hs.
Como segundo anticuerpo se utiliz6 anticuerpos anti-IgG de rat6n (Promega) o
anti-IgG humana (Biosys) conjugados con fosfatasa alcalina y diluidos en PBS-
leche 5% (1/2500 y 1/4000 respectivamente). Se incubaron durante 2 hs. y luego
se realizaron 3 lavados con PBS-TW. El revelado de la placa se realiz6 con 50
pl/pocillo de una solucién 1 mg/ml de para-nitrofenol fosfato (Sigma) en

dietalnolamina a 37° C durante 30 min. a 1 hora.

DETERMINACION DE ISOTIPOS

Se sigui6 el mismo protocolo que para ELISA directo pero en este caso el
segundo anticuerpo empleado fue contra un determinado isotipo (IgM, IgG1,
1gG2a, IgG2b e 1gG3) (preparado en cabra; Caltag Laboratories, Burlingame, CA,
USA) o bien anti-1gG total (preparado en conejo; Sigma, Steinheim, Alemania)
Todos los anticuerpos usados estaban conjugados a fosfatasa alcalina. Se prob6é
con dos diluciones diferentes del segundo anticuerpo (1/1500 y 1/3000). Se

determiné que en la dilucién 1/1500 el sistema se saturaba, por lo que se utiliz6
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finalmente el segundo anticuerpo en una dilucién 1/3000. Se realiz6 un blanco
incubando con PBS-leche 1% en vez de primer anticuerpo para cada uno de los
segundos anticuerpos empleados. Se observo en todos los casos que los blancos
fueron bajos y parejos por lo cual no se restaron a las DO obtenidas con los

distintos sueros.

INMUNIZACION DE RATONES CON PROTEINAS RECOMBINANTES

Ratones BALB\c hembras entre 4-6 semanas de edad fueron inmunizados por
via intraperitoneal con 30 pg de protefna purificada. Los animales recibieron 3
dosis de protefna cada 15 dfas. La primera dosis se administr6 en presencia de
adyuvante completo de Freund (CFA) mientras que las dos siguientes fueron
con adyuvante incompleto de Freund (IFA). El adyuvante y la proteina fueron
agregados a igual volumen y emulsionados en vértex hasta observar una “sola
fase”. Antes de cada inoculacién se le extrajeron pequefias cantidades de
sangre a partir de una incisién realizada con un bisturf en las venas de la cola,
que fueron colectadas con capilares heparinizados; de este modo se pudo
observar la evolucién de la respuesta inmune contra el antigeno inoculado. Los
capilares fueron cerrados por un extremo con plastilina y centrifugados en una
centrifuga para capilares durante 5 min. (CH 24, Rolco). Para separar el suero
del coagulo, se rompieron los capilares en donde se observaba la interfase
suero:células , y se paso el suero a tubos eppendorf® que fueron guardados a -
20° C. Después de 15 dfas de la Gltima inmunizacién los ratones fueron
sangrados a blanco por extraccién del ojo, la sangre se colect6 directamente en
eppendorf®. Se incubo a 37° C por 1 hora y después a 4° C por 15 min.
Finalmente se centrifugé por 10 min. a 13000 r.p.m. a temperatura ambiente
(Mikroliter Heitich, Apelex) y se obtuvo el suero (sobrenadante). Tanto para
realizar las inmunizaciones como para las colectas, los animales fueron
anestesiados por vfa intraperitoneal con avertina (2,2,2,- tribromoetanol,

Aldrich Chem. Co) 2% con una dosis que variaba entre 12 a 15 pl/gr de rat6n.
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PREPARACION DE EXTRACTOS DE PROTEINAS TOTALES DE
Trypanosoma cruzi A PARTIR DE LISADOS DE EPIMASTIGOTES

Se resuspendi6 3 gr. de epimastigotes en 10 ml de buffer de lisis de
epimastigotes (PBS 1x, 1 mM EDTA, 5 mM B-mercaptoetanol, 0,1% SDS con
antiproteoliticos: 1 mM PMSF, 2 pg/ml leupeptina, 1 mM benzoamidina, 25
U/ml trasylol, 2 pg/ml inhibidor de tripsina). Se congel6 en nitr6geno liquido y
luego se descongel6 en un flujo de agua corriente. Este procedimiento de
congelado-descongelado se repiti6 3 veces. Se fraccion6 en tubos de 1,5 ml y se
guard6 a -20° C. La concentracién de protefnas se determin6 a 620 nm en lector
de ELISA con reactivo de Bradford, previa curva de calibracién con BSA (0,075 -
5 mg/ml).

WESTERN BLOT CON EXTRACTOS DE PROTEINAS TOTALES DE
Trypanosoma cruzi Y COMPETICION CON PROTEINAS RECOMBINANTES

Los extractos de protefnas totales de T. cruzi obtenidos fueron corridos a razén
de 50-80 pg de protefna por calle, en un gel de poliacrilamida - SDS 10 % y
electro-transferidos a una membrana de nitrocelulosa Hybond C® (Amersham).
Se colore6 con rojo ponceau S para identificar las calles y permitir su correcto
corte.

Los sueros para incubar con las membranas fueron utilizados a una
concentracién de 1/100, diluidos en TBS-leche 3 % y competidos, en los casos
especificados, con diferentes concentraciones de protefnas recombinantes
durante 1 hora con agitacién a temperatura ambiente. Se agregaron los sueros
competidos a las membranas que habfan sido bloqueadas durante toda la noche
con TBS-leche 3 %, se las incub6 durante 2 horas con agitacién a temperatura
ambiente y se continu6 con los procedimientos habituales para su revelado

inmunoenzimatico.
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PREPARACION DE ARN TOTAL DE Trypanosoma cruzi

Se largaron cultivos de epimastigotes de la cepa CL-Brener de Trypanosoma cruzi
en 250 ml de medio LIT. Se cosecharon los paréasitos centrifugando durante 5
min a 300 g. La purificacién del ARN total se realiz6 usando el mini kit RNeasy®
de Qiagen.

Los parésitos fueron resuspendidos en el buffer de lisis RLT provisto por el
fabricante a razén de 1x107-10 8 parasitos en 600 pl de buffer. Se pas6 el lisado 5
veces por una jeringa con aguja de 20 G para homogeneizar. Se le agreg6 1
volumen de etanol 70 % y se paso por una mini columna provista en el kit, se
centrifugé 15 seg. a 10000 r.p.m. a temperatura ambiente. Se lav6 con 700 pl de
buffer RW1 provisto en el kit y se centrifug6é de igual manera. La columna se
paso6 a un tubo nuevo y se lav6 con 500 pl de buffer RPE, se centrifug6 15 seg. y
se repiti6 la operacién pero centrifugando durante 2 min. a maxima velocidad.
Una vez la columna seca, se eluy6 centrifugando durante 1 min. con 50 pl de
agua libre de ARNasa.

Se obtuvo la concentracién midiendo la absorbancia a 260 mm en un

espectrofotémetro.

ELECTROFORESIS CON ARN PARA NORTHERN BLOTS

Se prepararon los materiales a usar lavandolos con soluciones con 0,1 M NaOH,
1mM EDTA y enjuagando con agua tratada con dietilpirocarbonato 0,1 %
(DEPC) y/o realizando dos ciclos de autoclavado. Las soluciones también
fueron tratadas con DEPC 0,1 %. EI manejo del material se realiz6 con guantes
descartables cambidndolos frecuentemente.

Se corri6 el ARN obtenido en un gel de agarosa 1 % en buffer MOPS 1x, 6,6 %
formaldehido en agua libre de ARNasa. Las muestras sembradas fueron
preparadas en un volumen final de 40 pl, y contenfan 4 a 10 pg de ARN total, 4
pl de MOPS 10x, 8 pl de formaldehido 37,5 % y 22 pl de formamida deionizada.

Se calent6 a 65° C durante 10 min., y se dejé 2 min. en hielo. A cada muestra se
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agreg6 2 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml), buffer de siembra para acidos
nucleicos 6x y se sembré en el gel. El gel fue corrido en buffer MOPS 1x con
6,6% de formaldehido a 75 V constantes. El gel fue observado en un
transiluminador de luz UV y fotografiado. Se transfiri6 a una membrana de
nylon Hybond N*® (Amersham) durante toda la noche usando como buffer de
transferencia MOPS 10x. El ARN se fij6 a la membrana por “autocrosslinking”
con un UV Stratalinker® 1800 de Stratagene. La membrana fue guardada a -20°C

hasta su hibridacién con las sondas radiactivas.

TRANSCRIPCION REVERSA DE ARN TOTAL DE Trypanosoma cruzi

Para la transcripcién reversa se utiliz6 1 pg de ARN total de T. cruzi, buffer M-
MLV® RT 1x (Promega), 10 U de RNAsa inhibitor, dNTP 2 mM, 200 ng de
hexdmeros al azar, 600 U de enzima M-MLV® RT y agua c.s.p. 20 pl.

Se incub6 durante 10 min. a 25° C, 40 min. a 42° C y 5 min. a 95° C.

PREPARACION DE ADN TOTAL DE Trypanosoma cruzi

Se tomé6 1 ml de un cultivo saturado de epimastigotes de T. cruzi (1x108 cel/ml) y
se centrifug6 a 3000 r.p.m. durante 10 min. Los par4sitos se resuspendieron en 1
ml de PBS 1x para retirar el medio de cultivo remanente y se volvieron a
centrifugar a 3000 r.p.m. 10 min. Se resuspendieron en 1 ml de solucién de lisis
(Tris-HCI 10 mM pH: 8, EDTA 100 mM pH: 8, N-Lauril Sarcosina 1 %). Se
agregaron 2 pl de ARNasa 10 mg/ml y se incubé a 37° C durante 1 hora. Se
agregaron 500 pul de fenol : cloroformo : isoamilico 25:24:1, se mezclé por
inversién y se centrifugé 5 min. a 13000 r.p.m. Con un tip azul cortado se tomé la
fase acuosa y se pas6 a otro tubo. Se repiti6 el paso anterior y luego se agregaron
500 pl de cloroformo : isoamtlico 24:1. Se centrifugé durante 5 min. a 13000 r.p.m.
y se pasé la fase acuosa a otro tubo. Se precipité el ADN con un volumen de
isopropanol 100 % durante 10 min. a temperatura ambiente, y centrifugando a

13000 r.p.m durante 10 min. Se lavé el precipitado con 500 pl de etanol 70 % y se
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centrifug6 a 13000 r.p.m. por 10 min. Se dej6 secar el precipitado a temperatura
ambiente y se resuspendi6 en 200 pl de TE.

ELECTROFORESIS CON ADN DIGERIDO CON ENZIMAS DE
RESTRICCION PARA SOUTHERN BLOTS

Se digiri6 el ADN de Trypanosoma cruzi con las enzimas de restriccién elegidas y
fue corrido junto con marcador de peso molecular 1kb Ladder (BRL) en un gel
de agarosa 0,8 % a 20 V. Se transfiri6 a una membrana de nylon Hybond N*®
con una solucién de 04 N NaOH durante toda la noche. Las membranas se

guardaron a 4° C hasta su hibridacién con sondas radiactivas.

PREPARACION DE BLOQUES DE Trypanosoma cruzi PARA
ELECTROFORESIS EN CAMPOS PULSADOS

Se cosecharon epimastigotes de la cepa CL Brener de T. cruzi por centrifugacién
a 1200 g por 15 min., se lavaron 2 veces con PSG, y se determiné el nimero de
células. Se resuspendieron las células en PSG a una concentracién de 2x10°
parasitos/ml y se calentaron levemente a 37° C. Se agreg6 un volumen igual de
1,2 % de agarosa Sea Plake en PBS a 40° C. Se mezcl6 y transfirié a los moldes
para bloques. Se dej6é endurecer 5-10 min. en hielo. Se incubé las muestras en 3-
5 volimenes de DB 0,5 por 48 hs. a 50° C con agitacién suave. Las muestras
fueron guardadas a 4° C hasta su utilizacién para la electroforesis en campos

pulsados.

ELECTROFORESIS EN CAMPOS PULSADOS (PFGE)

La corrida electroforética se realiz6 en un CHEF 11® de Bio-Rad. Las condiciones
de corrida para los geles preparativos de la cepa CL Brener de T. cruzi fueron las
siguientes: buffer TAE 1x, agarosa Sea Plake 0,8 %, 15 seg - 300 seg, 3 V/cm, 30
hs; 500 seg - 900 seg, 2,7 V/cm, 30 hs; 900 seg - 1500 seg, 2,7 V/cm, 30 hs a 14°C.
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El gel fue tefiido con 10 pl de bromuro de etidio 10 mg/ml en 200 ml de buffer
de corrida (TAE 1x) durante 30 min., luego se destifio durante otros 30 min. con
el mismo buffer sin bromuro. Se observ6 en un transiluminador de luz UV para
comprobar la correcta visualizacién de los cromosomas y fotografiarlo. Se
incub6 durante 10 min. con 0,25 N HCI, se equilibr6 durante 15 min. en 0,4 N
NaOH para luego transferirlo a una membrana de nylon Hybond N*®
(Amersham) en el mismo buffer (0,4 N NaOH) durante toda la noche. A dia

siguiente se lavé la membrana con SSC 2x y se guardé a -20° C.

PREPARACION DE SONDAS RADIACTIVAS

Las sondas radiactivas se prepararon con el kit Megaprime® DNA labelling system
(Amersham). Se coloc6 4 pl de ADN templado en TE (50 pg/pl) con 2,5 pl de
primer solution (solucién de nonameros al azar) y 10 pl de agua deionizada. Se
hirvié 5 min. e inmediatamente se colocé en hielo. Se centrifugé unos segundos
para bajar lo que se condens6 en las paredes del tubo. Se agreg6é 5 nul de
Labelling Mix (mezcla de nucleétidos frios), 2,5 pl de [@a—32P] dCTP 25 uCiy 1 pl
de fragmento Klenow, se incub6é 20 min. a 37° C y se coloc6 en hielo. Para el
precipitado de la sonda se colocé 2 pl de ADN “carrier”, 13,5 ul (2 volumen) de
acetato de amonio 7,5 M y 81 ul (2 volidmenes) de etanol absoluto; se dejé 20
min. a -70° C. Se incub6 2 min. a 37° C para resuspender los nucle6tidos que no
se incorporaron a la sonda y se centrifugé inmediatamente durante 15 min. a
12000 r.p.m. Se descart6 el sobrenadante y se lavé el precipitado con 500 ul de
una solucién de etanol 67 % - de acetato de amonio 0,67 M. Se centrifugé otros
15 min. en iguales condiciones, se deseché el sobrenadan-te, se dejé secar en
estufa a 37° C y se resuspendié el ADN en 100 ul de TE (pH: 8). En todos los
pasos se midi6 la marca radiactiva en precipitados y sobrenadantes como

control de la correcta incorporacién de los isétopos radiactivos.
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HIBRIDIZACION CON SONDAS RADIACTIVA

Se colocaron los filtros en botellas de hibridizacién con 5-10 ml de la solucién de
hibridizacién comercial Rapid hybridization system® (Amersham) o, en su defecto,
una solucién 04 % de leche descremada, 6x SSC y SDS 0,1 %. La
prehibridizacién se llev6 a cabo a 65° C durante 1 hora, luego se agreg6 la sonda
radiactiva previamente desnaturalizada a 100°C durante 5 min. La hibridizacién
se realiz6 con agitacién a la misma temperatura por un periodo no menor a 2
horas. Las membranas fueron lavadas en condiciones de alta homologia: 2
lavados de 25 min. cada uno a temperatura ambiente y con agitacién en una
solucién 2x SSC con SDS 0,2 % seguidos de 2 lavados de 20 min. a 65° C con
agitaciéon en una solucién 0,2x SSC con SDS 0,2 %. Entre los lavados se
monitorearon los filtros con un contador Geiger para obtener una buena relacién
entre la sonda hibridizada especfficamente y diferenciarla del ruido de fondo.
Los filtros se expusieron sobre peliculas AGFA-GEVAERT Curix RP1 durante 2
63 diasa -70°C.

FRACCIONAMIENTO CELULAR DE Trypanosoma cruzi POR CENTRIFUGA-
CION DIFERENCIAL

Se largaron cultivos de epimastigotes de la cepa CL-Brener de Trypanosoma cruzi
en 500 ml de medio LIT. Se cosecharon los parasitos centrifugando durante 5
min. a 1000 g. Se realizaron 2 lavados con PBS 1x y se resuspendi6 el precipitado
en solucién de 50 mM Tris-HCl pH: 7,5, 250 mM sacarosa y 5 mM KCl, a raz6n
de 0,5 ml por cada 1x10° parésitos.

Se realizaron 3 ciclos de congelado y descongelado con nitrégeno lfiquido para
lisar las células. El homogenato fue sometido a 6 centrifugaciones sucesivas: a
500 g por 15 min., 1000 g por 15 min., 5000 g por 15 min., 11000 g por 30 min.,
30000 g por 30 min. y 105000 g por 60 min., obteniéndose en la sedimentacién la
fraccibn nuclear, flagelar, mitocondrial, “heavy” lisosomal - glicosomal,

“light” lisosomal y microsomal respectivamente, y en el sobrenadante la
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fraccién citoplasmatica. Cada precipitado fue resuspendido y lavado 2 veces
con la misma solucién y centrifugado a la velocidad correspondiente. Los
precipitados de cada fraccién se resuspendieron en voliimenes no superiores a
300 pl. La concentracién de proteinas se determiné a 595 nm en lector de ELISA
con reactivo de Bradford, previa curva de calibracién con BSA (0,075 - 5
mg/ml). Las muestras fueron preparadas con buffer de siembra para protefnas
2x en partes iguales. De acuerdo a la concentracién obtenida se colocé

aproximadamente 20 a 30 pg por calle.

PREPARACION DE EPIMASTIGOTES PARA LA LOCALIZACION DE LA
PROTEINA POR INMUNOFLUORESCENCIA

Cultivos de epimastigotes de la cepa CL/ Brener de 1x108® parasitos/ ml crecidos
en 100 ml medio LIT fueron centrifugados a 1200 g durante 15 min. Luego se
lavaron 2 veces con PBS 1x. El precipitado fue resuspendido para su fijacién en
500 pl de p-formaldehido 4 %, glutaraldehido 0,25 % en PBS durante 30 min. a
temperatura ambiente. Todas las incubaciones y lavados fueron realizados con
agitacién, y las centrifugaciones fueron realizadas a 1200 g durante 5 min. El
precipitado se resuspendi6é suavemente con 200 pl de glicina20 mM en PBS y se
incub6 5 min. Luego de una nueva centrifugacién se retir6 el sobrenadante y se
resuspendié el precipitado en 200 pl de PBS- Tritén X-100 0,2 %, incubandolo
durante 10 min. Se centrifug6 y se resuspendié para bloquear en PBS-BSA 1 %
incubando durante una hora a temperatura ambiente o a 4° C durante toda la
noche. Se colocaron alfcuotas de 30 pl de las muestras en tubos de 0,5 ml. Se
centrifugaron para retirar la solucién de bloqueo y se incub6 cada uno con 300
pl del primer anticuerpo diluido 1/150 a 1/300 en PBS-BSA 1 % Tween 20
0,05%. Se incub6é durante dos horas a temperatura ambiente o durante toda la
noche a 4° C. Se centrifugé para retirar la solucién con el 1¢r anticuerpo y se lavé
cada muestra 3 veces durante 5 min. con PBS-BSA 1 %- Tween 20 0,05 %,

realizando centrifugaciones de 5 min. Al precipitado se le agreg6 100 pl de
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solucién con el 24° anticuerpo antiratén acoplado al fluoré6foro TRSC® (Texas
Red sulfonyl choride de Jackson Immuno Research) diluido 1/100 en PBS - BSA
1%- Tween 20 0,05 %. Se observé en un microscopio de fluorescencia utilizando
una longitud de onda de 596 nm, siendo su emisién a una longitud de onda de
620 nm. Se fotografi6 con un rollo Kodak® color de 400 ISO.

TRANSFECCION DE CELULAS COS-7 CON LIPOFECTAMINAS.

A partir de un cultivo de células COS-7 crecido en medio DMEM 10 % suero
fetal bovino, se sembraron las células en placas de cultivo de 6 pocillos y se las
crecieron toda la noche hasta obtener un 50-70 % de confluencia. Se preparé en
un tubo eppendorf® (Tubo A) 100 pul de medio OptiMEM® (GIBCO) con 1-2 pg
del plasmido a transfectar. Se prepar6 en un tubo de vidrio (Tubo B) 100 ul de
medio OptiMEM® con 8 pl de lipofectamina (GIBCO). Se pas6 el contenido del
tubo A al tubo B y se incub6 entre 15-45 min. a temperatura ambiente. Se le
agreg6 800 ul de OptiMEM®. Por otro lado se lavaron las células con 2 ml de
OptiMEM® para retirar el medio DMEM-10 % suero fetal bovino (El medio
OptiMEM® esta formulado para reacciones de transfeccién por poseer baja
concentracién de suero fetal bovino que inhibe la transfeccién). Se colocé
lentamente sobre las células (gota a gota) la mezcla del tubo B. Seincub6 de3 a 6
horas a 37° C en estufa con 5 % CO..

Se aspir6 el medio de transfeccién y se le agregé medio DMEM-10 % suero fetal
bovino. Se incub6 durante 24 a 48 horas a 37° C 5 % COs.

DETECCION DE LOS PRODUCTOS DE EXPRESION EN CELULAS COS-7
TRANSFECTADAS

Después de 24 a 48 horas de la transfeccién, se aspir6 el medio y se lavaron las
células 2 veces con 2 ml de PBS 1x. Se fijaron las mismas con 500 pl de metanol :

acetona (1:1) que se coloc6 en gotas con una pipeta y se dej6 2 min. a
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temperatura ambiente. Luego de lavarlas 2 veces con PBS 1x se incubaron con
800 pl del primer anticuerpo (las diluciones del mismo se realizaron en PBS 1x
con 10 % de suero fetal bovino, utilizindose 1/500 a 1/1000). Se aplicé sobre las
células gota a gota y se incubaron durante 1 a 2 hs. a temperatura ambiente.
Luego se lavaron 5 veces con PBS 1x. Se incubaron con el conjugado anti-ratén
acoplado a fosfatasa alcalina diluido 1/250 a 1/500 en PBS 1x con 10 % de suero
fetal bovino. Se incubaron durante 1 a 2 hs. a temperatura ambiente. Se
volvieron a hacer 5 lavados con PBS 1x y se incubaron con 800 ul de revelador
BCIP/NBT Sigma a temperatura ambiente hasta la aparicién del color. Para
detener la reaccién se lavé con agua. Para guardar las muestras, las células

fueron cubiertas con PBS 1x 50 % de glicerol.

INMUNIZACION DE RATONES CON PLASMIDOS RECOMBINANTES

Ratones Balb/C hembras de 6 semanas (peso promedio 16,65 gramos) fueron
inmunizados por inyeccién de 100 pg de plasmido disueltos en 100 ul de
solucién fisiolégica. La inyeccién intramuscular se realizé en los misculos
tibiales anteriores izquierdo y derecho (50 pg de ADN en cada uno) utilizando
agujas 30 G. Los animales controles recibieron igual cantidad del vector no
recombinante. El esquema de inmunizacién consisti6 en tres inyecciones
aplicadas a intervalos de tres semanas cada una. Tanto para realizar las
inmunizaciones como para la toma de electrocardiogramas y colectas de
sangre, los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con avertina
(2,2,2,- tribromoetanol, Aldrich Chem. Co) 2 % con una dosis que variaba entre

12 a15 pl/gr de ratén.
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TOMA DE COLECTAS Y OBTENCION DE LOS SUEROS DE RATONES
INMUNIZADOS CON PLASMIDOS RECOMBINANTES

Las colectas se realizaron por incisién en la cola de los ratones y la sangre fue
tomada con capilares heparinizados. Las colectas se tomaron antes de la
primera inmunizacion (suero preinmune), tres semanas después de la primera
inmunizacién (colecta I), tres semanas después de la segunda inmunizacién
(colecta II) y tres semanas después de la tercera inmunizacion (colecta III). Para
la obtencion de los sueros se procedi6 del mismo modo que para las

inmunizaciones con protefnas recombinantes.

TOMA DE ELECTROCARDIOGRAMAS

El electrocardiograma de los ratones inmunizados se realiz6 en los mismos
tiempos en que se tomaron las colectas. Se registraron las derivaciones DI, DII,
DIII, aVR, aVL y aVF (Cardimax Fx-2111, Fukuba Denshi). Como controles, se
realizaron los trazados electrocardiograficos de animales inmunizados con el

vector no recombinante y no inmunizados (Lépez Bergami y col, 1997).

Fotografia mostrando una toma de electrocardiogramas a ratones
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CULTIVO DE CARDIOMIOCITOS DE RATA NEONATAL

Para aproximadamente 20 - 30 placas (35 mm). Antes de comenzar con el
cultivo, se gelatinizaron las placas, dispensando gelatina 0,1 % en agua como
para cubrir el fondo de la placa. Se dejaron dos horas a temperatura ambiente y
se aspir6 la gelatina sobrante. Las placas se pusieron en la estufa a 37° C para
secar.

Se preparan las siguientes soluciones que permanecieron todo el tiempo en
hielo.

PBS-Glucosa 1 %: Se fraccionaron 10 ml en un Falcon® de 50 ml para colocar los

corazones adentro, otros 25 ml se usaron para la solucién de pipeteo y el resto
fue usada para hacer los lavados.

Solucién enzimética: 80 mg de tripsina, 5 mg de colagenasa y 2,5 mg de ADNasa

en 50 ml de PBS 1x. Se esteriliz6 por filtrado con filtros Millipore® 0,22 pm.
Solucién de pipeteo: 2,5 mg de ADNasa en 25 ml de PBS-glucosa 1 %, agregando

1 ml de suero fetal bovino (SFB). Toda esta mezcla se esteriliz6 con filtros
Millipore® 0,22 pm.

DMEM F12 10% SFB: Dulbecco’s Modified Eagle Medium-F12® (GIBCO)
disuelto en aproximadamente 900 ml de agua destilada con 3,574 g HEPES, 1,2 g

NaxCO;, 1 g glucosa, 10 ml penicilina-streptomicina (GIBCO). Se llevé6 a pH: 7,2-
7,4 con NaOH y se ajust6 el volumen a 1 litro con 10 % suero fetal bovino

inactivado por calor.

Se tomaron 5 - 6 ratas Wistar neonatas (idealmente de 1-3 dfas pero no de maés
de 5 dfas de edad). Se sacrificaron por decapitacién, se roci6 el cuello con etanol
70 % y se hizo un corte en el térax rompiendo el esternén. Con una pinza de
punta curva se extrajo el corazén y se lo coloc6 inmediatamente en un tubo
Falcon® de 50 ml con 10 ml de PBS-glucosa 1 %. Del mismo modo se procedi6

con las otras ratas.
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Se descart6 el PBS-glucosa 1 % y se pasaron los corazones a una placa de petri
de vidrio de 35 mm autoclavada mantenida en hielo. Todos los procedimientos
siguientes se realizaron en hielo. Se cortaron los corazones en pedazos sin
desgarrar. Se tomaron cuidadosamente los pedazos de corazones con una pipeta
10 ml y se pasan a un Falcon® de 15 ml con 5 ml de PBS-glucosa 1 %. Se descart6
el PBS-glucosa 1 % para hacer otro lavado y descartando el sobrenadante
dejando lo menos posible de liquido.

A los pedazos de corazén se agregaron 8 ml de solucién enzimaética. Se tomé en
la mano el Falcon® de 15 ml, para darle una temperatura aproximada de 37°C, y
suavemente se agité por inversién durante 10 min. Al terminar, el tubo se
coloc6 en hielo. Se agregaron 4 ml de solucién de pipeteo y se pipete6 muy
cuidadosamente durante 2 min. para devolver las células a un medio isot6nico e
inactivar las enzimas.

Se dej6 decantar los pedazos de tejido y se tomé el sobrenadante pasdndolo a un
tubo Falcon® de 15 ml limpio y se lo colocé en hielo. Al tubo con los pedazos de
tejido se le agregaron nuevamente 8 ml de solucién enzimética. Se agit6
suavemente 8 min. y se agregaron 4 ml de solucién de pipeteo. Se pipete6 2 min.
y se tomo el sobrenadante pasando a un 2de tubo limpio de 15 ml. Los dos tubos
con los sobrenadantes se centrifugaron en una centrffuga clfnica durante 5 min.
a aproximadamente 1000 g.

Con los pedazos de corazén se continuaron haciendo extracciones con solucién
enzimatica-solucion de pipeteo (aproximadamente 6 extracciones).

Se descart6 el sobrenadante de las células centrifugadas y se resuspendieron
ambos tubos en un volumen total de 1 ml de medio DMEM-F12 10 % SFB y se
guardaron en hielo hasta plaquear.

Se contaron las células viables en una cdmara de Neubauer (50 pl Trypan blue +
50 pl de suspensién celular). Se sembraron aproximadamente 1x10° células por
placa de 35 mm colocando 1,5 ml de DMEM-F12 10 % SFB por placa y

agregando los microlitros correspondientes de la suspensién celular
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(previamente homogeneizada con una pipeta), se homogenizé bien y se observé
al microscopio. Se incubaron a 37° C con 5 % CO.. El medio se cambi6 al dfa
siguiente.

A los 4-5 dfas los cardiomiocitos podfan verse latiendo. Las determinaciones de
incremento en cronotropismo se realizaron hasta aproximadamente 7 dias luego

de hecho el cultivo.

PRECIPITACION DE Ig G TOTALES A PARTIR DE SUEROS CON 40 % DE
SULFATO DE AMONIO

Se prepar6é una solucién saturada de sulfato de amonio utilizando 375 g de
(NH4)2S04 y se agrego agua c.s.p. 500 ml. Se disolvié la mayor parte de las sales
calentando en un agitador magnético, la solucién es saturada a temperatura
ambiente. Para la precipitacién de las Ig G se utiliz6 la fase acuosa.

Se centrifugé durante 5 min. a 13000 r.p.m. a temperatura ambiente el suero
total. Se tomé 100 pl de suero cuidando de no tomar la capa de grasa de la
superficie. Se le agreg6 500 pl de PBS 1x y se lo coloc6 en un vértex mientras se
le agregaba 400 pl de solucién saturada de (NH4)2SO4 dosificados en gotas. Se
dej6 20 min. a 4° C y se centrifug6 durante 5 min. a temperatura ambiente a
13000 r.p.m. El precipitado se resuspendi6 en 100 pl de PBS 1x y dializados
contra 2 litros de PBS 1x a 4° C con agitacién durante 24 hs. con recambios de

buffer de 2 veces. Las muestras de Ig G se guardaron a -20° C.

ENSAYO DE ACTIVIDAD FUNCIONAL DE ANTICUERPOS EN CULTIVO DE
CARDIOCITOS (FRECUENCIA DE CONTRACCION)

Los ensayos de anticuerpos se realizaron por duplicado. Una hora antes de
realizar las determinaciones se cambié el medio DMEM-F12 10 % SFB a medio

DMEM-F12 sin suero.
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En las placas de 35 mm con los cultivos de cardiocitos se realizaron 10 marcas de
campos en el fondo de la placa, para analizar en microscopio invertido.

Se determiné la frecuencia de contraccién basal de los cardiocitos de cada
campo por espacio de 15 segundos por observacién directa en un microscopio
invertido. Las frecuencias de contraccion basal ideal deben ser de 60 a 120
latidos/min.

Se agreg6 a cada placa, 60 pl de la fracciéon de Ig G totales obtenidas por
precipitacién con (NH4)2SOs a partir de sueros policlonales contra la proteina
MBP-GARP, o contra MBP como control negativo o de sueros de pacientes
chagésicos como control positivo. Se incubaron durante 1 hora a 37° C 5% CO, y
se determino la frecuencia de contraccion de los cardiocitos contando los latidos
durante 15 seg. en cada campo y realizando un promedio de los mismos.

Se agreg6 luego en forma secuencial las siguientes drogas: 1 pM de atropina
(antagonista especifico contra el receptor colinérgico Mz), 1 pM propanolol
(antagonista especifico contra receptores 1 adrenérgicos).

En los casos en que no se observé variaciones en la frecuencia ante el agregado
de los anticuerpos, se utiliz6 1 pM isoproterenol (agonista receptores P1-p2

adrenérgicos) como control positivo de la condicién normal de los cardiocitos.

SISTEMA DE DOBLE HIBRIDO EN LEVADURAS PARA LA DETERMINACION
DE INTERACCION ENTRE PROTEINAS

Se utilizaron dos vectores de levaduras capaces de replicar en bacterias:

e pBTM116 de 5681 pb, que posee un multiple sitio de clonado detras de gen
procariota lexA, al cual se fusiona el gen de interés, obteniéndose asi una
proteina de fusién LexA-proteina de interés. La proteina LexA presenta es un
dominio de unién al ADN, sobre un operador lexA. Esta fusién esta bajo un
promotor de levaduras P-ADH (alcohol deshidrogenasa) y el terminador T-
ADH. Este plasmido ademas posee el gen TRP1, que permite a las levaduras

que fueron transformadas crecer en un medio minimo carente de triptofano.
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También presenta un sitio de replicacién en levaduras 2p y en bacterias
ColEl, y el gen de la B-lactamasa que le otorga resistencia ampicilina en E.
coli.

e pVP16 de 8100 pb, que contiene el dominio de activacién acidico VP16
(protefna de herpes simples virus), expresado bajo el promotor ADH]I,
seguido por un miltiple sitio de clonado que fusiona el gen de interés a la
protefna VP16. Rio arriba de la regién codificante para PV16 esta la secuencia
de localizacién nuclear del antigeno “large T” del virus simio 40 (SV40).
Ademas el plasmido contiene el gen leu2, el cual permite a las levaduras que
contienen este plasmido crecer en ausencia de leucina; posee también el
origen de replicacién 2p y un origen bacteriano de replicacién ColEl, asf
como también el gen de resistencia a ampicilina para su seleccién en

procariotas.

COTRANSFORMACION DE LEVADURAS

Se inoculé una colonia de levadura en 10 ml de YPD y se crecié durante toda la
noche a 30° C. Se hizo una dilucién del cultivo en YPD hasta alcanzar una
DOsoonm= 0,5 y se crecié durante 2 a 4 horas a 30° C. Se centrffugo durante 5 min.
a 2500 r.p.m., se lavaron con 40 ml de TE o agua y se centrifugaron nuevamente
en iguales condiciones. Las células se resuspendieron en 2 ml de solucién
LiAcTE y se dejaron durante 1 hora a 30° C con agitacién. Se separaron en tubos
Eppendorf 100 pl de las levaduras resuspendidas y se le agregaron 600 pl de
solucién LiAcTE-PEG, 5 pul de ADN de esperma de salmén y 3 pl de cada
plasmido. Se incubaron 30 min. a 30° C y luego fueron sometidas a un shock
térmico a 42° C durante 15 min. Se lavaron las células con 1 ml de TE o agua o
YPD y se centrifugo durante 5 min. a 2500 r.p.m. Se resuspendieron las células
en 150 pl de TE y se sembraron en medio selectivo (THULL y TUL).

72



Sergio Ghio Materiales y métodos

DETECCION DE INTERACCION EN DOBLE HIBRIDO CON X-GAL

Las levaduras cotransformadas con las diferentes combinaciones de los
plasmidos pBTM116 y pVP16 fueron crecidas en el medio de seleccion THULL a
30° C durante 2 6 3 dias.

Las colonias de levadura obtenidas se transfirieron a filtros de nitrocelulosa. Las
membranas se colocaron con las colonias hacia arriba sobre un soporte de
aluminio que flotaba sobre nitrégeno liquido durante 30 seg. y luego se
sumergieron por 5 seg. Los filtros se colocaron de igual manera sobre papel
Whatman® 3MM hasta que se descongelaron a temperatura ambiente, y se
colocaron dentro de una caja de Petri de 90 mm sobre papel Whatman® 3MM
humedecido con buffer Z y 62,5 pl de X-gal 0,02 %. La caja se tap6 y se coloc6 a
30° C durante 30 min. a 1 hora.
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Obtencién del EST y del gen completo

Con el objeto de encontrar proteinas de Trypanosoma cruzi capaces de generar los
anticuerpos que dan reaccién cruzada con los receptores muscarinicos Mz, se
rastre6 una biblioteca de expresion en fagos Agtll de tripomastigotes con sueros
de pacientes con y sin la enfermedad de Chagas con altos niveles de anticuerpos
anti M2 encontrandose s6lo antigenos ya caracterizados tales como proteinas
ribosomales P (Levin y col., 1989) o la HSP 70 (Levy-Yeyati y col., 1991) de T.
cruzi, por lo cual se decidi6 que éste no era un buen método para encontrar
proteinas que podian dar reaccién cruzada contra los receptores muscarinicos
M.

Dado que muchos de los epitopes de proteinas parasitarias que tienen reaccién
cruzada con secuencias presentes en el 29° bucle extracelular de los receptores 1
adrenérgico y M2 muscarinico (AESDE y EDGE respectivamente) presentan
residuos aminoacidicos 4cidos, decidimos realizar bisquedas de secuencias de
ADN que codificaran para regiones de aminoacidos 4cidos en bases de datos de
ESTs (expressed sequence tags). De las busquedas, se encontr6 un EST generado
por el Proyecto Genoma de Trypanosoma cruzi. El mismo tenia 718 pb y poseia
grandes porciones de residuos de &4cido glutdmico y aspartico. Este EST
presentaba identidad con nucleolina, una proteina nuclear que participa en el
ensamblaje de los ribosomas. Ademés de poseer regiones ricas en aminoacidos
acidos, la nucleolina resultaba una proteina interesante para este proyecto ya
que habia sido definida como autoantigeno en la enfermedad de Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) (Minota y col., 1991). Si la nucleolina de T. cruzi
hubiese sido antigénica en la infeccién chagésica, nos encontrdbamos ante una
situacién semejante a la descripta en detalle para la proteina ribosomal P del
parasito TcP2B, cuyo extremo C-terminal (R13) es un epitope inmunodominante
en la enfermedad de Chagas crénica y reconocido también por sueros de
pacientes ltapicos (Levitus G. y col. 1991, Kaplan D. y col. 1997). Por tal motivo

nos propusimos caracterizar con profundidad este EST.
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Este EST habia sido informado por el laboratorio del Dr. Antonio Gonzélez
Aguilar del Instituto de Parasitologia y Biomedicina de Granada, Espafia. El
mismo habia sido obtenido por RT-PCR con oligonucleétidos al azar y un
oligonucleétido especifico que se apareaba con la secuencia del spliced leader. El
EST fue subclonado en el vector para productos de PCR pGEM-T y secuenciado.
Dicha secuencia revel6 que para su amplificacion el oligonucleétido
complementario al spliced leader no habia apareado y que sélo el otro
oligonucleétido lo habia hecho en ambas cadenas. Por lo tanto no presentaba la
regién 5 terminal del gen.

En nuestro laboratorio se subcloné en los vectores de expresion pMAL-2 y
pGEX-4T1. A pesar de que las secuencias de los plasmidos recombinantes eran
las esperadas, la expresion de las proteinas de fusién fue nula.

Para encontrar el gen completo se rastre6 con sondas radiactivas realizadas a
partir del EST una biblioteca genémica de c6smidos de la cepa CL Brener de T.
cruzi ordenada en filtros de nylon y cedida por el laboratorio del Dr. J. D.
Hoheisel en Suecia (Hanke y col., 1996). En el filtro 5A se encontr6 una sefial
positiva correspondiente al clon 3L11. Liberando el inserto con enzimas de
restricciéon se determiné que su tamano correspondia a aproximadamente 38
Kpb. Se purific6 a partir de un gel de agarosa de bajo punto de fusién, se cort6 el
inserto con la enzima de restriccién Sac I y se subclon6 en plasmidos pGEM-
5Zf+ para su posterior secuenciacién. Con el EST se realiz6 una sonda radiactiva
(sonda 1) que fueron hibridadas con membranas de nylon Hybond N* a las
cuales se transfirieron los distintos pldsmidos recombinantes para asi ubicar
cuales lo contenian. Dos plasmidos resultaron positivos, uno con un inserto de
aproximadamente 2000 pb y el otro de 5000 pb, ambos insertos fueron
secuenciados completamente. En el pldsmido de 5000 pb, siguiendo el marco de
lectura del EST, se encontr6é un codén de terminacién TGA. Pero en la secuencia

completa del plasmido de 2000 pb no pudo observarse el codén de iniciacién.
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Estudiando el mapa de restricciéon de este fragmento secuenciado, se encontré
un sitio Pst I. De este modo se realizaron cortes en el fragmento de 38 Kpb del
cosmido con esta enzima y se subclonaron los productos de dicha digestion en el
vector pGEM-3Zf+. Se transfirieron la coleccion de plasmidos obtenida a una
membrana de nylon y fueron hibridadas con una sonda radiactiva (sonda 2)
realizada con el fragmento de 115 pb resultante del corte con las enzimas Sac Il
y Pstl del inserto clonado en el plasmido pGEM-5Zf+ de 2000 pb ya secuenciado
(Fig. 1).

Al obtener la secuencia completa de este nuevo inserto se pudo encontrar el
codon de iniciacion del marco de lectura abierto derivado del EST de 718 pb. De

este modo se pudo secuenciar el gen completo de 3500 pb.

EST 718 pb
sonda 2 sonda |
] H I A B ®
Pl \he Sacil Pstl Sacll | /7 SacH”
I ' s
2000 pb L | |
2000 pb 5000 pb

Figura 1: Disposicion del gen garp en el cosmido 3L11

La comparaciéon de las secuencias nucleotidica y aminoacidica deducida no
present6 identidad con ninguna secuencia almacenada en los bancos de datos
disponibles. La identidad con nucleolina era debida a las regiones ricas en
residuos de acido glutdmico y aspartico y no en otras regiones, lo mismo ocurrié
con otras proteinas ricas en aminoacidos acidos. Debido a que poseia alto
contenido en residuos de acido glutdmico decidimos denominar este gen como

garp (glutamic acid rich protein) (Fig. 2).
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1728 TCC ACA ACC GAA GAT GTC AAG AAG AAT GAC AAG CCC CAC TCC GTT TCC
347 S T T E D \ K K N D K |4 H S v S
1776 CCT GCC GCT GCC ACT GAT GAT GAC GAG GAC GCT GAG ATT GCA AGG CTG
363 p A A A T D D D E D A E I A R L
1824 CTG CAA GAA ACG GAA CAG GAG TTT GCC CCG GCA CCG TAC ATA CGC GGC
379 L Q E T E Q E F A P A |4 Y I R G
1872 AGT ATT CAC AGC AAA GGC GCA TCA GAA GGT TCC GCG GCA GCA TCA ACA
395 S I H S K G A S E G S A A A S T
1920 TCA CCA CCA CAA ATA TCG ACA GCA GCA ACA ACT TCG GTG GCG ACG GCC
411 S p p Q I S T A A T T S v A T A
1968 BAGG GCA GAA GCC GAG GAT GTG AAG CCT TCC AAG TTG AAG AAA AAG AAG
427 R A E A E D v K P S K L K K K K
2016 TCT GCA GAC GCT GCG AAC AAG TTG GCC GAG CCT GAA CAC CAC AAC CAG
443 S A D A A N K L A E P E H H N Q
2064 CAG CAG GAA GAA AAC GCG ACC GCT GTG ACG GAC GCC GGA AAG ACA TTG
459 Q Q E E N A T A \ T D A G K T L
2112 CCT GAT TCA AAG CAA AAC AAA TCC CTA GCA CGT CTT GCA GAG CTG ATG
475 |4 D S K Q N K S L A R L A E L M
2160 CTA ATT CAG TTC AAT AGC GCC GAT GGA TAC CTT CAT CTT CCC GAC ATT
491 L I Q F N S A D G Y L H L p D I
2208 AARA GAC GAT GAA ARA AAG GGA TTT GTC ATT GCT CTA GAT GGT GAT AGT
507 K D D E K K G F \ I A L D G D S
2256 GCG CAA GTG GAC CCA TTT GCG CTG TAC AGT ACA TTT GGT GCG GCC AAA
523 A Q v D P F A L Y S T F G A A K
2304 CTG GCA GGC GGC GAA TCC CCA GCG ATC ACG GCG TTG TAT CAG GTG TGG
539 L A G G E S P A I T A L Y Q v W
2352 TCT GCA TAC AGC GCC TAC ACG GAA GCG CAT GAA GCC GCT GAA GAT GAT
555 S A Y S A Y T E A H E A A E D D
2400 GCC ACA GCG AAG TTT TTC AAG GAA AAG GGT GTG GAA GCA TTA GTG CAT
571 A T A K F F K E K G v E A L \' H
2448 GGC GCT GTC TTG CTT CGC GCC ATC TCG CGT GAG CAA GCA GTC ACA CTG
587 G A \ L L R A I S R E Q A \ T L
2496 GAG CCG CAA GAT ATT CCA GCG TAC GGT TTT CCT TTG CTT TCC TCC GAC
603 E p Q D I |4 A Y G F P L L S S D
2544 CGT CGG CCA CAT CGC ACG CGG CGC AGT AAA GTT GCA ACG GAC ATG ACA
619 R R |4 H R T R R S K \ A T D M T
2592 GCA GAA AAA GTT GCC GAT GCC GTC AAG GCT TAC ACG GCG TTC TTC TCT
635 A E K \ A D A v K A Y T A F F S
2640 ACC AAA GGC AAG AAG TTC ACT CCA ATT CGC CCA ACC ATC GAT TAC AAC
651 T K G K K F T p I R |4 T I D Y N
2688 TCC GGG TGT AGT GTG GCG GCG TTG ATG GGC ACA ACT CTG CAC TTA TAT
667 S G C S \ A A L M G T T L H L Y
2736 GAA ACT TCC CTG AAA GAG ACG GTA CGA GAG GAA GAC ATT CGC TGC CGC
683 E T S L K E T \ R E E D I R C R
2784 TTT GGC GAG GCG ATG CTC GGT GTT TTG CAT GTG GTG GAA ARG ARA GTT
699 F G E A M L G v L H v \ E K K \
2832 ATG ACG CGC ATT AAT GTC GTG CAC TAT CAC ATT CTT GCC ACA TCT ATC
715 M T R I N \ v H Y H I L A T S I
2880 AGT GGG GGG AGT GGT GGA TCA AAC AGC ATG GAG AGC ATG ACA ACC TCC
731 S G G S G G S N S M E S M T T S
2928 ATT GTT AGC ATT GAC ATT ACT GGT TCC TTT ACA ACA GCA GAG AAG ACG
747 I \ S I D I T G S F T T A E K T
2976 CGT CTA CTA CAA CTT GCG GAG CCA CTC GGT ATG GCA GGC GCC ATC GCC
763 R L L Q L A E P L G M A G A I A
3024 GAC TGC ACG TGT GTC TCG GAT ATC GTA GAC AGC ATT GAG GCT CTC GGT
779 D C T C \ S D I \' D S I E A L G
3072 GTC TCG GTG GTG CAC GAC ATA TTG ACC AAC CGC GAC GAT CTG GAR GCG
795 A S v v H D I L T N R D D L E A
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3120 CTT
811 L
3168 GAG
827 E
3216 ACG
843 T
3264 GGT
859 G
3312 GCA
875 A
3360 GAT
891 D
3408 GAG
907 E
3456 AAA
923 K
3504 GAT
939 D
3552 GAT
955 D
3600 CAA
971 Q
3648 AAC
987 N
3696 CGG
1003 R
3744 GAC
1019 D
3792 CAT
1035 H
3840 CAT
1051 H
3888 GAC
1067 D
3936 GAA
1083 E
3984 TCG
1099 S
4032 ACA
1115 T
4080 CGG
1131 R
4128 CCG
1147 P
4176 GTT
1163 V
4224 CTT
1179 L
4272 AGA
1195 R
4320 CAC
4368 TTA
4416 GAA
4464 GGA
4512 TAT
4560 AAG
4608 GGG
4656 TAA
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GAG
ACA
TCT
GCA
GAA
GAA
AGG
GTT
GAG
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CCG
AAG
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GGC
TGG
GTT
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GGG
GTG
CGG

GTC
CAA

GAG

AGA

AAG

GCT

GAG

GAA
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GCA
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GTC
CCG
GAA
CGT
TTT
TCT
ATA
TGC
GGA
TAT
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ATT

GTT
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CGC
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TCT
GTC
CCG
GTT
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GTG
AAG
ATA
ATT
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4704
4752
4800
4848

GTA CGT GTG TGG GCT TTG GTT CTC CTC CTC CCT CAC AAC TCA TAT TTA
TGA TGA TAC ATA TTT TTT TTA TAT TTT TTT GTT TTT ATT TGT GTG TTG
CCG ACC CTT TTG ATG GAA CGC GTT GTT GCC GGC TGC ATG CAT CAC ATA
GAA TTG AAC GAA

Figura 2: Region genémica del c6smido secuenciada que contiene a garp

Se indican el sitio aceptor de trans-splicing (AG recuadrado), ATG de
iniciacién y el codén terminador (en azul). En rojo se indica el EST de 718 pb.
En negritas se resalta las regiones de secuencias aminoacidicas acidas.

Caracterizacion genética de garp

Para estudiar la transcripcion de este gen se realiz6 un Northern blot con ARN

total de T. cruzi y una sonda radiactiva correspondiente al gen garp (Fig. 3). La

exposicion de la membrana revel6 una tnica banda que se estim6 en 4000 bases.

Figura 3:

2400 =—

2000 —
1700 = .

Northern blot con ARN total de T. cruzi hibridado con una sonda
radiactiva del gen garp

Calles Ay B: 5y 10 pg de ARN total respectivamente. Como marcadores de peso
molecular se utilizaron los ARN ribosomales de T. cruzi de 2400, 2000 y 1700
nucleétidos.
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Para determinar el sitio de trans-splicing de este gen en el cual se inserta el
spliced leader en el extremo 5, se realiz6 transcripcion reversa sobre ARN total de
T. cruzi y luego reacciones de PCR con 2 oligonucleétidos internos al gen
(garpll y garpl2) y un oligonucleétido LSSL, conteniendo a las 17 pb iniciales
del spliced leader de T. cruzi. (Fig. 4). Los oligonucleétidos garpll y garpl2
estaban separados por 490 pb, de modo que los productos obtenidos en cada
reaccion de PCR debian diferir en esa cantidad de nucleétidos. En efecto, en la
reaccion en la cual se us6é garpll se obtuvo una dtnica banda de
aproximadamente 900 pb, y en la realizada con el garp 12 se obtuvieron tres,
una de las cuales era de 400 pb (Fig. 5). Otras bandas observadas en la calle 2 no

fueron tenidas en cuenta.

Partecodlﬁcante del gen garp .
‘_
garp 11
e T PR — . >
et At codificante del gen garp .
‘_
garp 12

Figura 4: Esquema que muestra la ubicacion de los oligonucleétidos en la
reaccion de PCR para la determinacion del sitio de trans-splicing

La banda de 900 pb fue purificada de un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon
y subclonada en un plasmido pGEM-T. La secuencia de este inserto permitio
localizar el sitio aceptor de trans-splicing, el cual estd determinado por dos
nucleétidos AG luego de una secuencia de pirimidinas. Clasicamente el sitio
aceptor AG es el primero luego de las pirimidinas, pero en este caso resulto ser
el tercero (Fig. 2). La region 5" no codificante result6 tener 293 pb (incluyendo al
spliced leader).
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900 pb  —

400 pb  —

Figura 5: Electroforesis de los productos de RT-PCR:
1: producto de PCR con oligonucleétido LSSL y garp 11.
2: producto de PCR con oligonucle6tido LSSL y garp 12.
M: marcado de peso molecular 100 pb ladder (Promega)

Para determinar el nimero de copias y diferencias entre alelos del gen garp
dentro del genoma de T. cruzi, se realizaron ensayos de Southern blot a partir de
ADN total de T. cruzi de la cepa CL Brener digerido con enzimas de restriccion.
Se corrieron dichas digestiones en un gel de agarosa que fue transferido a una
membrana de nylon Hybond N* e hibridado con una sonda radiactiva del gen
garp. Se utilizaron enzimas que por secuencia se sabia que cortaban dentro del
inserto para observar las posibles diferencias entre alelos de garp y otras que lo
hacian en las regiones flanqueantes al gen (Fig. 6).

Entre los fragmentos obtenidos por cortes con la enzima de restriccion Ava I se
encontré un fragmento esperado de 2700 pb asi como también otros dos de
aproximadamente 1800 y 6000 pb. Con la enzima Nci I se observaron los 3
fragmentos esperados de aproximadamente 900, 1000 y 1300 pb. También se
observ6 una banda suave de aproximadamente 3700 pb y una bien definida de

4000 pb. Para los cortes realizados con la enzima Pst I se observaron dos
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bandas esperadas de 1200 y 2000 pb, y una banda no prevista por la secuencia

del gen de 1000 pb, ademas de dos bandas de aproximadamente 3300 y 4000 pb.

PNe S A S NcSP Nc P A Nc S Ns
L [ | 1 | L1 1 1 i1 |
| I | | | 1 | | 1 1 | | I | 1
A Nc = Nci | P="Pstl S=Sacll A=Aval Ns = Nsil
— 250 pb
Aval Bam HI HincIl NciI Nsil Pst I Sacl Sacll Xhol
B Kpb g | B
10 — - |
6 p =
5 o ‘
4
3 —
2.5 — I
o — i
= o -
S v
l — Foor i,
0,75 o
4—
0,5 —

Figura 6: Esquema del mapa de restriccion del gen garp y Southern blot
revelado con una sonda radiactiva realizada con el gen completo.
A Mapa de restriccion del gen garp, en rojo region que codifica para el gen,

en azul regiones no codificantes.

B Southern blot revelado con el gen garp completo. La flecha negra senala
una banda de 650 pb observada débilmente en la autoradiografia.
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Por la digestion de Sac 11 se observan dos bandas que corresponden con el mapa
de restriccién del gen, una muy suave de aproximadamente 650 pb y una bien
definida de 1900 pb. También aparece una banda muy suave de aproximada-
mente 3000 pb y una de 5000 pb, ésta tltima corresponde al C-terminal del gen
(correspondiendo con el fragmento de 5000 pb subclonado a partir del inserto
del c6smido 3L11 digerido con Sac II). No se observé la banda de 400 pb
revelada por el mapa de restriccion, ésto probablemente se deba a la baja
representatividad de este fragmento en la sonda, ya que la misma fue hecha con
el gen completo de 3500 pb representando asi poco mas del 10 % de la misma.
Estos resultados nos estarian mostrando que este gen es de copia tinica y que las
bandas encontradas en las digestiones con enzimas con sitios externos al gen,
podrian deberse a las diferencias entre los dos alelos del gen garp.

Para determinar en qué cromosomas mapea el gen garp, se corrieron
electroforesis de campos pulsados en geles de agarosa para separar los
cromosomas de T. cruzi. Luego se transfirieron a membranas de nylon Hybond
N* y fueron hibridadas con una sonda radiactiva realizada con el gen garp
completo o con una sonda realizada con secuencias teloméricas. Se observaron
dos bandas en la hibridacién con el gen garp, una de aproximadamente 0,7 Mpb
y otra de 1,1 Mpb (Fig. 7).

Con la sonda realizada con secuencias teloméricas se pudo observar el patrén de
cromosomas del parasito.

Con estos resultados y los del Southern blot podemos inferir que si bien el gen
es de copia tinica los alelos del mismo se encuentran en cromosomas homélogos

de tamanos diferentes.
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Figura 7: Electroforesis de campos pulsados de ADN de Trypanosoma cruzi
A cromoblot revelado con una sonda radiactiva realizada con el gen garp
B cromoblot revelado con una sonda radiactiva realizada con secuencias
teloméricas

Andlisis de la secuencia de nucleétidos y de aminodcidos del gen garp

Los altimos analisis de la secuencia nucleotidica realizados contra los bancos de
datos disponibles revelaron alta identidad con secuencias almacenadas en
dbGSS (genome survey sequences), el cual contiene secuencias obtenidas a
partir de los extremos de los insertos genémicos presentes en YACs, BACs o
cosmidos, o de lecturas preliminares de secuencias gendmicas al azar, entre
otras. La basqueda de homologia utilizando el programa BLASTP, en la cual la
secuencia nucleotidica de garp es traducida en los 6 marcos de lectura posibles y
comparada con los 6 marcos de lectura obtenidos de todas las secuencias

almacenadas en el dbGSS, revel6 una identidad de hasta un 72 % con secuencias
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aminoacidicas obtenidas a partir de fragmentos nucleotidicos de aproximada-

mente 600 pb con secuencias de Trypanosoma brucei (Fig. 8).

gb | AQ656447.1 | AQ656447 Sheared DN A-9M3.TR
Sheared DNA Trypanosoma brucei genomic clone  Sheared DNA-9M3.

Length =591

Score = 272 bits (688), Expect = 2e-71
Identities = 135/189 (71%), Positives = 161/189 (84%), Gaps = 2/189 (1%)
Frame = +3

Query: 645 YTAFFSTKGKKFTPIRPTIDYNSGCSVAALMGTTLHLYETSLKETVREEDIRCRFGEAML 704
+TAFF+ K +FTPIRP ID+NSGCSV ALMGTTLHLYETSLK +VREEDIRCRF EAML
Sbjct: 3 FTAFFANKKCRFTPIRPAIDFNSGCSVVALMGTTLHLYETSLKSSVREEDIRCRFAEAML 182

Query: 705 GVLHVVEKKVMTRINVVHYHILATSISGGSG--GSNSMESMTTSIVSIDITGSFTTAEKT 762
GVLHV++++++TR+NVVHYHILATSISGGSG + +M + TSIVSID G F+ AEK
Sbjct: 183 GVLHVLDQQILTRVNVVHYHILATSISGGSGTNRATAMSNANTSIVSIDTEGPFSVAEKK 362

Query: 763 RLLQLAEPLGMAGAIADCTCVSDIVDSIEALGVSVVHDILTNRDDLEALLTPTLVQLLPE 822
RL QLAEPLG+A AIA C VS +4V++IE VSVVHDILTNRDDLEALLTPTLVQLLPE
Sbjct: 363 RLYQLAEPLGLANAIAQCESVSSLVEAIEEFDVSVVHDILTNRDDLEALLTPTLVQLLPE 542

Query: 823 AEEEEEEEEEE 833
A+++++ +E E
Sbjct: 543 ADDDDDFDEME 575

gb | AQ638873.1 | AQ638873 927P1-8A3.TV 927P1
Trypanosoma brucei genomic clone 927P1-8A3.
Length = 439

Score = 213 bits (536), Expect = 1e-53
Identities = 103/142 (72%), Positives = 121/142 (84%)
Frame = -1

Query: 569 DDATAKFFKEKGVEALVHGAVLLRAISREQAVTLEPQDIPAYGFPLLSSDRRPHRTRRSK 628
D A+ +F+KEKGVEAL+H AVLLR ISR VT++ +D+P +GFPLLSSDRRP+R+RR K
Sbjct: 427 DVASVRFYKEKGVEALIHAAVLLRTISRGHPVTVDVRDVPPFGFPLLSSDRRPYRSRRGK 248

Query: 629 VATDMTAEKVADAVKAYTAFFSTKGKKFTPIRPTIDYNSGCSVAALMGTTLHLYETSLKE 688
TDMTAEKV +AVKA+TAFF+ K +FTPIRP ID+NSGCSV ALMGTTLHLYETSLK
Sbjct: 247 NVTDMTAEKVDEAVKAFTAFFANKKCRFTPIRPAIDFNSGCSVVALMGTTLHLYETSLKS 68

Query: 689 TVREEDIRCRFGEAMLGVLHVV 710
+VREEDIRCRF EAMLGVL V+
Sbjct: 67 SVREEDIRCRFAEAMLGVLQVL 2

Figura 8 Alineamiento de las secuencias aminoacidicas correspondientes a
garp con secuencias almacenadas en dbGSS (genome survey
sequences)
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#

En menor grado, la secuencia aminoacidica de garp presenté identidad con
secuencias aminoacidicas obtenidas a partir de secuencias gendmicas de
Leishmania major alcanzando una identidad de alrededor de 35 % en
aproximadamente 150 pb.

El analisis de la secuencia aminoacidica de GARP realizadas con GCG Sequence
Analysis Software version 9 y en la base de datos ProDom (base de datos de
dominios de proteinas putativas) predijeron que la proteina no parece ser
globular. La composicion de la estructura secundaria predicha es 37,7 % a-
hélice, 12,8 % hoja B plegada y 49,5 % de vueltas. La bisqueda de motivos
consenso reveld sitios posibles de N-acetilacion (4 sitios), de fosforilacion de
protein-quinasa de cAMP y de cGMP- dependiente (7 sitios), de fosforilacién de
protein-quinasa C (25 sitios), de fosforilaciéon de casein-quinasa II (17 sitios), de
fosforilacion de tirosin-quinasa (3 sitios), de N-miristoilaciéon (12 sitios), de
amidacion (5 sitios) y de unién de ATP/GTP motif A (P-loop)] (1 sitio). La
composicion aminoacidica de GARP y otros datos obtenidos a partir de anélisis

realizados con GCG Sequence Analisis Software es mostrada en la figura 9.

Arg R 70 Leu L 65
Asp D 84 Ile I 36
Cys C 8 Ser S 95
Glu E 140 Thr T 82
His H 31 Met M 18
Lys K 73 Asn N 31
Tyr Y 19 Gln Q 43
Gly G 69 Phe i 22
Ala A 158 Trp A 6
Val Vv 75 Pro P 73
Punto isoeléctrico = 4.70

El peso molecular calculado es de 129 668.19 Da

Figura 9: Composicion aminoacidica, punto isoeléctrico y peso molecular
calculados con GCG Sequence Andlisis Software
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Expresion del gen garp

Como la expresion del EST fue nula, quizas debido a su alto contenido de cargas
acidas, y teniendo ya la secuencia completa se decidi6 expresar la parte no dcida
de GARP para inmunizar ratones y obtener un antisuero policlonal, y asi poder
seguir la purificacién y expresién de la proteina completa. Aprovechando un
sitio de restriccion Xba I en el amplicon del gen completo se pudo obtener un
inserto de los 1551 pb que comprende el N-terminal de la proteina y no incluye
las secuencias codificantes para las regiones de residuos acidos. Este fragmento
de GARP (f-GARP) fue subclonado en el vector de expresion pMAL-c2 y obte-

niéndose una proteina fusionada a MBP del peso molecular esperado (Fig. 10).

-
MBP-f-GARP
112kDa —p 48 comme—
e

o
i&_‘- _"<—MBP

Figura 10: Expresion de la proteina recombinante MBP-~-GARP
Los extractos correspondientes a las bacterias transformadas con pMAL-
2-~GARP inducidos con IPTG (1) y no inducidos (2) y bacterias
transformadas con pMalc2 sin inserto inducida con IPTG (3) se
resolvieron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
y se enfrentaron a un suero policlonal anti-MBP.

Antes de la purificacion por afinidad, se observé que la proteina recombinante

MBP-f~-GARP formaba cuerpos de inclusion (Fig.11). Por tal motivo se tuvo que
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modificar el protocolo de purificacién centrifugando a velocidades menores. La
purificacién se realiz6 con columnas de resina de amilosa siguiendo el protocolo
del fabricante (New England Biolabs®). La eluci6n de la proteina se realiz6 con
10 mM de maltosa, pero la eluciéon de la columna no fue total, sino que parte

qued6 unida a la amilosa.

<— MBP-GARP

Figura 11: Electroforesis en gel de acrilamida 10% tefiido con Coomasie blue
de cultivos y fracciones obtenidas para detectar formaciéon de
cuerpos de inclusiéon. (Ver materiales y métodos: Detecciéon de

cuerpos de inclusion).

Lisado a partir de cultivo no inducido e inducido respectivamente (1,2).
Sobrenadante 1 (3), sobrenadante 2 (4) y sobrenadante 3 con cuerpos de
inclusién (5). M marcador de peso molecular 193, 112, 86, 70, 57, 39.5 y 36
kDa.

Con el material eluido y el retenido en la columna, se inmunizaron
intraperitonealmente ratones Balb/C para la obtencion de anticuerpos
policlonales anti-GARP. Paralelamente, se subcloné el fragmento f-GARP en el
plasmido pGEX-4T1, que expresa a la proteina fusionada con GST. Este
plasmido recombinante se secuencié previamente para corroborar la insercion

del fragmento en el marco de lectura correcto. Los anti-sueros producidos por
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inmunizacion con MBP-~GARP se probaron en Western blots contra GST-f-
GARP. Desafortunadamente, estos sueros reconocieron muy poco a GST-f-
GARP (Fig. 12), aunque tenian altos niveles de anticuerpos anti-MBP (no

mostrado).

GST- /~GARP
83kDa —»

L E |

GST >

—Sueto—  ——Sucio
anti-GST  anti-MBP-~GARP

Figura 12: Reactividad de un suero policlonal anti MBP-f~-GARP y un suero
anti GST
Extactos de bacterias transformadas con pGEX4T1 -~GARP inducido con
IPTG (1) y con pGEX-4T1sin inserto inducido con IPTG (2). M marcador de
peso molecular 193, 112, 86, 70, 57, 39.5 y 36 kDa.

Después de probar sin éxito diferentes métodos para subclonar el gen garp
completo, se decidi6 utilizar el sistema de clonado directo a partir del producto
de PCR en el plasmido pGEM-T (kit pGEM-T easy® Promega), como una etapa
previa al subclonado en pMAL-c2 y obtener una proteina recombinante MBP-

GARP ( aproximadamente 170 kDa) (Fig. 13).
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Figura 13: Expresion de la proteina recombinante MBP-GARP
Extractos a partir del cultivo de E. coli transformado con pMAL-c2 sin
inserto, inducido y no inducido respectivamente (1, 2) y con pMAL-c2-garp,
no inducido e inducido respectivamente (3,4). M marcador de peso
molecular 180, 120, 55 y 40 kDa

Debido a la falta de un antisuero especifico, empleamos sueros de pacientes
chagasicos para la deteccion de la proteina recombinante MBP-GARP. Como
resultado se obtuvo que algunos sueros reconocian a la banda de MBP-GARP,
sin que se observara un reconocimiento de la proteina MBP (Fig. 14).

Para purificar la proteina se utiliz6 la resina de amilosa de New England
Biolabs®. La proteina fue eluida con matosa 10 mM. Los eluidos y alicuotas
tomadas en las distintas etapas de la purificacion fueron corridos en geles de
poliacrilamida 10% y tefiidos con Coomasie blue. En este caso también se

observé que no eluia toda la proteina que se unia a la resina (Fig. 15).
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<«— MBP-GARP

o Rl <4— MBP
E
suero suero de suero
anti-MBP paciente con Chagas humano normal

Figura 14: Deteccién de la proteina recombinante MBP-GARP por Western
blot
Extractos a partir del cultivo de E. coli transformado con pMAL-c2-garp,
inducido y no inducido respectivamente (1, 2) y con pMAL-c2 sin inserto
inducido (3). Los sueros se emplearon en una dilucién 1/100 y fueron
competidos con lisado de E. coli. M marcadores de peso molecular 180, 120,
55y 40 kDa.

SN FT L1 L3 L4 M ElI E2 E3 CE
AT = - P ~ < MBP-GARP

——

o {1 @UHE
i
s 1Ml

Figura 15: Purificacion de la proteina recombinante MBP-GARP analizada por
SDS-PAGE
SN: Sobrenadante del lisado obtenido por centrifugacién a 1500 r.p.m. FT:
Percolado luego de incubarse con la resina de amilosa L1, L3, L4: lavados.
E1, E2, E3: eluidos con maltosa 10mM. CE: Resina de amilosa luego de las
eluciones. M marcador de peso molecular 193, 112, 86, 70, 57, 39.5 y 36 kDa.
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Cuando se obtuvo la proteina MBP-GARP purificada, se prepararon sueros
policlonales en 4 ratones Balb/C. La presencia de anticuerpos contra GARP en

los sueros murinos se verificé por Westerns blot (Fig. 16).

]

GARP MBP M GARP MBP

e |
Bt g |
[
Suero Sucro
anti-GARP 1 anti-GARP 2

Figura 16: Western blot de las proteinas MBP-GARP purificadas con sueros
policlonales anti-GARP producidos en dos ratones.
M marcador de peso molecular 193, 112, 86, 70, 57, 39, 36 kDa.

Como se menciono6 anteriormente, GARP era reconocida por sueros de pacientes
con Chagas crénico (Fig. 13). Para determinar la inmunoreactividad de la misma
en un mayor nimero de sueros, se pusieron a punto las condiciones para
realizar ensayos de ELISA con MBP-GARP. Los pocillos de las placas fueron
cubiertos con diferentes concentraciones de la proteina MBP-GARP y MBP, y se
probaron diferentes diluciones de un suero humano que reaccionaba con MBP-
GARP. Como control de la correcta adhesién de las proteinas a la placa se utilizé
un suero policlonal anti-MBP. La concentracién 6ptima de proteina fue de
200ng/ pocillo y la de los sueros fue de 1/100. De este modo fue posible ensayar

60 sueros de pacientes chagasicos y 20 sueros normales para determinar su
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reactividad contra GARP. La linea de corte fue determinada como la media de
las densidades 6pticas (DO) obtenidas con los sueros normales mas 3 desvios
standard (para cada suero, los valores de DO obtenidos contra la proteina MBP-
GARP fueron restados a los obtenidos con MBP). Alrededor del 20 % de los

sueros chagasicos superaron la linea de corte establecida (Fig. 17).

Reactividad anti-GARP en sueros humanos (1:100)
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chagasicos (60) normales (20)

Figura 17:Reactividad de sueros de pacientes chagasicos y normales contra GARP
analizados por ELISA
Cada punto indica la reactividad de un suero individual. La linea punteada
corresponde a la linea de corte (X+3SD).
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Para determinar la regiéon de GARP reconocida por los anticuerpos de pacientes
con la enfermedad de Chagas se corrieron y transfirieron geles de poliacrilamida
10 % conteniendo las proteinas MBP-GARP, MBP-~GARP y MBP, y fueron
revelados con sueros de pacientes que habian reconocido a GARP en
experiencias anteriores. La dilucién de los sueros usada fue 1/100. Ninguno de

los sueros probados reaccion6 con MBP--GARP o MBP (Fig. 18).

MBP G G M MBP G fG fG G MBP

<4 MBP-GARP

<4 MBP--GARP

suero de paciente 1  suero paciente 2 suero anti-MBP

Figura 18: Reactividad de sueros de pacientes con Chagas contra GARP y f~-GARP
Extractos a partir del cultivo de E. coli transformado con pMAL-c2-garp (G),
pMal-c2-f-garp inducidos (f~G) y con pMAL-c2 sin inserto inducido (MBP) Los
sueros se emplearon en una dilucion 1/100 y fueron competidos con lisado de E.
coli. M marcadores de peso molecular 180, 120, 55 y 40 kDa.

Del mismo modo se realizaron ELISA con f~GARP para determinar qué regién
de la proteina GARP era reconocida por los anticuerpos de los pacientes con
Chagas crénico. Los pocillos se cubrieron con MBP-~GARP, MBP-GARP y
MBP. Los resultados muestran que el o los epitopes reconocidos por los sueros
de los pacientes se encuentran en la mitad C-terminal de la proteina GARP (Fig.

19).
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MBP-fGARP B MBP-GARP

Figura 19: Reactividad de sueros de pacientes con Chagas GARP positivos y
normales contra f~-GARP analizados por ELISA (1:100)
1 a 9: Sueros de pacientes con Chagas 10 a 17: Sueros humanos controles.
18: Suero de ratén inmunizado con MBP.

Reconocimiento de GARP en lisados de pardsitos

Para confirmar la expresion del gen garp en epimastigotes, se realizaron western
blots con lisados totales de parasitos. Los mismos se revelaron con un suero de
raton inmunizado con MBP-GARP. Como se muestra en la figura 20, se observa
una banda del peso esperado, que desaparece completamente cuando el suero

es competido con la proteina recombinante MBP-GARP y parcialmente cuando

es competido con MBP-~-GARP.
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Figura 20: Western blot de proteinas totales de T. cruzi con sueros de ratones
inmunizados con MBP-GARP
Revelado con suero de ratén inmunizado con MBP (1), suero preinmune de
ratén (2), suero de ratén inmunizado con MBP-GARP (3), sueros de ratones
inmunizados con MBP-GARP competidos con 10 (4) y 50 pg (5) de MBP-
GARP, sueros de ratones inmunizados con MBP-GARP competidos con 10
(6) y 50 pg (7) de MBP-f~GARP, suero de ratén inmunizado con MBP-GARP
competido con 50 pg de MBP (8). M marcador de peso molecular 200, 112,
87, 69, 56, 38.5y 33.5 kDa.

Localizacion celular de GARP

Se realiz6 una centrifugacion diferencial a partir de un cultivo de epimastigotes
obteniéndose fracciones nuclear, flagelar, mitocondrial, glicosomal-lisosomal
“heavy”, lisosomal “light”, microsomal y citoplasmatica. Las distintas fracciones
se corrieron geles de poliacrilamida 10 % y fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa o tefiidos con Coomasie Brillant Blue. Los Western blots fueron
revelados con un suero anti GARP o como control con un suero anti PO (no
mostrado). La proteina GARP fue localizada sélo en la fraccion citoplasmatica

(Fig. 21).
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Figura 21: Western Blot de las fracciones celulares de T. cruzi con suero de
raton inmunizado con MBP-GARP
Lisado con proteinas totales (1), Fraccién nuclear (2), Fraccion flagelar (3),
Fraccién mitocondrial (4), Fraccién glicosomal - lisosomal “heavy” (5),
Fraccién lisosomal “light” (6), Fraccién microsomal (7), Fraccion citopla-
matica (8), marcador de peso molecular 200, 112, 87, 69, 56, 38.5 y 33.5
kDa (M), proteina GST-GARP purificada (9).

Inmunofluorescencia en epimastigotes de T. cruzi

Utilizando sueros policlonales realizados en ratones inmunizados con MBP-
GARP, se realizaron experiencias de inmunofluorescencia sobre epimastigotes.
Con el anticuerpo anti-MBP-GARP pudo observarse una distribucién citoplas-
matica de la proteina, destacandose la ausencia de fluorescencia en las zonas
correspondientes al nicleo y al kinetoplasto, asi como también en la membrana
celular y el flagelo (Fig. 22 y 23).

Como controles se utilizaron sueros anti-MBP (Fig. 23) y sin primer anticuerpo

(no mostrado), en los cuales no se observo fluorescencia.
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Resultados

Epimastigotes de 1. cruzi fijados e incubados con un suero de ratén

inmunizado con MBP-GARP. A y B aumento 400X.
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Figura 23: Inmunofluorescencia en epimastigotes de T. cruzi
Epimastigotes de T. cruzi fijados e incubados con suero de ratén inmunizado
con MBP-GARP (A - G) o con MBP (H). Aumento 1000 X
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Ensayos funcionales sobre cardiomiocitos de ratas neonatas

Los cardiomiocitos de ratas neonatas Sprague Dawley que laten espontanea-
mente en cultivos fueron incubados con IgG totales obtenidas a partir de sueros
de ratones inmunizados con MBP-GARP. No se observaron cambios en la
frecuencia de latidos con respecto a la frecuencia basal registrada antes de la
incubacién. Para distinguir posibles enmascaramiento del efecto por mezclas de
anticuerpos que reaccionen con receptores muscarinicos y [-adrenérgicos, se
trat6 con antagonistas muscarinicos (atropina 1 pM) y luego P-adrenérgicos
(propanolol 1 pM). Como resultado no se observaron cambios con ninguna de
las fracciones de IgG de los sueros anti GARP ni con los antagonistas utilizados.
Como control se incubaron los cardiomiocitos con un agonista -adrenérgico
(isoproterenol 1pM), los cuales aumentaron la frecuencia de los latidos,
demostrandose que las células estaban en buen estado y eran capaces de

responder cuando eran estimulados sus receptores.

Inmunizacion con ADN

Dado que luego de identificadas las proteinas con secuencias acidas se planeaba
utilizarlas para estudiar los dafios generados por los anticuerpos en modelos
animales de inmunizacién, se decidi6 en paralelo con la expresién de GARP,
poner a punto el método de inmunizacién con ADN. Con este método
pretendiamos reflejar mejor la situaciéon de la infeccién crénica, ya que la
presentacioén constante de los antigenos parasitarios por las células musculares
del hospedador podria ser mas adecuada para estudiar la patogénesis de la
enfermedad. Ademads, este método de inmunizacién probablemente refleje la
presentacion de los antigenos tal como ocurre en la infeccion natural ya que los
epitopes relevantes podrian encontrarse en las proteinas recombinantes en una
conformacién diferente a la de la proteina nativa y el empleo de adyuvantes
podria inducir una respuesta inmune distinta a la respuesta adquirida

naturalmente.
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Para poner a punto esta metodologia y dado que disponiamos en el laboratorio
de los anticuerpos policlonales y proteinas recombinantes correspondientes, la
proteina ribosomal P2B de Trypanosoma cruzi fue clonada en el plasmido
pcDNA3 (Invitrogen), bajo el control del promotor del citomegalovirus (CMV).
Para el clonado, la regién codificante completa correspondiente a la proteina
ribosomal TcP2p (Fig. 24) fue amplificada por PCR a partir del clon gen6mico A
Zap G2al ya caracterizado en nuestro laboratorio (Vazquez M. y col. 1992). Para
tal fin se disefiaron oligonucle6tidos con sitios de restriccién para el subclonado
direccional en el plasmido pcDNA3. En el caso del oligonucle6tido de la regién
5’, se incluy6é una purina (A) en posicién -3 para garantizar la traduccién del
inserto en células eucariontes (Kozak, M. 1989).

Los clones recombinantes se identificaron por hibridacién con oligonucle6tidos
marcados radiactivamente y correspondientes a regiones internas de los genes
TcP2B. Se eligieron las colonias correspondientes a una sefial radiactiva y se
extrajeron los plasmidos, que fueron analizados en geles de agarosa. De este
modo se obtuvieron 4 clones correspondientes a pcDNA3-TcP2p con insertos de
300 pb. La autenticidad de los clones se verifico por mapeo de restriccién y

secuenciacién completa de los insertos.

CTTTA TAAGTTGTCT TGTCAGATGA AGTACCTTGC CGCTTATGCT CTTGTTGGCC
TcP2B/01 BamHI
TCTCAGGGGG GACCCCCTCA AAGTCTGCAG TTGAGGCCGT ATTGAAGGCT GCCGGCGTTC

CTGTCGATCC TTCTCGCGTG GATGCACTTT TTGCCGAGTT TGCAGGCAAG GACCTTGATA
CGGTATGCAC TGAAGGCAAA TCGAAGCTTG TAGGAGGGGC TACACGTCCC AATGCTGCCA
CCGCTTCTGC ACCCACTGCC GCTGCCGCCG CCTCTAGTGG TGCCGCCGCG CCTGCTGCAG

CTGCGGAAGA GGAGGAGGAC GATGACATGG GATTTGGTCT TTTTGACTAA AGACAAATGC
TcP2[3/02 Xbal

TTATTTTATT TTATTTTTGA

Figura 24: Localizacion de los oligonucleé6tidos TcP23/01 BamHI y TcP23/02
Xbal en la secuencia de TcP2p.
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Los plasmidos fueron preparados a gran escala con el QIAGEN Plasmid Mega
Kit® (QIAGEN), segtin las indicaciones de los fabricantes y finalmente disueltos
en solucion fisiologica.

Se realizaron experiencias de transformacion en células COS-7 para comprobar
la capacidad de los plasmidos recombinantes de expresar los polipéptidos de
interés en células de mamifero. Para poner a punto esta técnica se hicieron
transfecciones con un plasmido conteniendo el gen lacZ, y se detecto la actividad
B-galactosidasa con el agregado de X-gal. Las células transfectadas con
pcDNA3-TcP2B se dejaron 48 hs creciendo con medio DMEM-completo, se
fijaron y los productos de interés se inmunodetectaron con sueros policlonales
de raton contra TcP2B, seguidos de anticuerpos anti-IgG de raton-fosfatasa
alcalina y el sustrato para fosfatasa alcalina BCIP/NBT (SIGMA) (Fig. 25). Se
usaron como controles positivos células transfectadas con un plasmido

conteniendo el gen lacZ y el anticuerpo anti-f-gal (no mostrado).

Figura 25: Inmunodeteccion de los productos de expresién de los plasmidos
recombinantes. Las células COS-7 se transfectaron con los plasmidos
pcDNA3 (A), pcDNA3-TcP2 (B y C, 40X y 100X, respectivamente).
Luego de 48hs, las células se fijaron e incubaron con anticuerpos anti-
TcP2B, seguidos de un anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a
fosfatasa alcalina y el sustrato correspondiente.

Luego de esta etapa se procedi6 a inmunizar intramuscularmente ratones

Balb/C segun el esquema de la tabla I. El primer grupo de inmunizaciones fue
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realizado con pcDNA3 sin inserto, pcDNA3-TcP2p y pcDNA3-TcP2B/pcDNA3-
GMCSF. La coinmunizaciéon con pcDNA3-TcP2f y pcDNA3-GMCSF se realizé
ya que la expresion de GMCSF (granulocyte macrophage colony stimulating

factor) podria estimular una mejor respuesta contra el antigeno expresado (Arai

y col. 1990).

Grupo de ratones Immunizadoscon  Dia 0 3™ Sem. 6" Sem. 7' Sem.
. YR B PRl
I pcDNA3-TcP28 C-1 C-1I C-1I
pcDNA3-GMCSF ¢ _j G-I Ciy C
I eyeer B ECER

Tabla I: Esquema de inmunizacién con ADN
Se emple6é 100 pg de cada plasmido por ratén. C: colecta de suero
I: inmunizacién
Los sueros obtenidos fueron analizados por ELISA. Como antigeno se utiliz6 la
proteina recombinante GST-TcP2p disponible en nuestro laboratorio. Se observo
una muy baja respuesta en los grupos I y II.
Para comprobar que se habia desarrollado una respuesta primaria en los ratones
inmunizados con pcDNA3-TcP2B, se realiz6 un desafio con proteina
recombinante (MBP-TcP2B). Como control se inmuniz6 con MBP. Se inyectaron
intraperitonealmente 50 pg de proteina MBP o MBP-TcP2B. Los ratones del
grupo control fueron inmunizados solamente con MBP-TcP2f, y los del grupo I
y II fueron inmunizados con MBP o MBP-TcP2p segin se muestra en la tabla II.
A los 7 dias se sangraron los ratones para analizar la respuesta IgG. Para ello se
repitieron las experiencias de ELISA en las mismas condiciones utilizadas
anteriormente. Se observé que los sueros de los ratones del grupo II que fueron

desafiados con la proteina recombinante presentaban altos niveles de
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anticuerpos IgG anti-TcP2f, mientras que en los ratones restantes los niveles
eran significativamente menores (Fig. 26), de modo que en ellos ya se habia

desarrollado una respuesta primaria.

Grupo Raton DNA Proteina utilizada para
inmunizado Inmunizar
1 TcP2pB + GM-CSF MBP-TcP23
2 TcP2p + GM-CSF MBP-TcP2p
I 3 TcP2B + GM-CSF MBP-TcP2B
4 TcP2B + GM-CSF MBP
5 TcP2B + GM-CSF MBP
6 TcP2B MBP-TcP2p
9 TcP2B MBP-TcP2f
n 7 TcP2B MBP
8 TcP2B MBP
C1 pcDNA3 MBP-TcP2p
c2 pcDNA3 MBP-TcP2p
control
C3 pcDNA3 MBP-TcP2
4 pcDNA3 MBP-TcP28

Tabla II: Tabla con los grupos de ratones inmunizados
Los ratones senalados en azul fueron los que produjeron anticuerpos a la semana de
haber sido inmunizados con proteinas recombinantes

Desafio con MBP y MBP-TcP2beta

/;/-—'f ——1

a
J

oD

semanas después del desafio

Figura 26: Reactividad de los sueros de ratones inmunizados contra la proteina
recombinante GST-TcP2p.
Los sueros se ensayaron (1/50) por ELISA al finalizar el esquema de
inmunizacién con ADN (0 semanas después del desafio) y después de 1y 2
semanas del desafio con la proteina recombinante.
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Estos resultados demuestran que la inmunizacién con la construccién pcDNA3-
Tc2p fue capaz de inducir una respuesta primaria contra los epitopes relevantes
de TcP2p.

Se repitieron las experiencias de inmunizacién con pcDNA3-TcP2 utilizando el
esquema anterior. Se utilizaron 20 ratones Balb/C de 8 semanas pero solamente
se ensayaron pcDNA3-TcP2B y pcDNA3, ya que anteriormente la coinmuniza-
cién con el plasmido pcDNA3-GMCSF no mostré mejoras en la respuesta.

Se ensayaron los sueros de los ratones por ELISA y se observé que muchos de

ellos reaccionaban positivamente contra la proteina TcP2p (Fig. 27).

Reactividad anti-TcP2beta (1:200)
2,5
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pcDNA3-TcP2b (8) pcDNA3 (6)

Figura 27: Grafico de la reactividad de los sueros de los ratones inmunizados
con pcDNA3-TcP2p en ensayos de ELISA.
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Previamente a la primera inmunizacion se le realizaron electrocardiogramas a
los ratones con el fin de poder observar alguna alteracion cardiaca producida
por los anticuerpos generados contra TcP2B. Esta operacion fue realizada una
vez mas antes de la dltima colecta de sangre. Los electrocardiogramas no
mostraron cambios significativos antes ni después de las inmunizaciones. Por el
contrario, la inmunizacién de ratones con la proteina recombinante TcP2} si
habia provocado alteraciones electrocardiograficas (aumento de la duracion del
complejo QRS) (L6pez Bergami P. y col., 1997).

También se determind el perfil de isotipos de las inmunoglobulinas anti-TcP2f3
generadas por inmunizacion con ADN. La respuesta en los animales
inmunizados con pcDNA3/TcP2p fue predominantemente del tipo IgG2a (Fig.
28). En cambio, en la inmunizacién con MBP-TcP2p el tipo de respuesta fue IgG1
e IgG2b ( no mostrado).

1,61

=

42 43 44 c
Sueros

Figura 28: Perfil de subclases de los sueros de los ratones inmunizados con el
plasmido pcDNA3/TcP2p.
Se determinaron por ELISA los niveles de anticuerpos IgM, IgG (totales) y
subclases de IgG anti-GST-TcP2p en los sueros de los ratones inmunizados
con pcDNA3/TcP2f (ratones 31, 33, 34, 35, 41, 42, 43 y 44). Como control se
muestra el perfil de un suero policlonal anti-MBP- TcP2 (c).
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Por otra parte se dispuso también utilizar el gen de la proteina ribosomal PO

(TcPO0) para realizar inmunizaciones con ADN del mismo modo que con TcP2f y

estudiar la respuesta contra esta proteina.

Debido a que no se disponia de un clon genémico que incluyera la regién

codificante de TcPO completa (Fig. 29), ésta debi6 amplificarse a partir del ADNc

de T. cruzi (cepa Tulahuen).

TTCTGTACTA

CCAAGCGGGA

TCTGCCTGAT

GTTTGGGTGA

CGGAGGACAA

AGCTGTTGTG

CCGTGCTGGA

TCATTGTCCC

TGAACATTGC

TGAGCGCTGG

CCCCGTTCTA

GCGAGGACCT

ACGTTGTGGT

TGGACGCGTT

TTGATGGCAA

ACGCTGCTGC

AAGAGGAGGA

GAAGAAAGTT

AAARAARARA

TATTGAATCC

GTACGAGGAG

GGATAACGTC

ACTTGTGATG

GAAGGCCAGC

CGGCAACACC

CAAGCACCGC

CGCTGGTAAC

GACGAAGATT

TGATCGTGTG

CTACCAGGTG

TTCCATCACC

TTCGCTGGGT

CAAGACCCTT

GAACCTGCGC

CGCTACCGAC

TGATGACGAC

TTCGGAACTT

GGGACTCAAG

CGTTTCAATG

CGCTCGCAGC

GGCAAGAAGA

GCGTACGACA

GCCCTCATCT

GTACAGGCCC

ACCGGCATGG

GCAAAGGGTA

GACAACTCGA

GAGGTGCAGT

GACGACGTTG

GCTGGCATCC

CTTGGCGCCT

AAGGCCGCTC

ACCGGCGCTG

GACTTTGGCA

ATTTTATTTT

TATCTTTTAT

TATGCCGTCT

GTCTCCGAGG

TcP0/01 BamHI

GCTGCCTCAC

AGGTGCATGA

CGCTCCAGAA

AGTTGCTTTA

TTACGAACGA

CCGCCCGTGT

AGCCCAAGGC

CAGTCGAAAT

CGGCCACGCT

CCGTGTGGGA

TGGAGAAATA

CGACGGCAGC

CCGTTGCCAC

TGGAGGGCAA

CTGCCGCTCC

TGGGGGCGCT

CAAGTACGGC
CGTTCGTCGC
GAAGATTGTG
CAACACGTGC
GGAGATCCCA
GGGCGCATCG
GACATCCTTC
TGTGAGTGAC
GCTGCAGAAG
CCGTGGTATG
CCTTCTGGAA
GACCTTGCCA
CGAATACGAG
CCTTGGTGGA
TGCCGCTGCC

GTTCTAACCT

CGCGTGCTCT

GACCTCCGTG

GAGAGGCGCG

ATCGAAAAGA

GTCATCACGG

CCATGCGACG

TTCCAGGCAC

AAGAAGGTAC

CTGGATATCT

CTGTTTCTTC

GGTATCAGCA

CATATGATCA

TTCGATGAGT

GGTGCGGCTG

GCTGAGCCCG

ACAAGGTAGA

TcP0/02 Xbal

GTTTTTTGTT

TTTTATTTCT

CATATTTAAA

Figura 29: Localizacién de los oligonucleétidos TcP0/01 Bam HI y TcP0/02
Xbal en la secuencia de TcPO.
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Una vez amplificados, los insertos fueron cortados con las enzimas de
restriccion BamHI y Xbal. Luego de la ligacién, se transformaron en E. coli
DHb5a.. Para la identificacion de las colonias transformadas con la construccion
se efectuaron los mismos procedimientos que para TcP2f. De este modo se
obtuvo 1 clon correspondiente a pcDNA3-TcP0. La autenticidad del clon se
verific6 por mapeo de restricciéon y secuenciaciéon completa de los insertos. El
clon obtenido de pcDNA3-TcP0 resulté tener una deleciéon de una base que
cambiaba todo el marco de lectura. Por lo tanto se debi6 obtener nuevos clones
recombinantes. Varios clones resultaron positivos para pcDNA3-TcP0, se
secuenciaron para verificar su secuencia correcta. Los plasmidos fueron
preparados con el QIAGEN Plasmid Mega Kit y la expresion de los mismos fue
ensayada por transfeccion de células COS-7.

Se inmunizaron 14 ratones con pcDNA3/TcP0 y 6 ratones con pcDNA3 (grupo
control). Con el mismo esquema de inmunizaciéon que para TcP2f (Tabla I). En
la figura 30 se ve que los niveles significativos de anticuerpos aparecieron luego
de la primera inmunizacién para el caso de II7 y recién después de la segunda

inmunizacion para el 14.
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Figura 30: Reactividad de los sueros contra la proteina TcP0O a lo largo del
esquema de inmunizacion.
Los sueros C1 y C4 corresponden a ratones inmunizados con pcDNA3 y
los sueros 13, 14, 16, 116, 117 a ratones inmunizados con pcDNA3/TcP0. Las
flechas indican las inmunizaciones. La dilucién de suero usada fue 1/50.
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A partir de este esquema se obtuvo que los sueros de sélo 2 de los 14 ratones
dieron niveles significativos de anticuerpos para la colecta II (Fig. 31). Aunque
s6lo uno de ellos (raton 14) fue capaz de reconocer la proteina recombinante en

ensayos de Western blot (no mostrado).
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Figura 31: Reactividad de los sueros de ratones inmunizados contra la proteina
GST-TcP0.
Los sueros C1, C2 y C4 corresponden a ratones inmunizados con pcDNA3 y
los sueros restantes a ratones inmunizados con pcDNA3/TcP0. La linea de
corte fue 0,58 (linea punteada). Todos los sueros corresponden a la colecta II
(dilucién 1/50). En verde oscuro se muestran los sueros positivos. El suero C
es un control positivo obtenido de la inmunizacién con la proteina MBP-TcP0.

Se determin¢ el isotipo de inmunoglobulinas del suero del ratén positivo contra
PO y se observ6 que los anticuerpos fueron predominantemente del tipo IgG1 e
IgG2a.

Se tomaron también antes de cada inmunizacién electrocardiogramas, sin

observarse cambios con respecto al obtenido antes de la primera inmunizacion.

A partir de estos resultados procedimos a inmunizar ratones con la construccion
pcDNA3-GARP. Para eso, el gen garp completo se subclon6é en pcDNA3. La
capacidad de esta construccion de expresar la proteina de interés en células de

mamifero se verificé por transfeccion de células COS-7 y la deteccion de GARP
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con anticuerpos policlonales especificos. Se sigui6 el esquema de inmunizacién

mostrado en la tabla III.

Grupo de ratones Immunizados con Dia 0 3™ Sem. 6% Sem. 9" Sem.

Controles pcDNA3 C-1 C-I C-1I C

I pcDNA3-GARP §CIR C-1 SEEs) c

Tabla III: Esquema de inmunizaciéon con ADN
Se emple6 100pg de cada plasmido por ratén. C: colecta de suero I: inmunizacién

Los niveles de anticuerpos anti-GARP fueron seguidos por ELISA, observandose
la aparicién de anticuerpos anti-GARP luego de la primera inmunizacién, con
un aumento en el transcurso del esquema y llegando a un pico luego de la
tercera inmunizacién. Los niveles de anticuerpos comenzaron a decaer
considerablemente en la colecta de sangre realizada tres semanas después de la
altima inmunizacién (Fig. 32). Con los sueros correspondientes a la tercera
colecta de sangre de los ratones inmunizados con pcDNA3-GARP se realizaron
ELISAs utilizando la proteina MBP-GARP para evaluar la reactividad de los
mismos. El punto de corte (X + 3 SD) de 0,28 permite observar que 5 de 15
ratones alcanzaron niveles significativos de anticuerpos contra la proteina
recombinante MBP-GARP (Fig. 33).

También se determinaron los perfiles de isotipos de los anticuerpos generados
por inmunizaciéon con pcDNA3-GARP y de los anticuerpos producidos en
respuesta a la inmunizacioén con la proteina recombinante MBP-GARP. En el
perfil obtenido con la inmunizacién con ADN, se observé un predominio de
isotipos Ig G2a para algunos ratones y de Ig G2b para otros (Fig. 34). En cambio,
la respuesta inducida por la inmunizacién realizada con la proteina
recombinante fue principalmente Ig G1 e Ig G2b, y en menor medida IgG2a (Fig.
35).
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Figura 32: Aparicién de anticuerpos anti-GARP durante el esquema de inmu-
nizacion con el plasmido pcDNA3-GARP.
C4-C5 representan al grupo de los ratones controles inmunizados con
pcDNA3 y como ejemplo se muestran los sueros I1-I5 correspondientes a
ratones inmunizados con pcDNA3-GARP. Las flechas senialan los dias en
los que se realizaron las inmunizaciones.
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Figura 33: Reactividad de los sueros de los ratones inmunizados con ADN
contra la proteina MBP-GARP.
Los sueros C2 - C5 corresponden a ratones controles inmunizados con
pcDNAS3, el resto a ratones inmunizados con pcDNA3-GARP. Los datos
corresponden a la colecta III de suero (dilucién 1/50). Las barras verdes
corresponden a los sueros positivos. La linea de corte fue 0.28 (linea
punteada). Como control positivo (C) se usé un suero anti-GARP obtenido
de la inmunizacién con la proteina recombinante.
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Figura 34: Perfil de subclases de anticuerpos en sueros de ratones
inmunizados con pcDNA3- GARP

Se determinaron por ELISA los niveles de anticuerpos IgM, IgG (totales)
y subclases de IgG anti-GST-GARP de ratones inmunizados con
pcDNA3-GARP (colectas III y PI preinmune, dilucién 1/50). Como
controles se muestran los perfiles de un suero policlonal anti-MBP-GARP
(pos, dilucién 1/200) y de un suero de un ratén inmunizado con
pcDNA3 (C2, colecta III, dilucién 1/50).
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Figura 35: Perfil de subclases de anticuerpos en sueros de ratones
inmunizados con proteinas recombinantes MBP-GARP
Se determinaron por ELISA los niveles de anticuerpos IgM, IgG
(totales) y subclases de IgG anti-GST-GARP en los sueros de ratones
inmunizados con MBP-GARP (ratones 1, 3, 4 y 5). Los datos
corresponden a las colectas PI (pre-inmune) y III (dilucién 1/200).
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Para poder comparar la inmunizacién con ADN con la infeccién natural en
cuanto a los epitopes reconocidos, se hicieron ELISAs contra GST-~GARP. En la
infeccién natural en humanos se habia observado que los sueros de pacientes
que reconocian a GARP no lo hacian contra f~GARP (Fig. 19). En los sueros de
los ratones inmunizados con pcDNA3-GARP, se observé que los ratones
reaccionaban contra el N-terminal y contra la proteina completa, como sucedia
también con los sueros de ratones inmunizados con la proteina recombinante

(Fig. 36).

B GST-Garp O GST-f-Garp

1,5

0,5

0 -

Sueros

Figura 36: Mapeo de epitopes reconocidos por los sueros de ratones
inmunizados con ADN.
Los sueros (dilucién 1/50) de ratones inmunizados con pcDNA3 (C2-C5)
o con pcDNA3-GARP (I, II y III) se ensayaron por ELISA con las proteinas
GST-GARP y GST-~GARP. Controles: sueros policlonales anti-MBP-GARP
(POS) y anti-GST (dilucién 1/2000).

En los ratones inmunizados con ADN conteniendo el gen garp se realizaron
electrocardiogramas durante todo el esquema de inmunizacién. Se registraron

las derivaciones DI, DII, DIII, AVR, AVL y AVF. Las principales caracteristicas
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del registro que se tuvieron en cuenta fueron la onda P, el complejo QRS y la
onda T. Como control, se realiz6 el trazado electrocardiografico de animales
inmunizados con el vector no recombinante y no inmunizados. No se
observaron alteraciones electrocardiogréficas significativas en comparacién con
los animales controles, tanto en la inmunizacién con ADN como con la proteina
recombinante MBP-GARP. Por otra parte se realizaron ensayos funcionales
sobre cardiocitos de ratas neonatas con los sueros de los ratones inmunizados
con pcDNA3-GARP. Tampoco se observé alteraciones en la frecuencia de

latidos.

Interaccién entre proteinas ribosomales P

Para buscar interacciones de GARP con otras proteinas tratamos de poner a
punto el sistema de doble hibrido en levaduras. Como contdbamos con las
proteinas ribosomales P de T. cruzi se propuso clonarlas en vectores adecuados
para la observacion de interacciones especificas entre las mismas. Elegimos este
sistema ya que en nuestro laboratorio habiamos observado empleando geles
nativos de poliacrilamida interacciones entre algunas proteinas ribosomales P
recombinantes.

Varios trabajos se hicieron para determinar las interacciones entre algunas de las
proteinas ribosomales P, entre ellos los realizados en bacterias, en levaduras y
en humanos (Uchiumi y col., 1987; Rich y col., 1987; Tchérzewski, 2002). En
general uno de los métodos mas utilizados para determinar interacciones
especificas entre dos protefnas es el sistema de doble hibrido en levaduras.

En T. cruzi podemos encontrar 4 proteinas ribosomales P diferentes: P1, P2a,
P2f y PO, ya bien caracterizadas por nuestro grupo de trabajo.

Para el clonado de las proteinas ribosomales disponibles se disefiaron
oligonucleétidos para su amplificacién por la técnica de PCR y la introduccién

de sitios para enzimas restriccion adecuados para colocarlos en el marco de
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lectura correcto y de ese modo producir su fusién con las proteinas

correspondientes de los plasmido pBTM116 y pVP16.

Los oligonucle6tidos que aparean en el 5° de cada gen se coloc6 el sitio BamHI

en el segundo marco de lectura, de este modo, los genes amplificados podian ser

introducidos en ambos vectores: pBMT116 y pVP16. En cuanto a los

oligonucle6tidos que aparean en el 3° se usaron algunos existentes en el

laboratorio, con sus correspondientes sitios de terminacién y sitios de

restriccion, tales como Xbal para PO y P2f. Para los genes que codifican para las

proteinas P1 y P2a, se disefiaron oligonucle6tidos con el sitio de restriccién Pstl.

La estrategia para el clonado fue la siguiente:

1) Amplificacién de los genes por PCR a partir de plasmidos disponibles en el
laboratorio.

2) Clonado en el vector pGEM-T (para clonado directo de fragmentos de PCR).

3) Extraccion de los genes con enzimas de restriccibn cuyos sitios fueron
introducidos en los oligonucleétidos y/o con los presentes en el multiple sitio
de clonado de pGEM-T (Notl, Pstl o Sall).

4) Ligado de los genes extraidos en los vectores pPBMT116 y pVP16 cortados con

las enzimas correspondientes.

Para el clonado de los genes en el plasmido pBMT116 se utilizaron los sitios
BamHI y Pstl o BamHI y Sall (cuando el sitio Pstl estaba presente dentro del
gen, como en el caso de PO y P2B) y para el plasmido pVP16 los sitios BamHI y
Notl o BamHI y extremo romo (cuando Notl estaba presente dentro del gen,
como en P2a).

De este modo los fragmentos de aproximadamente de 1000 pb de PO, de 330 pb
de P1, 335 pb de P2a y 321 pb de P2 fueron introducidos en pBMT116. Para el
plasmido pVP16 se clon6 solamente hasta el momento el gen correspondiente
TcP1. (Fig. 37)

Mientras se trataba de introducir los genes restantes en el vector pVP16, se

intent6 probar las construcciones obtenidas.
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Se cotransformaron con los pares de las construcciones en la cepa L40 de
levaduras (Saccharomyces cerevisiae). Esta cepa contiene dos genes reporteros
integrados: el gen HIS3 de levadura y el gen bacteriano LacZ. El primer gen
reportero HIS3 se ubica bajo el control de cuatro operadores LexA, mientras que
el segundo reportero lacZ se ubica bajo el control de ocho operadores LexA. La
asociacion de las dos proteinas de fusién activa la transcripcion de ambos genes,
HIS3 y lacZ. Como resultado la levadura crece en un medio en ausencia de
histidina y se torna azul cuando la actividad p-galactosidasa es ensayada

usando el sustrato cromogénico X-Gal.

pBMT116 P-ADH LexA B TcPO S

pBMT116 P-ADH LexA B  TcP1 P
— |

pBMT116 P-ADH LexA B TcP2a P

pBMT116 P-ADH LexA B  TcP2p S

pVP16 P-ADH VP16 B TcP1 lN

Figura 37: Esquema de los genes correspondientes a las proteinas ribosomales P
de T. cruzi clonados en pPBMT116 y pVP16
P-ADH promotor de levadura de alcohol deshidrogenasa. Se indican los sitios
de restriccion con que fueron clonados. B: BamHI S: Sall P: Pstl N: Notl

Por lo tanto las transformantes se seleccionaron en medio minimo sélido carente

de triptofano, histidina, uracilo, leucina y lisina (THULL). Se las creci6 durante 2
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6 3 dias y se las paso a una membrana de nylon para luego ser ensayadas con X-
gal (Fig. 38)

Como controles se transformaron L40 con el plasmido pBMT116 y pVP16 y se
plaquearon en medio minimo libre de triptofano, uracilo y leucina (TUL). De
este modo se comprueba si existe activacion de los genes reporteros sin
proteinas que interaccionen.

Se observaron interacciones fuertes entre PO-P1 y P2B-P1 e interacciones débiles
con si misma P1-P1 y entre P2a-P1.

Los resultados obtenidos pueden verse resumidos en la tabla de la figura 39.

Figure 38: Interaccién in vivo de las proteinas ribosomales P.
Filtros con ensayos de actividad B-galactosidasa y placas con medio sélido
THULL, donde claramente se ven las interacciones fuertes entre PO-P1 (A) y
P2(3-P1 (D); e interacciones débiles entre P1-P1 (B) y P2a-P1 (C).
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THULL X-gal
PO ++ + ++ +
P1 + +
P2a. + +
P2p ++ + ++ +

Resultados

Figura 39: Interacciones observadas entre la proteina P1 vs. las proteinas

ribosomales PO, P1, P2a y P2f.

Se indican con + de acuerdo al crecimiento o intensidad de la reaccion

cromogénica con X-gal
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Discusion:

Con el objetivo de encontrar nuevos antigenos de T. cruzi que pudieran originar
una reactividad cruzada con los receptores muscarinicos M2, se rastrearon
bibliotecas de expresién de T. cruzi en el fago Agtl1 con sueros de pacientes con
y sin la enfermedad de Chagas con altos niveles de anticuerpos capaces de
reconocer a estos receptores. Como resultado, se aislaron fagos que codificaban
para antigenos ya caracterizados tales como las proteinas ribosomales P (Levin
y col., 1989) y HSP 70 (Levy-Yeyati P. y col., 1991). Por esta raz6n se decidi6é que
no seria ésta una metodologia apropiada para tal busqueda.

Dado que muchos de los epitopes de proteinas parasitarias que tienen reaccién
cruzada con secuencias presentes en el 29° bucle extracelular de los receptores
B1 adrenérgico y M2 muscarinico (AESDE y EDGE respectivamente) presentan
residuos aminoacidicos acidos, decidimos realizar busquedas de secuencias de
ADN que codificaran para regiones de aminodcidos acidos en bases de datos de
ESTs (Expressed Sequence Tags), generados por el Proyecto Genoma de
Trypanosoma cruzi. Entre las bisquedas realizadas se encontré un EST de 718 pb
que poseia bastas regiones de residuos acidos, el cual podria ser un buen
candidato a antigeno. El EST se utiliz6 para encontrar el gen completo de 3500
pb, que fue clonado en vectores de expresiéon. Al gen se lo denominé garp
(glutamic acid rich protein) ya que posee un marco de lectura abierto que
codifica para una proteina de 1200 aa rica en residuos de 4cido glutdmico.

Las experiencias de Southern blot de ADN genémico sugieren que hay una
copia de este gen por genoma haploide. Las diferencias encontradas en las
bandas producidas en las digestiones de algunas enzimas, en general externas
al gen, podrian deberse a las diferencias entre los dos alelos del gen garp.

La hibridacién del cariotipo electroforético determiné que el gen garp se localiza
en dos cromosomas de la cepa CL-Brener, probablemente, y como se ha
sugerido en otros casos (por ejemplo: CRA, H49, HSP70, KAP), cromosomas
homélogos con diferentes tamafios (Henriksson y col., 1990; Cano y col., 1995).
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Las bandas se corresponden con los marcadores de peso molecular de 1,1y 0,7
Mpb.

Los ensayos de Northern blot mostraron un unico transcripto de aproximada-
mente 4 kb, correspondiendo asi con el tamafio esperado para este gen y del
estimado por la expresion de la proteina GARP en lisados de T. cruzi.

Los ensayos de RT-PCR y secuenciacién permitieron encontrar el sitio de trans-
splicing, el cual corresponde al tercer AG siguiente al tracto de pirimidinas, en
contraposicién con lo que indica la literatura, que en general sefiala al primer
AG como sitio aceptor (Chen y col., 2000). Se ha observado que cuando se mut6
el primer AG, se tom6 como sitio aceptor del trans-splicing al préximo siguiente
al mismo, también se observé una pequefia cantidad de transcriptos tomando
otros sitios distintos al primer AG (Hummel y col., 2000). En nuestro caso
existen dos AG siguientes al tracto de pirimidinas, y el tercero es el utilizado.
Podriamos estar en un caso diferente o en el cual el clon obtenido por RT-PCR
que fue secuenciado representaba una minoria de transcriptos maduros que no
utilizaron el primer AG. Otras teorias proponen que la estructura secundaria de
algunos precursores de la molécula ARN puede afectar la disponibilidad del
sitio consenso para ser reconocido por la maquinaria del splicing (Solnick, 1985;

Deshler y Rossi, 1991).

La comparacién de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de garp con las
bases de datos revelaron una identidad de hasta un 72 % con secuencias
nucleotidicas de Trypanosoma brucei almacenadas en el dbGSS (Genome Survey
Sequences), el cual contiene secuencias obtenidas a partir de los extremos de los
insertos genémicos presentes en YACs, BACs o c6smidos, o de lecturas
preliminares de secuencias genémicas al azar. Por lo tanto la cantidad de
nucleétidos con la cual se alinearon no fue mayor de 600 pb, ya que los
fragmentos secuenciados en dbGSS rondan aproximadamente por ese tamafio.

A pesar de ello podemos decir que el gen garp se encuentra, al menos en parte,
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en T. brucei, aunque no podemos asegurar que el gen se transcriba o se exprese
en este parasito. También se observé identidad, aunque mas baja (35 %), con
Leishmania major. La comparacién con otras bases de datos no revel6 una
identidad con secuencias de nucle6tidos o aminoacidos conocidas.

El andlisis de la composicién aminoacidica mostr6 que GARP contiene 140
residuos de 4cido glutamico y 84 de 4acido aspartico. Su peso molecular
calculado es de 129.668,19 Da y su punto isoeléctrico de 4,7. Segtn el anélisis
empleando programas como ProDom, la estructura de la proteina GARP no
seria globular. Ademas, se determin6 la presencia de posibles sitios de N-
acetilacion, de fosforilaciéon de protein-quinasa dependiente de cAMP y de
cGMP, de fosforilacién de protein-quinasa C, de fosforilacién de casein-quinasa
11, de fosforilacién de tirosin-quinasa, de N-miristoilacién, de amidacién y 1 de

unién de ATP/GTP.

En este trabajo se expres6 el gen garp en forma parcial (el fragmento N-terminal
de 1550 pb o la proteina f~GARP), y en forma completa (GARP) en varios
vectores de expresién. El EST no se pudo expresar si bien fue clonado y se
corroboré el correcto marco de lectura del mismo, probablemente por el gran
contenido de residuos 4cidos resultaba toxico para las bacterias (Dr. Gonzalez
Antonio comunicacién personal). La expresién del gen completo quizas evita la
exposicion de los aminoécidos acidos hacia la bacteria por lo tanto es tolerado
por la misma.

Con los anticuerpos obtenidos de inmunizaciones de ratones con la proteina
MBP-GARP se realizaron ensayos de Western Blot con extractos de proteinas
totales de epimastigotes, revelando una tnica banda del peso esperado,
confirmando asi su expresién en este estadio del parasito. Cuando se compitié
con la proteina recombinante MBP-GARP la banda desapareci6é, demostrando

la especificidad de la reaccién.
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Con Western Blot realizados con fracciones subcelulares de epimastigotes de T.
cruzi, se observé la localizacién de GARP en la fracciéon citoplasmatica. Esta
localizacién se confirmé por ensayos de inmunofluorescencia sobre
epimastigotes. En éstos no se observé fluorescencia en nicleo ni en
kinetoplasto, asi como tampoco en la membrana plasmatica o el flagelo. Por
otra parte se realizaron también ensayos de inmunofluorescencia sobre
promastigotes de Leishmania los cuales fueron negativos, sugiriendo que si
bien el gen puede encontrarse no se estaria expresando, quizas por tratarse de
un pseudogen, o los epitopes en este organismo resulten diferentes a los de T.
cruzi.

Mediante experiencias de ELISA se pudo examinar un mayor nimero de suero
de individuos infectados (60) y no infectados (20) contra GARP. Alrededor del
20 % de los sueros de los pacientes reaccionaron con GARP, mientras que los
sueros controles resultaron negativos. Con este porcentaje de sueros podriamos
decir que GARP no seria un buen antigeno para ser usado en el diagnéstico de
la enfermedad de Chagas. Cuando se realizaron ELISAs contra ~GARP con los
sueros de pacientes que reaccionaban con GARP se observé un resultado
negativo. Por otra parte para corroborar lo obtenido por ELISA, se realizaron
ensayos de Western blot revelados con sueros de pacientes infectados. Al igual
que lo obtenido por ELISA, los sueros que reaccionaban con GARP tampoco lo
hacian con f~GARP. Cabe recordar que f~GARP comprende los 1550 pb N-
terminales y no posee las grandes regiones de residuos aminoacidicos acidos.
Por lo tanto los epitopes reconocidos por los sueros de los pacientes con la
enfermedad de Chagas crénica estarian en la region C-terminal de la proteina.
En cuanto a las propiedades antigénicas de GARP y dada la cantidad de
regiones con residuos aminoacidicos 4cidos pensamos que podria haber una
reactividad cruzada con receptores cardiacos cuyos epitopes estdn compuestos
en su mayoria por aminoacidos acidos (AESDE para p-adrenérgicos y EDGE
para M2 muscarinicos). Para corroborar esta hipé6tesis realizamos la

inmunizacién de ratones con la proteina MBP-GARP. El andlisis de la respuesta
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humoral inducida en este caso revel6 la presencia de anticuerpos dirigidos
tanto contra la regién C-terminal de la proteina como contra el fragmento
representado por fGARP. Las 1gG totales de estos ratones no modificaron la
frecuencia de latidos de cardiocitos en cultivo y, consecuentemente, los
animales inmunizados no sufrieron alteraciones electrocardiogréficas

significativas.

Como una estrategia alternativa para estudiar la respuesta humoral inducida
por GARP, ensayamos la metodologia de inmunizacion con ADN. Con esta
metodologia pretendiamos reflejar mejor la situacion de la infeccién crénica, ya
que la presentacién constante de los antigenos parasitarios por las células
musculares del hospedador podria ser mas adecuada para estudiar la
patogénesis de la enfermedad. Ademas, los antigenos expresados por las células
del hospedador presentarian una conformacién més parecida a la de la proteina
nativa en la infeccién natural ya que no se presenta fusionada a ninguna
proteina “carrier”. También con este tipo de inmunizacién se evita el empleo de
adyuvantes que podrian estar induciendo una respuesta diferente a la
adquirida naturalmente por la infeccién del parasito.

Para poner a punto esta metodologia y dado que disponiamos en el laboratorio
de los anticuerpos policlonales y proteinas recombinantes correspondientes, se
utilizaron las proteinas ribosomales TcP2p y TcP0 de T. cruzi.

El gen completo de TcP2P fue extraido de un clon genémico A Zap G2al
(Vazquez y col., 1992) y clonado en el vector de expresién eucarionte pcDNA3.
El gen completo de PO fue amplificado por PCR a partir de ADN genémico de
la cepa Tulahuen II, ya que el gen completo no habia sido clonado en el
laboratorio. Se comprob6 la correcta expresién de los genes en células COS7
transfectadas con las construcciones y su posterior revelado con los sueros
policlonales disponibles en nuestro laboratorio. En un primer intento, el clon

obtenido en pcDNA3 de TcP0O presentaba una mutacién provocada por una
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delecion cerca del N-terminal de la proteina. De este modo se tuvo que repetir
los procedimientos para obtener el gen completo con su secuencia correcta.
Todos los clones fueron secuenciados para asegurar el marco de lectura y la
secuencia correcta de los genes introducidos en el vector pcDNA3. Una vez
asegurada la funcionalidad de los plasmidos, se procedi6 a inmunizar
intramuscularmente ratones Balb/c con las construcciones pcDNA3-TcP2p,
pcDNA3-TcP2B/pcDNA3-GM-CSF y pcDNA3 sin inserto. Los sueros
analizados por ELISA contra la proteina recombinante GST-TcP2p mostraron
una muy baja respuesta. Para verificar si la inmunizacién con estas
construcciones habia inducido una respuesta primaria en los ratones se desafi6
con la proteina recombinante MBP-TcP23 y como control con MBP. Cuando se
analizaron los sueros obtenidos a los 7 y 14 dias post-inmunizacién se pudo
observar que los ratones inmunizados con pcDNA3-TcP2f habian producido
una respuesta, la cual no mejoraba con la coadministracién del plasmido que
codificaba para la citoquina. El grupo que fue inmunizado con pcDNA3-TcP2f
y desafiado con MBP-TcP2p mostraron altos niveles de anticuerpos, mientras
los coinmunizados con pcDNA3-TcP2B/pcDNA3-GM-CSF y con el vector sin
inserto la respuesta fue menor. La coinmunizacién con el gen de GM-CSF fue
realizada por que podria estimular una mejor respuesta contra el antigeno
expresado (Arai y col. 1990), ya que la coexpresion de esta citoquina resulta en
un aumento en la respuesta humoral (activa Th2) y no parece inducir la
actividad CTL (Watts y Kennedy, 1999). Sin embargo en este caso no se
detectaron anticuerpos, por lo tanto se decidi6 prescindir de esta construccién
en futuras inmunizaciones. Quizas esta falta de respuesta visible inducida por
estas construcciones se deba a que las inmunizaciones no hayan sido realizadas
correctamente. Esto puede deberse a la falta de préactica en este tipo de
inmunizaciones; las mismas deben hacerse en forma precisa en el musculo tibial
anterior del ratén y evitar los reflujos producidos por la tensién muscular del

animal.
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Por lo tanto decidimos repetir las inmunizaciones con pcDNA3-TcP2p
solamente y vector sin inserto. En esta oportunidad anestesiando a los animales
la reactividad fue favorable, la mayoria de los sueros de estos ratones
presentaban niveles variables de anticuerpos contra TcP2p.

Para determinar si la presencia de estos anticuerpos provocaban alteraciones
electrocardiograficas como lo hacian los producidos por inmunizaciones con la
proteina recombinante MBP-TcP2, se realizaron electrocardiogramas previos a
cada inmunizacién. Aqui no se observaron cambios en la duracion del complejo
QRS como en el caso mencionado (L6épez Bergami y col., 1997). A partir del
mapeo de los epitopes reconocidos por los anticuerpos generados por inyeccién
con pcDNA3-TcP2f3, podemos concluir que la respuesta esta dirigida contra
epitopes internos de la proteina (Grippo, 2001). Por el contrario, los anticuerpos
anti-TcP2B de pacientes con Chagas crénico y ratones infectados reconocen
exclusivamente el extremo C-terminal de la proteina (R13), y los generados por
inmunizacién con la proteina recombinante reaccionan tanto con péptidos
internos como con R13. Los anticuerpos anti-R13 de los pacientes crénicos
mostraron una actividad funcional sobre cardiocitos aislados (Kaplan y col,
1997). Estos resultados sugieren una correlacién directa entre los anticuerpos
dirigidos contra el extremo C-terminal de la proteina (R13) y la actividad
funcional de los anticuerpos.

Se determinaron los perfiles de los isotipos de inmunoglobulinas presente en
ambos tipos de inmunizaciones y se observé que en los animales inmunizados
con pcDNA3-TcP2 predominaban del tipo IgG2a, mientras que en los
inmunizados con la proteina MBP-TcP2p presentaban en mayor medida IgG1 e
IgG2b. En general las inmunizaciones con ADN por via intramuscular tienden a
producir este tipo de isotipos favoreciendo una respuesta (Th1), en cambio las
efectuadas con proteinas o con pistola génica favorecen la aparicién de los otros
isotipos, especialmente IgG1 (Pertmer y col., 1996; Feltquate y col., 1997; Ulmer

y col.,1996). Es decir que en nuestro caso se est4 favoreciendo una respuesta del
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tipo Thl, mientras que para la via de inmunizacién con pistola génica o con
proteina se induce una respuesta tipo Th2 (Gurunathan y col., 2000).

Se realizaron inyecciones con la construccién pcDNA3-TcPO con el mismo
esquema que con pcDNA3-TcP2p, aunque la respuesta no fue buena ya que
muy pocos ratones reaccionaron positivamente cuando fueron analizados por
ELISA. Se determiné los isotipos de los sueros positivos y se encontr6 que
fueron predominantes los del tipo 1gG1 sobre los IgG2a, al contrario que en la
realizada con pcDNA3-TcP2f. Tampoco se observaron alteraciones en los
electrocardiogramas tomados previos a cada inmunizacion.

Finalmente, cuando se inmuniz6 con pcDNA3-GARP se observé la presencia de
anticuerpos luego de la primera inmunizacién. La misma llegé a un pico con la
tercera inmunizacién. Por ELISA se observé que sélo 6 de 15 ratones alcanzaron
niveles significativos de anticuerpos. Cabe destacar que siempre hay un
porcentaje grande de ratones que no responden a la inmunizacién con ADN y
esto ha sido también observado por otros grupos. Por ejemplo, Hoffman y col.
(1994) han reportado que s6lo 9 de 16 ratones inmunizados intramuscularmente
con un plasmido que codificaba para la proteina del circumsporozoito de
Plasmodium yoelii presentaron una respuesta humoral y celular contra esta
proteina.

Para comparar si la inmunizacién con ADN era similar a la infeccién natural en
cuanto a los epitopes reconocidos se realizaron ELISA contra la proteina
completa y contra fGARP. En la infeccién natural, se habia observado que los
sueros de pacientes con Chagas que reconocian GARP no lo hacian contra f-
GARP. Los anticuerpos generados por la inmunizacién con ADN al igual que
con la proteina recombinante reconocian también a f~GARP, indicando una
respuesta diferente a la producida en la infeccién natural. Tal vez el
procesamiento de la proteina para su exposicién a las células presentadoras de
antigenos sea un factor determinante para la generacién de anticuerpos contra

esta proteina.
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El perfil de isotipos de anticuerpos generados fue de un predominio de IgG2a y
de IgG2b para algunos, mientras que de IgG1 e IgG2b y en menor medida
IgG2a para los generados por inmunizacién con la proteina recombinante MBP-
GARP.

En ensayos funcionales utilizando los sueros de los ratones inmunizados con
pcDNA3-GARP no se observaron cambios en la frecuencia de los latidos de los
cardiocitos. En ambos tipos de inmunizaciones se tomaron electrocardiogramas

durante el esquema sin observarse alteraciones.

Por lo tanto podemos concluir que la respuesta contra GARP es diferente entre
inmunizaciones y la infeccién natural en humanos. A pesar del alto contenido
en residuos acidos de GARP, no pudimos demostrar que los anticuerpos anti-
GARP tengan actividad funcional o provoquen alteraciones electrocardio-
gréficas. Desafortunadamente, no pudimos hacer ensayos funcionales con
anticuerpos humanos especificos contra GARP, dado que los escasos niveles

presentes en los sueros no fueron suficientes para estos ensayos.

Como una estrategia alternativa para estudiar la posible funcién de GARP, se
analiz6 la interaccién de ésta con proteinas conocidas de T. cruzi. Para ello se
introdujo en la proteina recombinante un sitio de fosforilacién para protein
quinasa A (PKA). De esta manera la proteina fue marcada con fésforo
radiactivo y utilizada para rastrear una biblioteca de expresién realizada en
fago Agtll de epimastigotes de la cepa Tulahuen II disponible en nuestro
laboratorio (Stone, 1997). Con esta metodologia utilizada no se observaron
resultados, ya que la proteina GARP es grande y se degrada muy facilmente,
quedando asi fragmentos de la misma no marcados, o la proteina “carrier”
solamente, ademas de obtenerse falsos positivos. Cabe destacar que este
método no sirve para todas las proteinas ya que la inmovilizacién de las

proteinas en las membranas provoca la desnaturalizacion de algunas proteinas,
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que no en todos los casos puede interaccionar con la proteina “sefiuelo”(Carr y
Scott, 1992; Stone y col., 1994). Nosotros quisimos probar esta metodologia por
ser rdpida en comparacién con otras técnicas, y porque disponiamos de
bibliotecas de expresion en fagos y del plasmido con el sitio de fosforilacién.

Por otra parte se puso a punto la metodologia de doble hibrido en levaduras
como otra opcién para poder esclarecer la o las funciones de GARP en el
paréasito al determinar interacciones de la misma con otra u otras proteinas
parasitarias. Para la puesta a punto, se ensayaron con las proteinas ribosomales
P de T. cruzi las combinaciones de TcP1-TcP0, TcP1-TcP1, TcP1-TcP2a y TcP1-
TcP2p; observandose interacciones fuertes entre TcP1-TcP0 y TcP1-TcP2p, e
interacciones mas débiles entre las restantes. Esto confirma los resultados
obtenidos en nuestro laboratorio en donde se evidencia la interaccién de TcP1-
TcP2p en geles de poliacrilamida nativos y en gradientes de urea (Juri Ayub y
col. no publicado), asi como también resultados obtenidos en otros organismos
(Uchiumi y col, 1987; Rich y col, 1987; Tchérzewski, 2002). Con esta
metodologia ya puesta a punto se podra rastrear una biblioteca de ADNc
usando a GARP como sefiuelo. De este modo se podré secuenciar el ADNc que
codifique la proteina que se una a GARP y asi, si resultase conocida, poder

dilucidar la funcién de GARP dentro del parasito.
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Conclusiones

Partiendo de un EST pudimos localizar un gen que codificaba una proteina de
T. cruzi con propiedades antigénicas. La proteina GARP es un antigeno de T.
cruzi compuestos por grandes secuencias de residuos acidos. Reconocido por
aproximadamente un 20 % de los sueros de pacientes con la enfermedad de
Chagas crénica, por tanto no resulta un buen antigeno para el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas. Esta proteina citoplasmaética de alrededor de 130 KDa
presenta una estructura que no parece ser globular y esta codificada por un gen
de copia tinica que presenta un sitio de trans-splicing inusual. Dicho gen est4
presente en otros kinetoplastidos, como Trypanosoma brucei, pero no presenta
identidad de secuencias nucleotidicas o aminoacidicas con ningin otro
organismo presente en los bancos de datos. Por lo tanto su funciéon es
desconocida. A pesar de presentar secuencias de aminoacidos 4cidos, no se
observ6 reactividad cruzada en ensayos con cardiocitos de ratas, por lo tanto no
se estaria presentando un caso similar a los efectos producidos por los
anticuerpos generados en los pacientes con la enfermedad de Chagas contra las
proteinas TcP2f3 y TcPO, y por ende no se estaria produciendo una actividad
agonista sobre receptores cardiacos (M2 muscarinicos ni p-adrenérgicos).

Por otro lado se trat6 de reproducir en parte los efectos inducidos por las
inmunizaciones con proteinas ribosomales P utilizando la metodologia de
inmunizacién con ADN ya que podria reproducir de mejor modo la infeccién
natural del parésito, libre de adyuvantes y proteinas “carriers”. Con estas
experiencias se pudo observar que esta via estaria induciendo la activacién de
linfocitos contra otros epitopes diferentes a los inducidos con la proteina
recombinante o la infeccién natural como quedé demostrado en los ensayos
realizados con los plasmidos codificando las proteinas TcP23 y GARP. Esto nos
estaria dando la pauta que este tipo de inmunizacién podria ser ttil al momento
de generar una vacuna contra T. cruzi, ya que los epitopes reconocidos con esta

metodologia serian diferentes a los detectados en la infeccién natural. Por lo
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tanto un mismo antigeno podria producir diferentes respuestas dependiendo
del tipo de inmunizacién del mismo modo como lo ocurrido con TcP2p.

En un futuro préximo se podran realizar ensayos mediante la metodologia de
doble hibrido para buscar interacciones posibles con otras proteinas y poder
dilucidar la funcién de GARP dentro del parasito. Asi mismo la puesta a punto
de este sistema permiti6 confirmar y abrir nuevas propuestas en cuanto a las
interacciones entre las proteinas ribosomales P de T. cruzi, ya que pudimos
corroborar las interacciones fuertes entre TcP1-TcP2f y TcP1-TcPO que se

habian observado in vitro.

Dra. @l;i:la Levitus
Director Asistente
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