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RESUMEN

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

Se determiné el tamarno del inserto de U4 en 1,6 Kpb. Se mostré que U4
presentaba un marco de lectura abierto de 525 pb. que codifican para los 174
aminoacidos C-terminales de la hsp70 de L.(V.) peruviana.

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

Se determind la organizacion genémica de los genes hsp70 por Southern-blot
de ADN genomico de clones de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis. Se
encontré 2 locus genémicos, uno de los cuales contenia un tandem de genes
hsp70 para ambas especies de Leishmania sp.

Los ADNc de U4 y Lbb1 se subclonaron pGEX1AT para caracterizar la
respuesta humoral en Leishmaniasis Tegumentaria Americana, Enf. de Chagas
y la Inf. mixta Chagas/Espundia por Ensayo de Placa de Lisis, Western-blot y
ELISA. Los resultados obtenidos por las 3 técnicas indican que U4/Lbb1 se
pueden usar en el diagndstico de L. Mucocutanea (Espundia) y junto a JL7,
permitiria un diagnéstico diferencial de la enfermedad mixta Chagas/Espundia.

El clonado y la caracterizacion de la respuesta humoral de las proteinas
ribosomales P2 de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis.

El clonado de las proteinas ribosomales acidas de tipo P2 de L.(V.) peruviana y
L.(V.) braziliensis se realizd mediante rastreo de bibliotecas de expresion en
Agt11 con sondas de las proteinas ribosomales P2a y P28 de L.(L.) infantum.

En la biblioteca de expresion de L.(V.) peruviana se aislé un recombinante con
cada sonda. El recombinante LbpP2a tenia un inserto de aprox. 900 pb.,
presentando un marco de lectura abierto de 327 pb. que codifican 108
aminoacidos, faltadole sélo los 3 primeros residuos N-terminales para estar
completa.

El recombinante LbpP2a presenta una homologia de aminoacidos de 95% (89%
de identidad y 6% de cambios conservativos) con la proteina homéloga de L.(L.)
infantum, un 87% (74% de identidad y 13% de cambios conservativos) con la de



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

El otro recombinante (LbpP2B) aislado de la misma biblioteca contenia un
inserto de 271 pb., presentando un marco de lectura abierto de 144 pb. que
codifican los 44 ultimos aminoacidos C-terminales.

Cuando se compara el recombinante LbpP2B con sus homdlogas de otras
especies de Trypanosomatidos, la mas alta homologia la presenta con la
proteina ribosomal P2 de L.(L.) infantum con un 90% (81% de identidad y 9%
de cambios conservativos), con la P2B de T. cruzi alcanza un 86% (78% de
identidad y 8% de cambios conservativos), con la P23 de T. brucei un 78% (66%
de identidad y 12% de cambios conservativos) y con la P2 humana un 73%
(59% de identidad y 14% de cambios conservativos).

En la biblioteca de expresion de L.(V.) braziliensis se aisl6 un recombinante
(LbbP2B-like) con la sonda la P2a de L.(L.) infantum. Este recombinante
contiene un inserto de aprox. 750 pb., presentando un marco de lectura abierto
de 264 pb. que codifican los 87 aminoacidos C-terminales de una proteina
ribosomal P2 atipica de L.(V.) braziliensis. La comparacion de aminoacidos es
mayor con el recombinante LbpP2B con un 72% (52% de identidad y 20% de
cambios conservativos), un 69% con la de L.(L.) infantum (49% de identidad y
20% de cambios conservativos), con la P2 humana un 64% (35% de identidad y
29% de cambios conservativos), con la T. brucei 58% (38% de identidad y 20%
de cambios conservativos) y finalmente con la de 7. cruzi un 53% (31% de
identidad y 22% de cambios conservativos).

Al analizar la respuesta humoral de pacientes con L. Mucocutanea contra los
recombinantes LbpP2a y LbbP2B-like, se vié que el epitope inmunodominante
no se localiza en el extremo C-terminal, mientras que en las proteinas
ribosomales P de T. cruzi, se habia determinado el extremo C-terminal como el
epitope inmunodominante (péptido R-13).

De otro lado, pacientes con la Enfermedad de Chagas no reaccionaban con las
proteinas ribosomales de tipo P2 de Leishmania sp., indicando que inducen
anticuerpos Leishmania-especificos y que no cros-reaccionan con las de T.
cruzi.



ABSTRACT

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

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

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

| found two hsp70 genomic loci in the genome of the related species L.(V.)
peruviana and L.(V.) braziliensis as determined by Southern blot. One locus
comprised the tandem repeat of the hsp70 genes, which present a repetitive unit
of 3,7 Kbp.

| have cloned the U4, Lbb1 and RA1 cDNAs in the expression vector pGEX1AT
to characterize the humoral inmune response in ATL, CH and CH/L as measured
by ELISA, Phage dot array immunoassay and Western blot.

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

| have also cloned the ribosomal P2-type proteins of L.(V.) peruviana (LbpP2a
and LbpP2B) and L.(V.) braziliensis (LbbP23-like) by screening of the expression
libraries with P2-type ribosomal proteins from L.(L.) infantum as probes.

The recombinant LbpP2a has an insert of 900 bp. An ORF of 327 bp, codifying
108 aminoacids, lacking the three N-terminal residues to be a full length protein.
This recombinant presents an homology of 95% (89% identity and 6%
conservative substitution) with the homologous of L.(L.) infantum, 87% of
homology (74% identity and 13% conservative substitutions) with the
corresponding of T. cruzi and 65% of homology (44% identity and 25%
conservative substitutions) with the human P2 protein.

The recombinant LbpP2p has an insert of 271 bp, presenting on ORF of 144 bp,
coding for the last 44 C-terminal aminoacids. It has an homology of 90% (81%
identity and 9% conservative substitutions) with the corresponding of L.(L.)
infantum, 86% of homology (78% identity and 8% conservative substitutions)



with that of T. cruzi, 78% of homology (66% identity and 12% conservative
substitutions) with the P2p protein of 7. brucei and 73% of homology (59%
identity and 14% conservative substitutions) with the human P2 protein.

The LbbP2-like protein has an insert of 750 bp, presenting an ORF of 264 bp.
coding for the 87 C-terminal aminoacids. It has 72% of homology (52% identity
and 20% conservative substitutions) with that of L.(V.) braziliensis, 69% (49%
identity and 20% conservative substitutions) with that of L.(L.) infantum, 64%
(35% identity and 29% conservative substitutions) with the human P2 protein,
58% (38% identity and 20% conservative substitutions) with the P2B of T. brucei
and a 53% (31% identity and 22% conservative substitutions) with that of T.
cruzi.

In both Leishmania P2 proteins (LbpP2a and LbbP2p-like) evaluated, the most
antigenic epitope was not located at the C-terminus, whereas in the T. cruzi P2
proteins the inmunodominant epitope was the last 13 C-terminal residues (R-13
peptide).

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

Al fin de la batalla,
y muerto el combatiente, vino hacia el hombre
y le dijo: “No mueras, te amo tanto”!

Pero el cadaver ay! siguié muriendo.

Se le acercaron dos y repitiéronle:
No nos dejes! Valor! Vuelve a la vida!

Pero el cadaver ay! siguié muriendo.

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

“Tanto amor y no poder nada contra la muerte”!

Pero el cadaver ay! siguié muriendo.

Lo rodearon millones de individuos,
con el ruego comun: “Quédate hermano”!

Pero el cadaver ay! siguié muriendo.

Entonces todos los hombres de la tierra
lo rodearon, les vio el cadaver triste, emocionado;
incorporose lentamente,

abraz6 al primer hombre; echose a andar.........

Cesar Vallejo  “Los heraldos negros”
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INTRODUCCION

Leishmaniasis




1.1) Leishmaniasis

La infeccién por Leishmania sp, comprende un grupo de enfermedades que afectan
aproximadamente 88 paises, de los cuales 16 son paises en vias de desarrollo. Se
calcula que hay 12 millones de personas infectadas en el mundo y 350 millones en
riesgo de infeccién. Entre 1,5 y 2 millones de personas se infectan cada afio (WHO
report, 1975-94).

Las Leishmania spp son paréasitos kinetoplastidos unicelulares que pueden infectar
humanos, animales y plantas y son transmitidas por insectos flebétomos de los
géneros Lutzomyia spp y Phlebotomus spp (Nuevo y Viejo Mundo, respectivamente).
Varias formas clinicas de la infeccién en el hombre han sido descriptas, siendo el
principal sintoma de la enfermedad un absceso en la piel, usualmente en el sitio de la
picadura del insecto (Leishmaniasis cutdnea). El parasito puede también diseminarse
infectando la mucosa nasal y oral (Leishmaniasis mucocutanea), u érganos internos
(Leishmaniasis visceral) (Lainson y Shaw, 1987).

La severidad de las infecciones por Leishmania sp. es variable, dependiendo de la
constitucion genética del parasito, estado de salud y la constitucién genética del
hospedador y la eficiencia de la respuesta inmunolégica del hospedador contra el
parasito.

La Leishmaniasis ha sido reconocida como un problema de salud publica mundial e
incluida como una de las 6 enfermedades seleccionadas por la UNDP/WORLD
BANK/WHO Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases

(TDR) para ser combatidas preferencialmente.

1.1.1) Clasificacién del género Leishmania

Esta clasificacién fue sugerida por Lainson y Shaw, 1987.

Reino: Protista, Haeckel, 1866.

Sub-reino: Protozoa, Goldfuss, 1817.

Filum: Sarcomastigophora, Honigberg y Balamuth, 1963.
Sub-filum: Mastigophora, Deising, 1866.

Clase: Zoomastigophorea, Calkins, 1909.



Orden: Kinetoplastida, Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976.
Sub-orden: Trypanosomatina, Kent, 1880.
Familia: Trypanosomatidae, Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905.

Género: Leishmania, Ross, 1903.

1.1.2) El parasito

Leishmania es un organismo unicelular que presenta dos estadios morfologicos
durante su ciclo de vida: promastigotes y amastigotes (Fig. 1) Los amastigotes son
ingeridos junto con la sangre durante la alimentacién del flebotomo y se transforman
en una forma métil flagelada (promastigotes) en una porcioén del intestino del vector

donde se multiplican y migran hacia la proboscis (Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).
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Fig. 1 Ciclo de vida de Leishmania spp

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

curva de crecimiento pasan a parasitos metaciclicos de la fase estacionaria, muy



infectivos. Esto ha sido demostrado para L.(L.) major (Sacks y Perkins, 1984), L.(L.)
donovani (Giannini, 1974; Howard y col., 1987), L.(L.) mexicana (Mallison y Coombs,
1989) y L.(V.) braziliensis (Kweider y col., 1987).

Los antigenos del parasito podrian jugar un rol crucial en la invasién, supervivencia y
mantenimiento dentro del macréfago del hospedador. La forma en que estos
antigenos son procesados y presentados por el sistema inmune del hospedador

podria determinar la severidad de la forma clinica de la enfermedad

1.1.3) Tipos de Leishmaniasis

1.1.3.1) Leishmaniasis Cutanea

En el Nuevo y Viejo Mundo, la Leishmaniasis Cutanea (LC) afecta a 61 paises, con
aproximadamente 200 millones de personas en riesgo de infeccién y 300,000 casos
informados anualmente (Ashford y col.,, 1992). En el Nuevo Mundo, los casos de
Leishmaniasis Cutanea son principalmente causados por miembros de los complejos
L.(V.) braziliensis y L.(L.) mexicana (Lainson y Shaw, 1987; WHO report, 1990). Las
principales Leishmania patégenas para el hombre, responsables de una variedad de
diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad son: L.(V.) peruviana asociada
con “Uta", L.(V.) braziliensis para las Leishmaniasis Cutdnea y Mucocutanea, L.(V.)
guyanensis asociada con “Pian Bois”, L.(V.) panamensis asociada con Leishmaniasis
Cutanea Panamensis, L.(L.) mexicana asociada a la “Ulcera del Chiclero” y L.(L.)
amazonensis para Leishmaniasis Cutanea y Cutanea Difusa.

En el Viejo Mundo, las lesiones de Leishmaniasis Cutanea se pueden curar
espontaneamente, la cual estd asociada con L.(L.) major o pueden producir

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

1.1.3.2 Leishmaniasis Visceral

La Leishmaniasis Visceral (LV) origina cuadros de maxima gravedad y la enfermedad
(Kala-azar) es fatal si no se trata. La LV afecta 47 paises, aproximadamente 180
millones de personas corren riesgo de infeccién y 88.500 casos nuevos son

informados anualmente (Ashford y col., 1992).



Se manifiesta en general como una infeccién suave, asintomatica u oligosintomatica.
Sin embargo, un cierto porcentaje de individuos infectados desarrollan la enfermedad
(WHO report, 1990).

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

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

miembros de las especies de L.(L.) donovaniy L.(L.) infantum (WHO report, 1990).

En los paises mediterraneos los perros son el principal reservorio para L.(L.)
infantum. Entre el 5-15% de los perros estan infectados, hecho que ronstituye nn
serio problema de salud veterinaria.

Leishmania sp en LV es también parasito oportunista de pacientes
inmunosuprimidos, principalmente con SIDA abriendo nuevas perspectivas

epidemiolégicas (Alvar y col., 1992).

1.1.3.3) Leishmaniasis Cutanea Difusa

La Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD) en el Nuevo Mundo es causada por L.(L.)
amazonensis (Grimaldi y col., 1987; Franke y col., 1990; Dujardin y col., 1995). La
LCD es rara, pero es la mas seria de todas las Leishmaniasis cutanea. En los casos
graves las lesiones cubren una gran parte del cuerpo, nunca curan sin tratamiento, y
la gran mayoria de los casos presentan recaidas, aun si son tratados. Los casos

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



1.1.3.4) Leishmaniasis Mucocutanea (LMC)

La Leishmaniasis Mucocutanea; también conocida como “Espundia”, es causada por
L.(V.) braziliensis y empieza con una Ulcera en la piel con los bordes elevados, poco
dolorosa. Es posible encontrar lesiones mdltiples en el cuerpo. Meses o afios
después pueden sobrevenir lesiones extensivas y mutilantes. Las lesiones del
cartilago de la nariz o de la oreja, de los labios y de la mucosa orofaringea son
tipicas, también reciben el nombre de lesiones metastasicas (TDR progress, 1975-
94). Las lesiones mucosas son generalmente refractarias a la quimioterapia (Rucha y

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

.Mundo de Leishmania sp.
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Fig. 2 Distribucién de las Leishmaniasis en el mundo.
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1.1.4) Leishmaniasis en el Peru

La Leishmaniasis son un serio problema de salud en las areas rurales del Peru.
Aproximadamente, 10.000 nuevos casos de Leishmaniasis se presentan anualmente,
donde el 90% desarrollaran la forma cutanea de la enfermedad, mientras que el 10%
restante exhibira la forma mucocutanea. De estos casos mucocutadneos, se calcula
que un 30% seran refractarios al tratamiento quimioterapéutico convencional (Llanos-

Cuentas, comunicaciéon personal).

1.1.4.1) La Leishmaniasis en la historia peruana

Enfermedades cutdneas y mucocutaneas semejantes a Leishmaniasis fueron
descriptas por los habitantes locales, cronistas y exploradores del antiguo Perd. La
mayoria de los informes son incompletos y correlacionan con la sintomatologia de la
Leishmaniasis, asi como también los ceramicos de las culturas pre-incaicas muestran

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

1.1.4.2) Especies de Leishmania en Pert

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

enfermedad en el Peru.

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

L.(V.) braziliensis, Viannia, 1911, emend. Matta, 1916.
L.(V.) guyanensis, Floch, 1954.

L.(V.) lainsoni, Silveira, Shaw, Braga e Ishikawa, 1987.
L.(V.) peruviana, Vélez, 1913.

En el territorio peruano se han detectado principalmente dos formas clinicas: La
Leishmaniasis Cutanea Andina (LCA), comunmente conocida como "“Uta" y la

Leishmaniasis Mucocutanea (LMC) conocida como Espundia (Fig. 4).
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1.1.4.2.1) Leishmaniasis Cutanea Andina (LCA)

La Leishmaniasis Cutanea Andina (Uta) produce lesiones cutaneas benignas que se
pueden autocurar y presentan una buena respuesta al tratamiento quimioterapéutico.
Usualmente hay una lesion simple que podria presentar un desarrollo mucoso debido
a la extension de la lesion.

La clasificacion del agente causal de Uta fue confuso. Primero fue clasificada como
L. peruviana (Velez, 1913), luego como L. tropica (Hoeppli, 1969; Hommel, 1978),
como L. braziliensis (Lainson y col,, 1969; Lainson y Shaw, 1972), como L. mexicana
(Kreutzer y col., 1983) y finalmente, se identificé a L.(V.) peruviana como el agente
causal de la enfermedad (Arana y col., 1990).

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en los valles de la vertiente
occidental de la cordillera de los Andes, desde el norte del Peri hasta

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

de 600 a 3.200 mts. La mas alta incidencia se observa entre los 1.800-2.400 metros
de altitud. Esta distribucién podria ser dependiente de la altitud, temperatura y lluvia,
las cuales limitarian la distribucién del vector.

La denominacién de "Uta" a la LCA se refiere al nombre con que los nativos llaman al
vector que transmite la enfermedad y seria un diminutivo (“ut”) del vocablo quechua
“utasca” que significaria “picar”. El pensamiento popular era que la Uta era un insecto,
mosquito venenoso o mosca, al cual no se lo podia ver y que actuando después del
crepusculo, se alimentaba de animales muertos en estado de putrefaccion y al picar a
las personas producia tlceras que luego necrosaban la piel (Pérez J.E, Tesis
doctoral, 1995). Los vectores infectados con L.(V.) peruviana son: Lutzomyia
ayacuchensis (Dujardin y col., 1993), y Lu. peruensis y Lu. verrucarum (Pérez y col.,
1994).

La enfermedad se caracteriza por la presencia de Ulceras pequefias que se
desarrollan lentamente involucrando el sistema linfatico y que al extenderse producen
cicatrices grandes. Las ulceras presentan los bordes elevados, no comprometen las
mucosas y se curan espontaneamente.

Como los nifios son los principales afectados por la enfermedad se pens6 que la

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

9



El reservorio del parasito no estd aun bien definido, pero la infeccion por L. (V)
peruviana ha sido descripta en perros (Herrer, 1951), en los roedores Phyllotis

andiumy Akodon mollis y la comadreja Didelphis albiventris (Llanos y Davies, 1992).

.1.1.4.2.2) Leishmaniasis Mucocutanea (Espundia)

La otra forma de Leishmaniasis en Peru se llama "Espundia”. La enfermedad se
distribuye en la selva amazénica y en la vertiente oriental de la cordillera andina, a
altitudes de 1.300 mts sobre el nivel del mar. L.(V.) braziliensis es el agente causal de
la infeccion (Arana y col., 1990).

La Espundia tipica produce lesiones diseminadas, que pueden involucrar las
mucosas nasal y faringea, algunas veces con destruccion severa del septum nasal y
aun extendiéndose a la laringe. Todo esto es principalmente un estadio secundario
de la enfermedad que aparece algun tiempo después de una ulcera cutanea inicial y
crece mas rapidamente que la Uta, llegando a ser mucho mas grande.

La gente que vive en las areas endémicas a LMC, también conocida como Espundia,
Jucuya o Tiac-araia piensan que la enfermedad es causada por la picadura de un
insecto o arana conocida como "tiac-arana" (Pérez J.E, Tesis doctoral, 1995). Otra
version que circula respecto al origen del nombre Espundia se remonta a la época
colonial, cuando los espafoles al conquistar el Imperio Incaico trajeron caballos,
algunos de los cuales presentaban una enfermedad que atacaba la mucosa nasal y
oral que se llamaba “Esponhia” y a la enfermedad en humanos por degeneracion de
la palabra original y por su analogia a la enfermedad de los equinos se le denomind
‘Espundia” (Llanos-Cuentas, comunicacién personal).

En el Pery, el vector de la enfermedad es desconocido y es un tema a dilucidar. La
mayoria de las especies de Lutzomyia sp. antropofilicas que se localizan en la
cuenca amazonica peruana han sido encontradas infectadas con Leishmania
(Christensen y col., 1983; Rangel y col., 1984; Killick-Kendrick, 1990).

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

de Proechimys sp en el departamento de Loreto (Braga, 1987).



1.1.5) Diagnéstico de Laboratorio

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

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

a) analisis de gota gruesa o secciones histoldgicas.
b) inoculacion de hamster con aspirados de tejido infectado o con fragmentos de
tejido homogenizado.

¢) cultivo in vitro de homogenatos de tejido o aspirados en medio bifasico.

Los métodos indirectos actualmente empleados en el diagndstico de la infeccion por

‘Leishmania estan basados en técnicas seroldgicas e incluyen el ELISA (Badaro y

col., 1986; El Safi y Evans, 1989; Reed y col., 1990), el test de aglutinacién directa (El
Safi y Evans, 1989; Mengistu y col.,, 1990; Zijlstra y col., 1992), el inmunoblot
(Mengistu y col.,, 1992; Reed y col., 1987) y la inmunofluorescencia (Haiith y col.,
1987, Walton, 1970).

El test de Montenegro (Delayed Type Hipersensitivity), el cual mide la reaccién de
Hipersensibilidad Retardada o la respuesta celular a antigenos derivados de
Leishmania sp es usado en el diagnostico clinico de la enfermedad y en rastreos
epidemiolégicos (Manson-Bahr, 1987; Grimaldi y McMahon-Pratt, 1991, Palma y
Gutierrez, 1991). No obstante, el test de Montenegro no logra distinguir entre la
infeccion por Leishmania activa o curada (Walton, 1970, Manson-Bahr, 1987; Weigle
y col., 1991).

Recientemente, nuevas metodologias han sido desarrolladas usando antigenos
recombinantes en el inmunodiagnostico de Leishmaniasis (Montoya Y. Tesis doctoral,
1993).

La identificacion temprana de las especies causales es muy importante
especialmente en las formas mucocutaneas y viscerales de la enfermedad porque

determinan el adecuado tratamiento quimioterapéutico a usar.



1.1.6) Tratamiento

El tratamiento de la enfermedad estd basado en el uso de drogas leishmanicidas,
principalmente inyecciones de compuestos derivados de antimonio pentavalente
(Sbs). los cuales a pesar de sus propiedades toxicas, continuan siendo el tratamiento
de eleccion (WHO,1982, 1991; Herwaldt y Berman, 1992). El uso de 20 mg
Sb*/Kg/dia fue recomendado para el tratamiento de LV, LC y LMC (WHO Expert
Committee, 1990; Herwaldt y Berman, 1992) con una dosis diaria maxima de 850 mg.
Datos recientes indican que la respuesta a Sb° es mejor con dosis diarias més altas e
incrementando el tiempo de tratamiento, pero los efectos colaterales (artralgias,

mialgias, y toxicidad hepatica, cardiaca y renal) son también mayores.
1.1.7) Algunos antigenos importantes de Leishmania sp.

Entre algunos de los antigenos caracterizados de Leishmania figuran los siguientes:

gp63, hsp70, proteinas ribosomales acidas.
1.1.7.1) Glicoproteina de 63 kDa (Gp63)

La proteina mayoritaria de la superficie de Leishmania, llamada gp63 es una
glicoproteina de 63.000 Da anclada a la membrana por GPI (Bodier, 1987; Button y
Mc. Master, 1988; Bouvier y col., 1989; Chaudhuri y col., 1989). La gp63, ademas es
una zinc-metaloproteinasa (Bouvier y col., 1989; Chaudhuri y col., 1989) con un
amplio rango de especificidad de substratos y pH (Chaudhuriy Chang, 1988; Ip y col,,
1990; Bouvier y col., 1990). Esta codificada por multiples genes ordenados en
tandem en numero de 6 en L.(L.) major a doce en L.(L.) donovani (Webb y col,,
1991), L.(L.) mexicana (Medina-Acosta y col., 1993) y L.(L.) chagasi (Miller y col.,
1990; Ramamoorthy y col., 1992). Es sintetizada como una proteina precursora de
602 aminoacidos consistiendo de un péptido sefial N-terminal de 39 aminoacidos,
una pro-region de 61 aminoacidos y la proteina madura de 477 aminoacidos, la cual
presenta los sitios de glicosilacion y catalitico y un péptido sefial C-terminal de 20-25

aminoacidos para la unién del GPI (Button y Mc.Master, 1988).



Gp63 es el antigeno reconocido predominantemente luego de una infeccion por
Leishmania sp. en el modelo murino y humano (Etges y col., 1985; Colomer-Gould y
col., 1985; Bordier, 1987; Bouvier y col., 1987). Células T periféricas de un panel de
pacientes con Leishmaniasis del Nuevo Mundo responden a gp63 recombinante
(rgp63) y se aislaron lineas de células T que reaccionan especificamente con rgp63
(Button y col., 1991; Russo y col., 1991).

Se han propuesto multiples funciones fisiologicas para la gp63. Russell y Talamas-
Rohana (1989) la involucran en la interaccion macréfago-parasito durante los
estadios tempranos de la infeccién. Las moléculas de gp63 intervendrian en la
captacion de promastigotes por macrofagos, es decir actuarian como ligandos para
varios receptores de macréfagos, entre ellos los receptores de complemento CR1
(=C3bR) y CR3 (=C3biR) (Blackwell, 1985; Russell y Thalamas-Rohana, 1989). En
lugar de ayudar a eliminar al parasito a través de la lisis mediada por complemento, la
unién de factores del complemento sobre la superficie de las formas metaciclicas
facilitaria la entrada del pardsito a la célula hospedadora (Bogdan y col., 1990).

Por otro lado, Chaudhuri y Chang (1988) demostraron que esta proteina es muy
activa a pH acido y postularon que gp63 se usaria para proteger substratos lipido-
proteicos de la degradacion intralisosomal del macrofago.

En 1992 Alexander y Russell, sugirieron que la gp63 de la bolsa flagelar de
amastigotes serviria para la degradacién de macromoléculas del hospedador o para
la proteccién o nutricion. La proteina esta concentrada en el lumen de la bolsa
flagelar, que pareceria estar relacionada con procesos de secrecion y endocitosis.

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

~major representa el 1% de la proteina celular y hay 500,000 copias sobre su

superficie (Etges y col., 1985; Bordier, 1987). Resultados similares se describieron
para promastigotes de L.(L.) mexicana, donde gp63 es el 1.2% de las proteinas
totales del parasito. Esto contrasta con los amastigotes intracelulares, donde
proteinas relacionadas con gp63 representan sélo el 0.1% de las proteinas celulares.
Esta proteasa esta localizada en el lumen de los megasomas en amastigotes de
L.(L.) mexicana.

Gp63 no abunda en amastigotes de L.(L.) mexicana, como lo confirman estudios de
inmunoblotting e inmunoprecipitacién (Bahr y col., 1993). La heterogeneidad de gp63

estadio-especifica de L.(L.) mexicana fue demostrada por Medina Acosta y col., 1989.



14

Posteriormente, Medina Acosta y col., 1993 obtuvieron evidencias que diferentes
genes gp63 de L.(L.) mexicana eran regulados durante el desarrollo.

Schreffler y col. (1993) evaluaron la persistencia de anticuerpos contra gp63 en
sueros de pacientes con Leishmaniasis por ELISA usando la proteina nativa y la
recombinante de gp63 (rgp63). Los sueros de pacientes con Leishmaniasis Visceral
exhibian altos niveles de anticuerpos contra la rgp63 de L.(L.) donovani y rgp63 de
L.(L.) chagasi. En contraste, los sueros de pacientes con Leishmaniasis Mucocutanea
infectados con L.(V.) braziliensis no reaccionaban con la rgp63.

Tanto Button y col., 1991 como Russo y col., 1991 realizaron experimentos sobre la
respuesta inmune celular hacia gp63 usando el antigeno recombinante. La rgp63 de
L.(L.) major fue identificada como un determinante inmunodominante de células T
humanas en un paciente infectado con L.(V.) guyanensis (Button y col., 1991).

Los péptidos sintetizados en base a la secuencia de aminoacidos de gp63 son
antigénicos y pueden inducir inmunidad protectiva contra la infeccion por L.(L.)
mexicana (Jardim y col., 1990) y L.(L.) major en ratones (Chang y Chaudhuri, 1990).
Posteriormente, Yang y col. (1993) evaluaron el valor protectivo de gp63, al
transformar una cepa de Salmonella typhimurium y expresar rgp63. Ratones
inmunizados oralmente con esta cepa desarrollaban inmunidad protectiva parcial.

La gp63 de L.(V.) braziliensis no estimula PBMC de pacientes infectados con L.(V.)
braziliensis (Mendoga y col., 1991), como también ocurre con la gp63 purificada de L.
major que no induce proliferacién de PBMC de pacientes infectados con L.(L.) major
(Jaffe y col., 1990).

1.1.7.2) Proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70)

Las proteinas de choque térmico son un grupo de moléculas sintetizadas en
respuesta a una variedad de estimulos: cambio brusco de temperatura, carencia de
nutrientes, presencia de radicales libres e infeccién viral y por parasitos (Craig y col.,
1993; Lindquist y Craig, 1988; Lindquist, 1986). El representante mejor estudiado de
esta familia es la proteina de choque térmico de 70 kDa, la HSP70. Las células
eucariotes contienen una variedad de genes hsp70 cuyas proteinas han sido
descritas como "chaperonas moleculares" (Georgopoulus, 1992; Ellis y Van der Vies,
1991 Ellis, 1987). Estas moléculas modifican la conformacién de proteinas mediante



el ensamblaje/desensamblaje de complejos proteicos facilitando su transferencia a
través de las membranas celulares como: nucleo, mitocondria y microsoma (Gething
y Sambrook, 1992; Langer y Neupert, 1991). Basados en estudios funcionales y
estructurales de la HSP70, se ha sugerido que la porcion N-terminal contiene la

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

_reconocimiento de substrato (Flaherty y col., 1990).

En algunos casos, hay genes que codifican hsp70 que son expresadas
constitutivamente. No son inducibles por calor pero presentan la misma secuencia de
aminoacidos y son referidos como hsc70 (heat shock cognate). En contraste, hay
otros genes que codifican hsp70 inducibles por calor (hsp70), mientras que otros son
regulados por glucosa (grp78) (Shinnick, 1991).

Las HSP70 de una variedad de agentes infecciosos incluyendo Leishmania han sido
estudiadas. El rol exacto de estas moléculas en el proceso infeccioso no se conoce.
No obstante, es claro el caracter inmunodominante de estas proteinas como blancos
de anticuerpos y células T. Ademas, HSP70 son antigenos dominantes de otros
agentes infecciosos incluyendo Trypanosoma, Plasmodium falciparum, Schistosoma
mansoni, Theileria annulata, Candida albicans, Histoplasma capsulatum (Shinnick,
1991).

Lee y col., 1988 informaron el hallazgo de las hsp70 de L.(L.) major al rastrear una
biblioteca genémica de esta especie usando el gen hsp70 de T. brucei como sonda.
Los 5 genes hsp70 de L.(L.) major estaban organizados en 2 loci diferentes. Cuatro
genes estaban organizados en “tandem” en el locus |, y un quinto gen en el locus .
Se determiné que la unidad repetitiva era de 3,6 Kb y presentaba 380 pb de regién
intergénica (locus I). La secuencia codificante de la hsp70 de L.(L.) major tiene un
marco de lectura abierta de 658 aminoacidos. La regiéon codificante presenta una
homologia nucleotidica de 80% y aminoacidica de 89% con la hsp70 de T. brucei. La
transcripcion de los genes del locus | se induce por calor, mientras que la
transcripcion del quinto gen es constitutiva. Los 5 genes estan localizados en un
unico cromosoma de 1.000 Kb.

Searle y col., 1989 encontraron una familia de genes relacionados con hsp70 en este
parasito, por rastreo de una biblioteca genémica de L.(L.) major con una sonda hsp70
humana (Hunt y Morimoto, 1985). Dicha sonda reconocia al menos 3 genes

relacionados con diferentes nimero de copias cada uno. De los 3 genes, 2 son
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expresados constitutivamente (hsp70.1, hsp70.4). En contraste, transcritos del tercer
gen (Lm ADNc 7.5) de promastigotes de fase estacionaria (estado infectivo) exhibian
niveles incrementados de ARN comparados con promastigotes de fase logaritmica
(no infectivos) (Coulson y Smith, 1990). Ningun gen se indujo por calor. Basados en
estos estudios el genoma de L.(L.) major contiene al menos 4 secuencias diferentes
relacionados con hsp70, los cuales estan en 5 loci cromosomales separados.

MacFarlane y col,, 1990 identific6 un ADNc al rastrear una biblioteca de L.(L.)
donovani en Agt11 con el suero de un paciente con Leishmaniasis Visceral. El
antigeno expresado por el clon era reconocido por 50% de los sueros de pacientes
con Leishmaniasis Visceral, mas no por los sueros de pacientes con Leishmaniasis
Cutanea, ni Enfermedad de Chagas. El recombinante contenia un inserto de 600 pb

con homologia a HSP70. Posteriormente, se aislé un recombinante de una biblioteca

‘genomica y se completd la regidon codificante constituida por 653 aminoacidos.

La comparacién de secuencias reveld un 70% de similitud con la HSP70 humana
(Hunt y Morimoto, 1985), un 85% con la HSP70 de T. brucei (Glass y col., 1986) y
mas del 95% con la proteina de L.(L.) major (Lee y col., 1988). Lcs genes gue
codifican para esta hsp70 de L.(L.) donovani estan en un sélo cromosoma, repetidos
12 veces cubriendo un tdndem directo de 3,7 Kb. Sélo una banda de 3,5 Kb. fue
detectada en Northern blots de ARN de promastigotes de L.(V.) braziliensis, L.(L.)
mexicana, L.(L.) tropica, L.(L.) arabicay L.(L.) donovani hibridizados con la sonda del
ADNc de 600 pb. La porcién C-terminal de la HSP70 de L.(L.) donovani es antigénica.
Wallace y col. (1992) determinaron los epitopes involucrados utilizando péptidos
sintéticos. Asi se logré identificar al hexdmero EADDRA, como el epitope
inmunodominante de células B usando suero de un paciente con Leishmaniasis
Visceral.

El mismo enfoque fue seguido por Amorin y col. (1991) luego de rastrear una
biblioteca de ADNc de L.(V.) braziliensis con el suero de un paciente con
Leishmaniasis Mucocutdnea. Se aisl6 un ADNc que contenia un inserto de 2,5 Kb.
reconocido por sueros de pacientes con Leishmaniasis Mucocutdnea, mas no por
sueros de pacientes con Leishmaniasis Cutanea. El inserto al ser secuenciado
exhibia homologia con la HSC70 de L.(L.) donovani (Mc. Farlane y col., 1990) y a la
HSC70 humana (Dworniczak y Mirault, 1987). La porcién C-terminal del inserto fue
subclonada y expresada en vectores de expresién, Como describimos anteriormente,



también en este caso esta regi6n region fue reconocida por sueros de pacientes con
Leishmaniasis Mucocutanea més no asi por sueros de pacientes con Leishmaniasis
Cutanea.

Paralelamente, Levy-Yeyati (Tesis doctoral, 1992) aislé la porcién C-terminal de la
hsp70 de L.(V.) braziliensis de una biblioteca de ADNc en Agt11 usando una tactica
mixta; rastreo inmunolégico con anticuerpos inmuno-seleccionados contra el
recombinante RA1 (hsp70 de T. cruzi) y rastreo con una sonda radioactiva del inserto
del recombinante RA1. Trabajando con réplicas de filtros se identific6 un fago
recombinante (denominado Lbb1) que era positivo en ambos rastreos. Al
secuenciarlo demostré ser la hsp70 de L.(L.) braziliensis.

Searle y col., 1993 obtuvo anticuerpos especificos para la HSP70.1 de L.(L.) majory
estudié con ellos la localizacion de la proteina por inmunofluorescencia indirecta y
ensayos de marcaje con oro coloidal. Estos anticuerpos reconocian una molécula de
65 KDa localizada en la mitocondria, en todos los estadios del ciclo de vida del
parasito.

También en otros kinetoplastidos, tales como T. cruzi (Engman y col., 1989) y
Crithidia fasciculata (Effron y col., 1993), miembros de la familia HSP70 han sido

detectados en la mitocondria. El andlisis de la secuencia de aminoacidos del gen

"HSP70 mostraba una alta conservacion en aquellos aminoacidos implicados en la

unién del ATP y calmodulina. Este hallazgo sugiere que el gen de hsp70 de
Leishmania sp es una proteina que une ATP y que puede ser regulado por
calmodulina. El rol especifico de esta molécula en Leishmania sp es Incierto, pero
basados en la analogia con otras proteinas relacionadas a las HSP70 mitocondriales,
sugieren que esta proteina puede estar involucrada en el transporte de otras
proteinas hacia la mitocondria, por lo tanto funcionando como una chaperona
molecular.

En cambio, Searle y Smith, 1993b usando el mismo tipo de analisis determiné que la
proteina HSP70.4 esté localizada en el citoplasma del parasito.

Estudios sobre la localizacién cromosémica de hsp70 en L.(L.) major por CHEF u
OFAGE informan que los genes estdn en una banda cromosémica de 1.200 Kb
(Hanekamp & Langer, 1991). Otros autores detectaban una banda de 1,000 Kb en
L.(L.) major (Lee y col., 1988) 6 1.300 Kb (Giannini y col., 1990).



Bock y col., 1993 informé el hallazgo de los genes hsp70 de L.(L.) amazonensis a\
rastrear primero una biblioteca de ADNc en Agt10 y luego bibliotecas genémicas en
EMBL3 y pWE15 con una sonda del gen hsp70 de Drosophila melanogaster. El mapa
fisico construido en base a fragmentos sobrepuestos revelaron que 7 genes hsp70
estaban organizados en un locus de 24 Kb conteniendo repeticiones en tandem de
3,5 Kb (unidad repetitiva). Ademas, se hallaron césmidos cubriendo una region
cromosomica diferente indicando una octava secuencia hsp70 localizada en un sitio
distante. Los datos de Southern sugieren la existencia de genes hsp70 adicionales o
pseudogenes. La secuencia de la HSP70 de L.(L.) amazonensis tiene un 96% de
identidad aminoacidica con la de L.(L.) donovani (Mc.Farlane y col., 1990) y un 95%
con la de L.(L.) major (Lee y col., 1988). Tiene una homologia de 85% con la T.
brucei (Glass y col., 1986) y un 81% con la de T. cruzi (Requena y col., 1989),
mientras que con la HSC70 cognata humana un 72% y con la HSP70 inducible un
68% de homologia.

El tetrapéptido repetido GGMP, encontrado en las HSP70 de otros tripanosomatidos
estd ausente en la secuencia de L.(L.) amazonensis. A su vez, se identificaron
elementos regulatorios potenciales de choque térmico en la regién 5' no codificante,
junto con dos sitios diferentes de poliadenilacion distanciados por 100 bp.
Recientemente, Quijada y col. (1996) han aislado la hsp70 de L.(L.) infantum
mediante el rastreo de una biblioteca de ADNc con sueros de perros que presentaban
Leishmaniasis viscerocutanea. El clon aislado contenia los 20 ultimos aminoacidos C-

terminales. Posteriormente, se aislé un clon gendémico conteniendo la secuencia

‘completa de un gen hsp70. Se encontré que los genes hsp70 estaban organizados

como una serie de unidades repetitivas en tandem de 3,7 Kb. La proteina HSP70 en
L.(L.) infantum esta constituida por 653 aminoacidos y esta conservada cuando se la
compara con las proteinas homologas. Asi posee un 73% de identidad con fa HST7C
humana, un 85% con la HSP70 de T. cruzi y alcanzando un 98% con las HSP70 de
las varias especies de Leishmania analizadas. Es llamativo la presencia de 2
repeticiones GGMP en la regién C-terminal que son caracteristicos de las HSP70 de
los parasitos.

El analisis inmunolégico indica que en la infeccién por L.(L.) infantum los anticuerpos
anti-HSP70 generados estan dirigidos contra determinantes especificos de la HSP70

del parasito y no se inducirfan autoanticuerpos anti-HSP70 durante la infeccion.



Algunos autores han sugerido un rol para HSP70 en la virulencia y resistencia de
Leishmania (Smejkal y col., 1988). Estos autores describieron que L.(V.) guyanensis
en choque térmico cambiaba de morfologia (de promastigote a amastigote)
aumentando su infectividad, midiendo este efecto por el tamafio de la lesiéon en

hamsters.

1.1.7.3) Proteinas Ribosomales P

La subunidad mayor del ribosoma contiene una estructura con forma de dedo que
sobresale del cuerpo de la subunidad, conocida como pedunculo ribosomal. El
pedunculo ribosomal esta involucrado en la unién de los factores de traduccion,
dependientes de la hidrélisis del GTP, durante la sintesis de proteinas (Liljas, 1982) y
esta formado por proteinas pequefias con caracteristicas inusuales. Estan presentes
en copias multiples en el ribosoma y son acidas, en contraste con la mayoria de las
proteinas ribosomales, que son de copia Unica y basicas. Estas proteinas,
denominadas proteinas A (acidas) o proteinas P contienen un 20% de alaninas,
pocos residuos aromaticos, sélo 1 6 2 argininas, no poseen cisteinas y poseen una
carga negativa neta generada por la concentracion de acido glutamico (E) en su
extremo C-terminal.

Ya se informoé el aislamiento, caracterizacion y expresion de los genes de la proteina
ribosomal PO de L.(L.) infantum (Soto y col., 1993). Los 2 genes estarian unidos en
tandem y son idénticos en la regién codificante, pero difieren en su region

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

- La secuencia de aminodacidos presenta cierto grado de conservacion con las

proteinas ribosomales PO de organismos eucariotes y en particular con la de T. cruzi.
Por Northern se demostré la presencia de 2 clases de transcriptos.

Soto y col. (1993) también aislaron y caracterizaron las proteinas ribosnmales P2« v
P2p de L.(L.) infantum. Estos genes estaban organizados como 2 “clusters” génicos
independientes. Cada cluster contendria 2 genes unidos en tandem que codificarian
para proteinas idénticas.

Cada una de las proteinas codificadas por los clusters (llamados LiP' y LiP,
respectivamente) son divergentes en secuencia, mostrando los rasgos caracteristicos

de las proteinas P eucaridticas del grupo P2. A pesar de la conservacién de
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secuencia en la regién codificante de cada uno de los genes en el cluster, las
regiones no codificantes 5' y 3' son heterogéneas en secuencia.

El mismo grupo (Soto y col., 1995) informé el hallazgo que un alto porcentaje de
sueros de perros afectados por Leishmaniasis viscerocutanea contienen anticuerpos
que reaccionan con la proteina ribosomal PO de L.(L.) infantum (LiP0O) e identificaion
el mayor determinante antigénico, la secuencia AAKEEPEESDEDDFGMG adyacente
al extremo C-terminal de la proteina. También encontraron que anticuerpos anti-LiP0
no reaccionan con el determinante antigénico de las proteinas acidas LiP2, indicando
que la proteina LiP0O es un antigeno independiente en la forma canina de la infeccion.
Luego, Soto y col. (1995) informan sobre la presencia de anticuerpos contra las
proteinas acidas ribosomales P2a y P23 de L.(L.) infantum en el suero de perros
infectados con el pardsito. Mediante el uso de péptidos sintéticos localizaron el
epitope antigénico de estas proteinas en una regiéon adyacente al dominio C-terminal,
conservado entre las proteinas P de eucariotes, salvo en las PO de protozoarios. Los
anticuerpos anti-P producidos durante la infeccién por L.(L.) infantum no reconocen el
dominio C-terminal conservado de las proteinas P del parasito, en contraste con lo
informado para la Enfermedad de Chagas y el Lupus Eritematoso Sistémico.

El epitope antigénico de las proteinas LiP2a y LiP2B es casi idéntico:
(E/A)AKK(E/D)EPEEE(E/-)A. Ademas, no se encontr6 reactividad contra las proteinas
P de T. cruziy humanas en suero de perros infectados con L.(L.) infantum.

También, Skeiky y col. (1994) informaron el clonado y la caracterizacion del antigeno
ribosomal PO de L.(L.) chagasi (LcP0O) en un intento por identificar antigenos
Leishmania-especificos. La proteina es homéloga a las proteinas ribosomales PO de
T. cruzi (TcPO) y humana (HuPO). A diferencia de la mayoria de eucariotes
superiores, pero similar a TcP0, LcPO tiene una secuencia C-terminal similar a las
proteinas ribosomales &acidas de arquebacterias. Mediante el uso de péptidos
sintéticos se demostré que mientras en la infeccion por T. cruzi, los anticuerpos anti-
TcPO estan dirigidos contra el dominio C-terminal de TcPO, los sueros de pacientes
infectados por L.(L.) chagasi contienen anticuerpos reactivos contra epitopes que no
estan ubicados en la region C-terminal de LcP0. Los anticuerpos anti-LcPO en suero
de pacientes infectados por L.(L.) chagasi representan la primera desviacion de la

respuesta anti-P tipica.
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1.1.7.4) Glicoconjugado de superficie: Lipofosfoglicano (LPG)

El lipofosfoglicano (LPG) (Fig. 5) es el mayor glicoconjugado de los promastigotes y
esta localizado sobre toda su superficie, incluyendo el flagelo (King y col., 1987,
Pimenta y col., 1991). Cada célula contiene varios millones de moléculas de LPG
(Orlandi y Turco, 1987; McConville y col, 1990;1991). El LPG contiene cuatro
dominios: a) un ancla lipidico fosfatidilinositol, b) un nucleo de fosfosacaridos, c) una
regidon repetitiva de azucares fosforilados, d) una pequfia estructura oligosacaridica
terminal. Mientras que los dominios del nicleo glicano y de ancla lipidico se
conservan entre las especies, las unidades oligosacaridicas fosforiladas y la

estructura terminal presentan polimorfismo.
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Fig. 5 Estructura del LPG

La elongacién del LPG en los metaciclicos de L. (L.) major trae como consecuencia
un engrosamiento del glicocalix (Pimenta y col., 1991) y promoveria la supervivencia
del parasito en el hospedador (Sacks, 1989). Este engrosamiento controlaria la

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

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

.proteoliticas, retardando la digestion del alimento sanguineo y promoviendo la

supervivencia del parasito.

Davis y col., 1990 propusieron que durante la metaciclogénesis, en el LPG hay un
pronunciado decrecimiento en la abundancia relativa de las unidades repetitivas con
cadenas laterales de PGal o Galp1-3GalB- y un correspondiente incremento en
unidades repetitivas sin cadenas laterales o con cadenas laterales de Arapal-
2Galp1-. Esto explicaria la perdida relativa en la unién a la lectina PNA (Peanut
Aglutinin), por parte de los promastigotes metaciclicos, ya que la mayoria de los
residuos de galactosa terminal expresados sobre el LPG de prociclicos de la fase
logaritmica (PNA") se han perdido o se han cubierto con una arabinosa terminal.

Se ha demostrado que el LPG esta directamente involucrado en mediar la unién de
los promastigotes de L.(L.) major al intestino medio de P. papatasi (Pimenta y col.,
1992).

Estos hallazgos sugieren que moléculas semejantes a lectinas estarian asociadas al
intestino del vector (Wallbanks y col., 1986) y servirian como sitios de unién del
parasito, y para el caso de P. papatasi, tendrian especificidad por residuos terminales
de galactosa.

El LPG podria proteger los promastigotes contra la actividad hidrolitica dentro del
intestino del flebétomo (Schlein y col., 18990).

El LPG disminuiria la tasa de citélisis por parte del macréfago sobre el parasito,
sugiriendo que este glicoconjugado permitiria a Leishmania sobrevivir en presencia
de enzimas hidroliticas (Eilam y col., 1985). El LPG podria ser un quelante de
cationes divalentes, tales como el ién ferroso, previniendo la produccion, via reaccion
de Fenton, de radicales hidroxilos durante la activacion del macréfago (Homans y
col., 1992).

E| LPG estaria involucrado también en la supresion del “burst respiratorio” a traves de
la inhibicion de la actividad de la Proteina Kinasa C (McNeely y col., 1989). El LPG
podria proteger a los promastigotes por secuestro de los radicales libres generados

durante el burst respiratorio (Chan y col., 1989).



Fig. 6 Esquema de las principales moléculas de la membrana de Leishmania spp.

El LPG induciria una reaccién de hipersensibilidad retardada en ratones infectados
con L.(L.) major (Moll y col., 1989). Sin embargo, Mendoga y col. (1991) encontraron
que la estimulacion de la respuesta de células T de pacientes con Leishmaniasis
cutanea con el LPG de L.(V.) braziliensis era inducida por contaminantes proteicos
asociados al LPG.

Mientras que el LPG no parece ser capaz de inducir una respuesta de células T, el
glicoconjugado podria actuar como un adyuvante natural para las proteinas con las

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

1.1.8) La genética de Leishmania

1.1.8.1) La organizacién del ADN genémico

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

ADN de kinetoplasto (ADNk) y ADN extracromosémico.



1.1.8.1.1) ADN nuclear

El tamafio del genoma de Leishmania varia dependiendo de las especies. Los
valores varian de 4x10” pb para L.(L.) donovani (Leén y col., 1978) a 1x10° pb para
L.(V.) braziliensis (Villalba y Ramirez, 1982). Estos valores aproximados
representarian aproximadamente 0.116 pg ADN/célula.

En la literatura, se informa que la mayoria de los genes nucleares identificados en
Leishmania estan presentes en multiples copias unidas. Entre algunos ejemplos de
familias de genes repetidos tenemos la histona H2B (Genske y col., 1991), los genes
de tubulina (Spithill y Samaras, 1985), el miniexén (Landfear y col., 1986), ARNr
(Ledn y col., 1978), hsp83 (Shapira y Pinelli, 1989; Shapira y Pedraza, 1990) y
proteinas reconocidas por sueros tales como gp63 (Button y col, 1989), gp46
(Lohman y col., 1990) y la hsp70 (Lee y col., 1988).

Por otra parte, no se ha observado en los genes investigados la presencia de
intrones. Las regiones codificantes son usualmente mas ricas en contenido de GC
que las regiones no codificantes (Clayton, 1988).

Leishmania sp contiene aproximadamente entre 25-30 cromosomas (Comeau y col.,
1986; Giannini y col., 1986) que pueden ser visualizados por PFGE u otras variantes
de esta técnica. Se ha informado de la presencia de polimorfismo en el tamafio de los
cromosomas en Leishmania (Lighthall y Giannini, 1992). Se han construido
bibliotecas cromosoma-especifica para la elaboracién de mapas fisicos y genéticos
de los cromosomas de Leishmania, como por ejemplo cromosomas que presentan

gp63 y hsp70 (Ajioka y col., 1992).
1.1.8.1.2) ADN del kinetoplasto

Los miembros del orden Kinetoplastida se caracterizan por la posesién de grandes
cantidades de ADN mitocondrial que esta localizado en una estructura en forma de
disco llamada el kinetoplasto. El ADN del kinetoplasto consiste de miles de moléculas
de ADN circulares concatenadas en una malla plana, en la cual dos tipos de
moléculas circulares de ADN se distinguen: los maxicirculos y minicirculos. En la
malla del ADN del kinetoplasto, entre 20 a 50 maxicirculos estan presentes con

variaciones de tamafio entre las distintas especies de 20 a 39 Kb, junto con miles de



minicirculos, cuyo tamafio varia entre 0,5 a 2,8 Kb (Arts y Benne, 1996). En general,
los minicirculos de Leishmania miden alrededor de 0.7-0.9 Kb con un 72-73% de
bases A+T (Clayton, 1988). Todos los minicirculos de Leishmania spp. tienen una
region conservada de 13 pb.

El rasgo distintivo del ADNk es la heterogeneidad de secuencia de sus minicirculos.
Los minicirculos debido a su alto nimero de copias y heterogeneidad de secuencia,
son un buen blanco para disefiar métodos de diagnéstico de las Leishmania del
Nuevo Mundo (Barker y Butcher, 1983; Romero y col., 1987; Lopez y col., 1988; De
Bruijn y Barker, 1992) y en los complejos de las Leishmania del Viejo Mundo (Barker
y col., 1986; Barker, 1989; Smith y col., 1989).

1.1.8.1.3) ADN circular extracromosoémico
La presencia de ADN extracromosémico en Leishmania esta relacionado con

procesos de amplificacion génica, en los cuales una limitada porcién del genoma

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

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

parasito (Beverley, 1991).
1.1.9) Los antigenos de Leishmania y la respuesta inmune a la infeccion
1.1.9.1) La respuesta inmune a la infeccién y autoinmunidad

La infeccion del mamifero por los promastigotes resulta en el establecimiento de
amastigotes en las células fagociticas mononucleares. El éxito de una infeccion
parasitaria depende de la entrada y supervivencia del parasito en el tipo celular
apropiado, por lo general el macréfago (Alexander y Russell, 1992). El parasito habita
en la vacuola parasitéfora, en la cual estd expuesto a proteasas que pueden destruir
la integridad de la membrana y permitir que antigenos internos del parasito puedan
ser procésados y presentados por los macréfagos en la superficie celular (Kaye,
1987). Los estudios en Leishmaniasis murina determinaron que la naturaleza de la
respuesta de la células T determina la resolucién de la enfermedad (Cox y Liew,
1992: Liew y O'Donnell, 1993; Reed y Scoftt, 1993). Las células T CD4" serian las
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responsables de la resistencia o susceptibilidad luego de una infeccion por L.(L.)
major, mientras que las células CD8" podrian estar asociadas con el control de la
enfermedad. No obstante, la resistencia a la re-infeccién con L.(L.) major y L.(L.)
donovani parece estar asociado con células T CD4" y CD8" por igual. Los linfocitos
CD4" pueden ser divididos en 2 grupos basados en el patrén de las linfoquinas
producidas:

a) Las células Th1 se caracterizan por la producciéon de IL-2 e IFN-y responsables de
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH).

b) Las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13 que estan involucradas en la
produccién de anticuerpos por células B, asi también como en el cambio en |a clase
de anticuerpo (Romagnani, 1991).

La predominancia del desarrollo del subset Th1 conducira a la resistencia mientras
que el subset Th2 inducira susceptibilidad. La existencia de analogos humanos a Th1
y Th2 esta en discusion.

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

sobrevivir en el medio ambiente hostil del macréfago es porque el parasito induce al

‘macrofago a producir grandes cantidades del factor transformante de crecimiento

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

Por otro lado, se sabe que IL-12 producido por el macéfago permite la diferenciacion
de las células T CD4" en el subset Th1 y por consiguiente la resclucién dc la
enfermedad (Gazzinelli, 1996).

Otro factor importante es la constitucion genética del hospedador. Esta conduce o a
la multiplicacién limitada de los parasitos o a la proliferacion incontrolada de los
amastigotes (Bradley y Kirkley, 1972; Crocker y col., 1987).

Varias enfermedades causadas por parasitos, bacterias y virus estan asociados con
la induccién de autoanticuerpos. Este mecanismo involucra la imposibilidad de
discriminar entre lo propio y lo no propio conduciendo a la sintesis de anticuerpos
dirigidos contra componentes propios (autoanticuerpos). Los autoanticuerpos contra
antigenos nucleares, tales como ADN fueron observados en pacientes con
Leishmaniasis Cutanea y Visceral (Galvao-Castro y col., 1984; Bohme y col., 1986).
La induccién de autoanticuerpos en Leishmaniasis podia ser atribuida a la hiper-
gammaglobulinemia observada en pacientes con Leishmaniasis visceral, liberacién

de antigenos de Leishmania cuando estd rodeado de células hospedadoras o al



mimetismo molecular entre antigenos de Leishmania y ribonucleoproteinas (Argov y
col., 1989).

1.1.9.2) Vacunacion e Inmunoprofilaxis

Un enfoque para la induccién de proteccién es la inoculacién de parasitos totales
(atenuados, muertos o lisados) (Pessoa, 1941; Greenblatt, 1985). La Leishmaniasis
cutanea causada por L.(L.) major ha sido el blanco de la mayoria de los intentos de
vacunacion en humanos. Una vacuna de promastigotes vivos ha sido evaluada con
esta forma clinica de la enfermedad (Greenblatt, 1985; Greenblatt, 1988; Gunders,
1987). Aun cuando la vacuna confiri6 resistencia a la infeccién, un porcentaje
significativo de personas que lo recibié desarrollé lesiones cutaneas. Vacunas con
parasitos muertos estdn aun en estado experimental. Pruebas de vacunacién
preliminar contra LC con promastigotes muertos con fenol han dado resultados
contradictorios (Greenblatt, 1985; Pessoa, 1941).

Otro enfoque es el fraccionamiento subcelular de los parasitos con el fin de
identificar, aislar e inducir proteccién con antigenos purificados. Niveles de proteccion
completa o apreciable contra LC y LV se lograron en el modelo ratéon usando
antigenos definidos, como gp63 mezclado con adyuvantes, o incorporado en
liposomas (Russel y Alexander, 1988), o expresado en Salmonella typhimurium (Yang
y col., 1990), y otros glicoconjugados en conjuncion con adyuvantes (Champsi y
McMahon-Pratt, 1988; Handman y Mitchell, 1985; Jaffe y col., 1990; McConvillle y
col., 1987).

Mediante el uso de péptidos sintéticos correspondientes a la estructura primaria de la
gp63, se han caracterizado epitopes de células T de ratdn, que activan células Th1,
las cuales inducen inmunoproteccién contra LC (Jardim y col., 1990), o células ThZ2,
que incrementan la progresiéon de la enfermedad (Liew y col., 1990). Se estan

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

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

Mendoga y col., 1991; Mendoga y col., 1990; Reed y col., 1990). Por ejemplo, se ha
mostrado que gp63 desarrolla una fuerte respuesta proliferativa de células T (subset
CD4) y la produccion de IFN-y en pacientes con Leishmaniasis (Mendog2 y <ol | 1991;

Russo y col., 1991).



La gp63 recombinante producida en Escherichia coli, también estimula ceiulas T de
estos pacientes (Russo y col., 1991).

Ademas, la estimulacién de linfocitos T aislados de pacientes con Leishmaniasis fue
posible con proteinas asociadas al lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania sp

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

1.2.1) Epidemiologia

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana afecta a unos 12-16 millones
de personas en las areas endémicas de 21 paises Latinoamericanos, abarcando
desde Méjico a Argentina (entre los paralelos 42°N a 46°S). Se ha calculado que

habria un millén de casos nuevos de la enfermedad cronica y 45.000 muertes por afo,

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

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

1.2.2) Vias de infeccion y ciclo de vida

La picadura del vector (vinchuca) en las horas de suefio nocturno, constituye la
principal via de infeccion de Trypanosoma cruzi (Brener, 1973). Inmediatamente
después de succionar la sangre, el vector hematdéfago defeca liberando los parasitos
(tripomastigotes metaciclicos) en las heces contaminadas. El prurito causado por la
picadura lleva al individuo a facilitar el contacto de las heces contaminadas con la
herida, favoreciendo la infeccién. Las mucosas bucal y conjuntiva son otras vias
frecuentes de infeccion por T. cruzi (Romana, 1963). Los tripomastigotes metaciclicos
invaden células de varios tejidos, donde se diferencian a amastigotes, los cuales
sufren ciclos de division binaria (cada 12 horas). Una proporcién de los amastigotes se
diferencian a tripomastigotes, los cuales liberados por lisis de la célula huésped,
reingresan al torrente sanguineo. Los tripomastigotes sanguineos podran infectar otras
células y eventualmente podran ser ingeridos por el vector. Al llegar al intestino medio
del insecto, los tripomastigotes sanguineos se diferencian en epimastigotes (forma
replicativa) en el recto se diferencian a tripomastigotes metaciclicos, estadio infectivo
del parasito, completandose el ciclo (Garcia y Azambuja, 1991).

Se han descripto otras vias de infecciébn como la congénita (Schmuidiz y Szarfman,
1977; Diaz, 1979), y la accidental por contaminacion con heces de triatominos, con
parasitos en cultivo, o bien con sangre de animales inoculados en el laboratorio y por

transfusion sanguinea (Brener, 1990).
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1.2.3) Fases de la Enfermedad de Chagas

1.2.3.1) La fase aguda

El periodo agudo es en general asintomatico; se estima que mas del 90% de los
individuos infectados pasan a la fase crénica sin advertirlo (Rosenbaum, 1964). El
conjunto de signos clinicos que caracterizan la fase aguda comprende: fiebre,
parasitemia detectable, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, vomitos, diarrea y
especialmente, los signos de puerta de entrada, como el “ojo de Romafia". En un bajo
numero de casos (1-5%) se observa la aparicidon de una miocarditis, generalmente
reversible, caracterizada por taquicardia, cardiomegalia y disfuncién cardiaca, a veces
acompafiada por alteraciones electrocardiograficas (Laranja y col., 1956; Rosenbaum,
1964).

1.2.3.2) La fase crénica

La mayor parte de la poblacién crénicamente infectada no presentan evidencias
discernibles de la enfermedad; sélo un porcentaje de hasta el 30%, con grandes
diferencias regionales, desarrolla al cabo de 10, 20 o mas afios, sintomas y/o signos
de dafio visceral. Esto es lo que se denomina Enfermedad de Chagas Crénica, cuya

manifestacion clinica méas frecuente en la Argentina es una cardiopatia.

"Otras alteraciones clinicas de la Enfermedad de Chagas cronica son las formas

digestivas o megasindromes (Koberle, 1968) y las alteraciones del sistema nervioso
periférico (Sica y col., 1986; Losavio y col., 1989). La incidencia de las distintas
manifestaciones varia considerablemente con la regién geografica considerada
(Rezende, 1976).

Los hallazgos anatomo-patolégicos de las etapas aguda y crénica de la Enfermedad
de Chagas han sugerido que en la evolucién de la misma podria estar involucrada la
respuesta inmune del hospedador. El escaso nimero de parasitos y el tipo de células
halladas en los infiltrados de las lesiones cronicas, han llevado a proponer que la
patologia chagéasica crénica se desencadena como consecuencia de un proceso

autoinmune (Hudson, 1985).



Sin embargo, el origen del fendémeno autoinmune ha sido tema de debate. Por un lado,
se ha propuesto que los parasitos causan un desequilibrio en la regulacioén del sistema
inmune, promoviendo la expansion 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).

Otras evidencias adjudican el origen autoinmune del Chagas crénico al mimetismo
molecular (Damian, 1964), apoyado por evidencias de la existencia de determinantes
antigénicos compartidos por el pardsito y el hospedador (Sadigursky y col., 1982;
Acosta y col., 1983; Petry y col., 1988; Van Voorhis y Eisen, 1989; Szarfman y col,,
1982; Levin y col., 1989; Levitus y col., 1991; Kerner y col., 1991; Petry y Van Voorhis,
1991).

1.2.4) Trypanosoma cruzi

1.2.4.1) Ubicacion sistematica

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

sistematica es la siguiente (Hoare, 1972):

Reino: Protista

Phylum: Sarcomastigophora
Sub-phylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Sub-orden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Sub-género: Schizotrypanum

Especie: cruzi (Chagas, 1909)
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1.2.4.2) Caracteristicas del género Trypanosoma

El género Trypanosoma comprende parasitos digenéticos que presentan en su ciclo de

vida la forma tripomastigote. Incluye 2 grupos de organismos:

1.2.4.2.1) Grupo Salivaria

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

hospedador mamifero como tripomastigotes, completan su desarrollo en la glandula

-salival del vector y son transmitidos por inoculacién con secreciones salivales (ej. T.

brucer).

1.2.4.2.2) Grupo Estercoraria

Constituido por un conjunto de especies no patégenas (con excepcion de T. cruzi), que
se multiplican en el mamifero como amastigotes o epimastigotes, completan su
desarrollo en el intestino del vector y son transmitidos por contaminacioén con las heces
(Hoare, 1972).

1.2.5) Caracteristicas de Trypanosoma cruzi

1.2.5.1) Formas de desarrollo de T. cruzi

Trypanosoma cruzi presenta 3 estadios, distinguibles segun las caracteristicas del

flagelo y la posicion relativa del kinetoplasto respecto al nucleo celular (Brener, 1873).



1.2.5.1.1) Epimastigote

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 nucleo celular.

1.2.5.1.2) Tripomastigote

Es la forma flagelada no replicativa dentro de ambos hospedadores. El flagelo emerge
del extremo apical posterior y el kinetoplasto es posterior al nucleo 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.

Los tripomastigotes sanguineos pueden infectar macréfagos por un evento fagocitico

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

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

1.2.5.1.3) Amastigote

Es la forma no flagelada, de localizacion intracelular en vacuolas acidicas (Ulises de

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

El ciclo de vida de T. cruzi involucra el desarrollo en 2 tipos de hospedadores:
1.2.5.2.1) Hospedador vertebrado

Mas de cien especies de mamiferos, incluyendo el hombre, animales domeésticos y

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

Carnivora, Lagomorpha, Artiodactila, Chiroptera y Primata (Brener, 1979).
I - '



1.2.5.2.2) Hospedador invertebrado

Mas de 80 especies de insectos pertenecientes a la familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae. Los géneros Pastrongylus, Triatoma y Rhodnius son los mas frecuentes.
Dado que los triatominos suelen picar en el rostro, se los ha denominado "barberos”.
En Argentina, el vector principal es el Triatoma infestans, del idioma quechua surge su

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

1.2.6) Estrategias de evasion del parasito frente a la respuesta inmune del

hospedador

T. cruzi tiene un estadio extracelular virulento, los tripomastigotes, que son refractarios
a la lisis mediada por complemento (Nogueira y col., 1975). A diferencia de los
epimastigotes que son menos virulentos y activan la via alterna del complemento, los
tripomastigotes son resistentes al complemento (Joiner y col., 1986).

T. cruzi penetra el macréfago por un evento fagocitico (Zingales y col., 1985). La
entrada a otros tipos celulares se considera un evento activo dirigido por el parasito y
mediado por receptores (Schenkman et al., 1991). Ouaissi y Capron (1989), sugirieron
que la fibronectina actuaria como un puente para facilitar la union y entrada del
parasito a la célula hospedadora. Todos los estadios de T. cruzi son capaces de unir
fibronectina y su presencia en ensayos in vitro, aumenta la unién del parasito a las
células blanco, pero sélo los estadios virulentos logran entrar en células no fagociticas,
evidenciando que en la entrada interactian otros factores. En 1987, Andrews y col,
definieron inmunolégicamente el epitope denominado Ssp3, especifico de
tripomastigote, que estaria involucrado en la unién del parasito a la célula blanco.
Recientemente Schenckman y col. (1991), identificaron una trans-sialidasa de
superficie en tripomastigotes de T. cruzi, capaz de transferir acido sialico exégeno al
epitope Ssp3. Esta enzima especifica de estadio, se encuentra en la superficie del
parasito. El grupo postula que la actividad trans-sialidasa de esta enzima provee a
Ssp3 el grupo necesario para el reconocimiento de la célula blanco.

Ademas, en 1991 se describi6 una proteina que une heparina (llamada penetrina)
como la responsable de la unién y penetracién de T. cruzi a células de mamiferos

(Orttie'ga-Barrl'a y col., 1991).
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Dentro de la célula hospedadora, T. cruzi estd contenido en vacuolas acidas (Ulyses y
col., 1989). Después de 1 6 2 horas, los parasitos alterarian la membrana vacuolar
quedando libres en el citoplasma para su replicacién (Ley y col., 1890). Este evento
estd asociado con la liberacion de una proteina funcional en el pH bajo de los
fagolisosomas capaz de formar poros en la membrana vacuolar. Esta proteina (TC-
TOX) esta inmunolégicamente relacionada con el factor C9 del complemento humano
(Andrews y col., 1990). La reactividad inmunolégica cruzada entre el factor C9 y TC-
TOX, sugiere que las proteinas comparten determinantes antigénicos. Es cada vez
mas evidente que las proteinas capaces de formar poros en las membranas de células
eucariotas tienen dominios conservados (Lichtenheld y col., 1989; Stanley y col,
1987). Estos resultados refuerzan la hipotesis de la actividad formadora de canales de
TC-TOX.

1.2.7) Respuesta inmune del hospedador al parasito

Durante la fase aguda de la infeccién se encuentran parasitos en varios tejidos del
hospedador (Zingales y col., 1985). A pesar de observarse una masiva proliferacion de
células T y B, este estadio estd caracterizado en ratones por una severa
inmunosupresién (Minoprio y col., 1986) junto con la ausencia, durante las 2 primeras

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

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

ser responsables, al menos en parte, por la relativa falta de actividad inmunolégica. La
eliminacion de los parasitos por anticuerpos especificos que inducen su lisis y la
activacién de los macréfagos también estaria disminuida (Minoprio, 1991).

En el modelo experimental murino, se activan todos los tipos de linfocitos (CD4af3,
CD8aufl, CD8y5, DNTyd y células CD5 B); su numero y reactividad no serian
compatibles con una respuesta especifica contra el parasito (Minoprio y col., 1989). Se
observa una expansion clonal de células B que segregan anticuerpos con isotipos
especificos (IgG1 e 1gG2) (Minoprio, 1989).

Se ha reportado la presencia de anticuerpos especificos contra el parasito en la fase
aguda de la infeccion. Asi, en 1987 Ibafiez y col., identificaron un antigeno liberado
durante la fase aguda de la Enfermedad de Chagas; el antigeno denominado SAPA es

detectable durante un corto periodo de la infeccién y es reconocido por un 93% de los



37

sueros de pacientes en fase aguda (Affranchino y col., 1989). Se ha planteado la
posibilidad de que estas proteinas sean utilizadas por el parasito para evadir la accién
del sistema inmunolégico (Frasch, 1989).

La participacién de los linfocitos T en la inmunidad a T. cruzi ha sido estudiada en el
modelo experimental de ratéon. Su importancia ha quedado demostrada por la
susceptibilidad de los ratones atimicos (nude) y ratones depletados de células T a la
infeccion con T. cruzi (Tarleton, 1990). La respuesta inmunolégica protectora contra T.
cruzi claramente requiere de la accién combinada de todo el sistema inmunoldgico,
incluyendo los tipos celulares CD4" y CD8", células productoras de anticuerpos vy
actividad NK (Tarleton, 1990) donde la alteracion de cualquiera de estos componentes
volveria a los ratones incapaces de controlar la fase aguda de la infeccién.
Inmunizaciones con fracciones subcelulares, parasitos fijados o aun con antigenos

parcialmente purificados (Segura y col., 1977) sélo producian inmunidad parcial.

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

La infeccién activa con T. cruzi origina 2 clases de anticuerpos con actividades
funcionales diferentes (Krettli y Brener, 1982). En primer lugar estan aquellos
anticuerpos capaces de proteger al hospedador. Son anticuerpos que se unen a
parésitos vivos y los lisan en conjuncién con el sistema del complemento, son los
anticuerpos liticos. La segunda clase son los anticuerpos involucrados en la serologia
convencional y utilizados para tests diagnésticos de la Enfermedad de Chagas. Estos
anticuerpos no son protectores, ni capaces de unirse a parasitos vivos determinados
por fijacién de complemento o inmunofluorescencia sobre tripomastigotes vivos, son

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

i981). La actividad de los anticuerpos liticos declina mas rapidamente que la de los

anticuerpos responsables de la serologia convencional detectados sobre parasitos
fijados o aglutinacion en latex (Krettli y col., 1982; Brener y col., 1990).

También ratones parasitoldgicamente curados por quimioterapia permanecen
serolégicamente positivos. En estos casos se demostr6 la existencia de antigenos
parasitarios sobre células dendriticas (Andrade y col., 1990). Este mecanismo de
"memoria inmunolégica" podria ser la explicacion de la serologia positiva en los
paclentes tratados (Andrade, 1991).



Es conocido para muchos parasitos intracelulares que la resistencia a la lisis mediada
por complemento esta regulada segtn el estadio de desarrollo del parasito (Franke y
col., 1985; Budzco y col., 1975; Nogueira y col., 1975). Los tripomastigotes sanguineos
de T. cruzi son resistentes a la lisis mediada por complemento en ausencia de
anticuerpos especificos de dicho estadio (Krettli y Brener, 1982); esto significaria que
la lisis ocurre por la via clasica del complemento (Reid, 1986). Sin embargo, se
demostré que los anticuerpos liticos destruyen al parasito principalmente a través de la

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

1.2.8) Antigenos de Trypanosoma cruzi

El desarrollo de las técnicas de ADN recombinante y de anticuerpos monoclonales
permitio la identificacion y caracterizacion de un gran numero de antigenos de T. cruzi.
Se han descripto en la literatura proteinas relacionadas con la interaccién parasito-
hospedador (Zingales y Colli, 1985; Alves y col., 1986; Ouassi y col., 1986; Boschetti y
col., 1987; De Arruda y col., 1989) y/o con capacidad de conferir proteccion frente a la
infeccion (Snary, 1983; Scott y col.,, 1985; Yoshida y col., 1989; Ruiz y col., 1990,
Ouassi y col, 1990). Otros antigenos estarian involucrados en la induccion de
anticuerpos liticos (Mortara y col., 1988; Norris y col., 1989).

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

"la Salud revelaron la potencialidad diagnéstica de antigenos purificados y proteinas

recombinantes de T. cruzi obtenidos en diferentes laboratorios (Ibafiez y col., 1988;
Levin y col., 1989; Lafaille y col., 1989; Hoft y col., 1989; Paranhos y col., 1990; Cotrim
y col., 1990; Zingales y col., 1990; Moncayo y Luquetti, 1990).

Se identificaron antigenos reconocidos por sueros de pacientes chagasicos con
compromiso cardiaco (Levin y col, 1989) o en las etapas mas tempranas de la
infeccion (Affranchino y col., 1989; Reyes y col., 1990). Estos podrian ser empleados
en el pronéstico y diagnostico diferencial.

En nuestro laboratorio, utilizando una biblioteca de expresién en Agt11, se han podido
aislar dos tipos de antigenos recombinantes de T. cruzi:

a) antigenos capaces de reaccionar frente a sueros de pacientes con infeccién por T.

cruzi, como JL7 y JL8 (Levin y col., 1989)
A .
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b) antigenos que reaccionan con sueros de pacientes con miocardiopatia chagéasica
cronica (MCC), como JL5 y JL9 (Levin y col., 1989).

"1.2.8.1) Antigeno JL7

El antigeno recombinante JL7 codifica una secuencia repetitiva de 68 aminoacidos,
similar a la presente en el antigeno 1 (Ibafiez y col., 1988), al antigenc FRA (Lalaiiie 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 kDa (Lafaille y col., 1989)
asociada al citoesqueleto e involucrada en la unién del flagelo al cuerpo celular del
parasito (Cotrim y col., 1990).

La capacidad diagnéstica del antigeno JL7 fue evaluada mediante dos estudios
multicéntricos usando un ensayo inmunodiagnéstico de placa de lisis (Moncayo y
Luquetti, 1990; Levin y col., 1991). En ambos, JL7 obtuvo valores de indice Kappa
mayores que 0.8, demostrando ser un excelente reactivo diagnéstico (Levin y col.,
1991).

1.2.8.2) Antigeno JL5

El clon recombinante JL5 fue aislado en nuestro laboratorio por rastreo inmunoldgico
de una biblioteca de ADNc de T. cruzi (estadio epimastigote) en Agt11 con el suero de
un paciente chagasico con cardiopatia severa (Levin y col., 1989). Varias evidencias
experimentales sugirieron que este antigeno, de 35 aminoacidos, codificaba para una
proteina ribosomal P del parasito (Levin y col., 1989).

Con respecto a la antigenicidad de JL5, éste era reconocido predominantemente por
sueros de pacientes chagasicos crénicos con cardiopatia severa, mientras que los
sueros de individuos seropositivos sin compromiso cardiaco mostraban una reactividad
baja o nula. Esta reaccion también era negativa para los sueros de pacientes
chagésicos agudos, con Leishmaniasis, con cardiomiopatia no-chagésica y para los

sueros de individuos sanos (Levin y col., 1989).
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1.2.8.3) Glicoproteinas mayores de superficie

Existen dos grupos mayoritarios de glicoproteinas de superficie, uno en el rango de los
70-75 kDa y el otro en el rango de los 80-90 kDa. Varios grupos han estudiado sus
propiedades y funciones y existen aun discrepancias en los datos debidas sobre todo a
las diferencias en las técnicas y cepas empleadas.

Snary y Hudson (1980) describieron una glicoproteina de 90 kDa presente en todos los
estadios del parasito. Esta proteina también fue identificada por Zingales y col. (1982)

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

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

expresada por estadios especificos del hospedador mamifero que corresponderia a la
gp85.

Utilizando anticuerpos monoclonales contra epimastigotes, Snary y col. (1981)
identificaron una gp72 especifica de epimastigotes. Por su parte, Nogueira y col.,
(1981, 1982) describieron la existencia de una gp75 presente en los estadios del
insecto de T. cruzi. Algunas de estas glicoproteinas cumplirian funciones importantes
en los mecanismos de escape y la internalizacion celular: la gp90 estaria involucrada
en el mecanismo antifagocitico de los tripomastigotes y relacionada con la actividad
neuraminidasa asociada al mecanismo de entrada a la célula (Nogueira y col., 1986).
La gp85 (Zingales y col,, 1982) se encuentra involucrada en la internalizacién del
parasito en la célula hospedera. La ausencia de esta glicoproteina en tripomastigotes
tratados con tunicamicina, inhibidor de la glicosilacion, se correlaciona con la perdida
de infectividad in vitro (Zingales y col., 1985). Ademas, anticuerpos contra esta
proteina inhiben in vitro la infeccién a fibroblastos. Una gp85 seria también el receptor
de fibronectina del parasito. Ouaissi y col., 1988 comprobaron que la fibronectina
celular es capaz de modular la adhesion del parasito a las células del hospedador. Las
proteinas de superficie de 7. cruzi que actuarian como receptores de fibronectina
fueron aisladas por cromatografia de afinidad y los anticuerpos contra estas proteinas
reconocieron un polipéptido de 85 kDa (Ouaissi, 1988). Péptidos con la secuencia de
la fibronectina RGD (Arg-Gly-Asp) reconocida especificamente por el receptor de
fibronectina, fueron capaces de inhibir in vifro la entrada del parasito. Ratones

inmunizados con estos péptidos fueron protegidos de una dosis letal de



41

tripomastigotes demostrando que la inhibicién de la adhesién del parasito a la célula
tendria utilidad en inmunoprofilaxis (Ouaisssi y col., 1986).

Mendoga-Previato y col., 1983, caracterizé una glicoproteina de 25 kDa a partir de
extractos de epimastigotes de T. cruzi, encontrandola asociada a la membrana del
parasito. La gp25 presenta interés diagnéstico y se ha determinado que reacciona con
el 95% de los sueros humanos infectados por T. cruzi (Scharfstein y col., 1983).
Estudios posteriores, identificaron esta proteina como una cistein-proteinasa de T. cruzi
y encontraron una fuerte respuesta humoral en pacientes chagasicos cronicos
(Cazzulo y col., 1991).

1.2.8.4) Antigenos involucrados en la inmunoproteccién

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

infeccion chagasica y que T. cruzi no experimenta variacién antigénica como otros

tripanosomatidos, se han encarado diversas formas de vacunacién, utilizando tanto

parasitos muertos o atenuados, homogenatos, glicoproteinas de superficie y fracciones
subcelulares (Snary, 1983). En consecuencia, se han tratado de identificar antigenos
involucrados en la proteccion tanto aquellos que median la lisis del parasito como
aquellos capaces de generar anticuerpos neutralizantes. Asi por ejemplo, la
inmunizacién con la glicoproteina de superficie gp90 de epimastigotes (Snary y
Hudson, 1979) protegi6 a ratones de la infeccién letal aguda (Scott y Snary, 1985).
Segun Krettli y Brener (1982), los anticuerpos liticos s6lo se producen durante
infecciones activas. Se demostré que los sueros de pacientes cronicos con actividad
litica reaccionaron con una proteina de 160 kDa especifica de tripomastigotes contra la
que no se detectaron anticuerpos en sueros de pacientes chagasicos curados por
quimioterapia (Martins y col.,, 1985). Norris y col. (1989) lograron purificar esta
glicoproteina por inmunoafinidad a partir de tripomastigotes metaciclicos utilizando un
anticuerpo  monoclonal y verificaron que su inoculacién producia en conejos
anticuerpos capaces de lisar al parasito en presencia de complemento.

Yoshida (1986) inmunizé ratones con tripomastigotes metaciclicos muertos por
tratamiento con Merthiolate y logré protegerlos contra la infeccién letal aguda. Los
sueros de los ratones inmunizados produjeron in vitro la lisis mediada por complemento

de fripomastigotes. Esto$ sueros y 168 de ratones infectados crénicos, capaces de



transferir resistencia y alta actividad litica, inmunoprecipitaron proteinas de superficie
de tripomastigotes metaciclicos de 77, 80 y 88 kDa Un anticuerpo monoclonal, IG7,

que disminuyé la infectividad de metaciclicos en ratones, identificé una proteina de

_superficie especifica de tripomastigotes metaciclicos de 90 kDa. Otro anticuerpo

monoclonal que también produjo un efecto neutralizante en la infectividad de
tripomastigotes metaciclicos esta dirigido hacia glicolipidos de superficie de 35 y 50
kDa (Yoshida y col., 1989).

1.2.8.5) Antigenos involucrados en la inmunopatogénesis

Los conejos inmunizados con fracciones subcelulares de T. cruzi mostraron en el
examen histopatolégico, focos de miocarditis con infiltrado linfocitario (Texeira y col.,
1975). El proceso inflamatorio fue mas intenso en los animales inoculados con una
fraccion enriquecida en ribosomas, polirribosomas, microfilamentos y lisosomas
pequefios (Texeira y col.,, 1975; Texeira y Santos Buch, 1974). Los linfocitos de
conejos inmunizados con la fraccién compuesta de ntcleos y membranas plasmaticas
y la compuesta de lisosomas y fragmentos de mitocondrias y reticulo endoplasmico
(Texeira y Santos Buch, 1974) lisaron fibras musculares infectadas y no infectadas
(Santos Buch y Texeira, 1974).

Experiencias realizadas en ratones por Ruiz y col., (1985) mostraron que la mayoria de
los ratones inmunizados con la fraccion microsomal (analoga a la fraccién ribosomal)
desarrollaron miocarditis inflamatoria mientras que los inmunizados con la fraccion
citosélica mostraron predominantemente alteraciones en el Electrocardiograma (ECG).
Esto indicaria que los mecanismos involucrados en la generacion de la miocarditis y la
destruccion del sistema de conduccién del impulso eléctrico son diferentes dado que
son provocados por inmunizaciones con fracciones antigénicas distintas (Ruiz y col.,
1985). De la misma manera, Lépez Bergami (tesis de Licenciatura, 1995) al inmunizar
ratones con la porcién C-terminal de la proteina P23 de T. cruzi, obtuvo alteraciones en
el ECG y una reaccion autoinmune contra proteinas de corazén de mamifero.

De Titto (1982 y 1985) midi6 la respuesta inmune humoral y celular de pacientes
chagasicos contra estas fracciones del parasito. Comprob6 que el titulo de anticuerpos

contra la fracciéon microsomal y la respuesta linfoproliferativa hacia la fraccién citosélica
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son mayores en pacientes con enfermedad cardiaca de Chagas, sugiriendo una

asociacion entre la respuesta inmune contra estas fracciones y la patologia cardiaca.
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1.3) La infeccion mixta Leishmaniasis Mucocutanea/Enfermedad de Chagas

El conocimiento de la existencia de Leishmaniasis en la Argentina se remonta a
informes del ano 1916 (Segura y col. VI Congreso Argentino de Microbiologia, Buenos
Aires, 1995), aunque todavia hoy la prevalencia e incidencia de esta enfermedad no
son conocidas. Sin embargo, la aparicion de mas de 500 casos en la provincia de Salta
a partir de 1985, determind un aumento del interés en esta infeccion parasitaria.

Los estudios realizados hasta el momento demuestran que la especie Leishmania
(Viannia) braziliensis es la predominante en la Argentina (Salomén y col. Xl Reunion
Anual Sociedad Argentina de Protozoologia, Buenos Aires, 1992) y ésta seria la
causante de la aparicion de lesiones mucocutaneas (WHO, Technical report, 1984).
Las zonas geograficas donde se han registrado casos de Leishmaniasis (Salta, Chaco
y Tucuman) se superponen con areas endémicas para la Enfermedad de Chagas.
Debido a esta superposicion es factible la existencia de pacientes infectados por L.(V))
braziliensis y T. cruzi simultdneamente. Varios autores han sugerido la presencia de
pacientes con infeccion mixta. En estos casos, la infeccion por Leishmania sp fue
diagnosticada por la deteccion directa del parasito en las lesiones, en cambio la
infeccion por T. cruzi s6lo ha sido sugerida por la reactividad positiva frente a
antigenos complejos de T. cruzi y a la presencia de alteraciones cardiacas tipicas
{Chiller y col., 1990, Levy-Yeyati y col., 1991).

Las reacciones serolégicas convencionales (HAI, AD, IFl, ELISA) empleadas para el
diagnédstico de la enfermedad de Chagas utilizan como antigeno el parasito entero o
fracciones subcelulares de los mismos, lo que provoca errores diagnosticos debido a ia
existencia de antigenos de reactividad cruzada. El uso de antigenos purificados y
especificos aparece entonces como la unica alternativa para un diagnéstico seguro y
confiable.

La terapia utilizada mas frecuentemente para el tratamiento de Leishmaniasis, es una
quimioterapia basada en compuestos derivados de Sb® (Glucantime® o Pentostam®),
que debido a sus efectos colaterales (artralgias, mialgias, dafio hepatico, renal y
cardiaco) podria ser fatal para enfermos chagasicos con compromiso cardiaco.

Por lo tanto, resulta indispensable perfeccionar al maximo el diagnostico de estas

infecciones en regiones donde la infeccidon mixta es probable.



En nuestro laboratorio, Levy-Yeyati y col., 1991 habia descripto que la hsp70 de T.
cruziy L.(V.) braziliensis eran antigenos inmunodominantes en la infeccion mixta L.(V.)

braziliensis/T. cruzi.
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2) OBJETIVOS

Las evidencias presentadas en esta introduccion indican que en Peru co-existen tres
endemias causadas por kinetoplastidos. Una de ellas es la Leishmaniasis Cutanea
Andina LCA causada por Leishmania (Viannia) peruviana; la segunda, debida a
Leishmania (Viannia) braziliensis, la cual causa diferentes formas clinicas de
Leishmaniasis (LCS y LMC). La tercera es la Enfermedad de Chagas (ECh), con
prevalencia en el sur peruano. En Bolivia se dan estas dos ultimas. Actuaimente, el
diagnéstico de los sintomas clinicos de cada infeccién recibe confirmacién serolégica
con ensayos cuyas bases antigénicas son extractos del parasito correspondiente. Sin
embargo, y pese a que este tipo de reactivo diagnéstico confiere maxima sensibilidad,
es un ensayo de escasa especificidad. Este problema del diagnéstico serolégico ha
sido solucionado para la Ech con la introduccién de las técnicas de ADN recombinante.
En efecto, estas técnicas permitieron el clonado molecular de antigenos de
Trypanosoma cruzi reconocidos por una gran mayoria de pacientes chagasicos, que se
han convertido en excelentes reactivos diagndsticos, de maxima sensibilidad y
especificidad.

Este tipo de reactivo diagnéstico falta para la infeccion por L.(V.) braziliensis y L.(V.)
peruviana. La existencia de tales reactivos (antigenos recombinantes) permitiria
confirmar rapidamente el diagnéstico clinico de la enfermedad y de esta forma iniciar
un agresivo régimen quimioterapéutico para favorecer una resoluciéon temprana de la
misma.

A partir de estas observaciones, los objetivos de esta tesis son los siguientes:

a) Caracterizar la respuesta humoral de los pacientes peruanos con Leishmaniasis
Cutanea Andina (LCA), Leishmaniasis Cutanea Selvatica (LCS) y Leishmaniasis
Mucocutdnea (LMC), de pacientes bolivianos con la infeccion mixta L.(V.)
braziliensis/T. cruzi (IM) y pacientes argentinos con la Enfermedad de Chagas
(ECh).

b) Una vez analizado el perfil de antigenos reconocido por los sueros peruanos, clonar
y caracterizar antigenos de Leishmania sp. En particular antigenos de L.(V.)

peruviana sobre los que no existe mayor informacion.
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c) Probar la capacidad diagnostica de los diferentes antigenos surgidos del trabajo
sobre el objetivo b).

d) Formular, de ser posible un ensayo simple que permita el diagnéstico serolégico de
las infecciones mencionadas arriba con maxima sensibilidad y especificidad.

e) Analizar con el maximo detalle los casos de la infeccion mixta L.(V.) braziliensis/T.

cruzi que son los que plantean mayores dificultades diagnésticas.



2 o
=
= 2
= 7 g
< >
>



3.1) Bacterias y fagos

El vector de expresion Agt11 y la cepa hospedadora E. coli RY1090 (Young y Davies,
1983) se obtuvieron de Amersham. El fenotipo de la cepa RY1090 es: rk Lac” Lon
(genotipo relevante: hsd R, sup F, Alac, Alon, pMC9). El vector de expresion pGEX1AT
se obtuvo de Pharmacia y las células hospedadoras DH5aF' y JM109 fueron de
Stratagene. El vector M13mp18/EcoRI/BAP se obtuvo de Amersham. El plasmido
pGEM3zf(+) fue obtenido de Promega.

DH5aF": F/EndA1 hsdR17 (rK” mK') supE44 thi1 recA1 gyrA (Nal’) relA1 A(lacZYA
argF)U169 (v80dlacA(lacZ)M15).

JM109: 14 (McrA’) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rK” mK") supE44 relA1 A(lac-

" proAB) [F' traD36 proAB lacl® ZAM15].

El medio Luria-Bertani (LB) fue el cultivo liquido bacteriolégico usado con todas las

bacterias. LB es preparado con 10g de Bacto-triptona (DIFCO), 5g de extracto de

agregando 06% y 1.5% de agar (DIFCO) para el medio blando y duro,
respectivamente. Las bacterias fueron mantenidas a 4°C en “stabs” de agar LB y
fueron rastrillados sobre placas de agar LB e incubados a 37°C por toda la noche. Las
células DH5aF' conteniendo el plasmido pGEX1AT fueron rastrillados sobre placas de
agar LB conteniendo 100 pg/ml de ampicilina. Para mantenimiento por largos periodos
de tiempo, las bacterias fueron criopreservadas a -70°C en medio LB suplementado

con 30% de glicerol estéril.



49

3.2) Sueros y anticuerpos

3.2.1) Sueros de pacientes con Leishmaniasis, Enfermedad de Chagas y otras

enfermedades:

Los sueros de individuos infectados por L.(V.) braziliensis con Leishmaniasis cutanea
selvética (LCS, N=12) y Leishmaniasis mucocutdnea (LMC, N=45) fueron colectados
en el Instituto de Medicina Tropical “Alexander von Humboldt", Lima, Peri y en el
Instituto Boliviano de Biologia de Altura (IBBA), La Paz, Bolivia. Los sueros de
pacientes infectados con L.(V.) peruviana que padecian Leishmaniasis cutanea andina
(LCA, N=23) fueron colectados en el Instituto de Medicina Tropical “Alexander von
Humboldt", Lima, Perd. En todos los casos, la infeccién por Leishmania sp. fue
determinada por signos clinicos, cultivo de parasitos e inoculacion en hamsters
(Grimaldi Jr. y Tesh R.B., 1993).

Los sueros correspondientes a la infeccion mixta L.(V.) braziliensis/ T.cruzi (N=6)

fueron obtenidos de individuos bolivianos que presentaban lesiones en la mucosa

facial caracteristicas de la Leishmaniasis mucocutanea, conjuntamente con signos y/o
sintomas de cardiopatia chagasica crénica. Estos pacientes fueron evaluados en el
Instituto Boliviano de Biologia de la Altura (IBBA).

Los sueros de pacientes infectados con T. cruzi (N=45) fueron proporcionados por el
Servicio de Cardiologia del Hospital “Ramos Mejia", Buenos Aires, Argentina. La
evaluacidn clinica y electrocardiogréfica de estos pacientes revelaba claros signos de
cardiopatia chagasica cronica. En estos pacientes, la infeccion por T. cruzi fue
determinada por hemoaglutinacion pasiva, fijacion de complemento e
inmunofluorescencia indirecta (Camargo y col., 1986).

Los sueros de pacientes con enfermedades no relacionadas, tales como Malaria
(N=10), Toxoplasmosis (N=5), Tuberculosis (N=5), Lepra lepromatosa (N=10) fueron
proporcionados por el Instituto de Medicina Tropical “Alexander von Humboldt’, Lima,

Perd.
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3.2.2) Anticuerpos monoclonales:

Para determinar la identidad de U4 como la hsp70 de L.(V.) peruviana se utilizo el
anticuerpo monoclonal D4F18 que reconoce un epitope altamente conservado en las

hsp70 de todas las especies ensayadas hasta el momento (Blisnick y col., 1988).

3.3) Parasitos

La cepa de L.(V.) peruviana usada para la construccién de la biblioteca de ADNc y
otros estudios fue una cepa de referencia del banco de la Organizacién Mundial de la
Salud codificado como MHOM/PE/84/LC26. Esta cepa fue inicialmente caracterizada
mediante isoenzimas, hibridizacion de ADN de kinetoplasto y anticuerpos
monoclonales como perteneciente al complejo L. braziliensis (Romero y col.,1987).
Posteriormente, Arana y col. (1990) mediante estudios de isoenzimas identificaron a
este parasito como L.(V.) peruviana. La construccién de la biblioteca de ADNc fue
realizada con un clon de este aislado obtenido por dilucion limitante. Para el
aislamiento de ADN y proteinas de L.(V.) braziliensis se us6 una cepa de referencia del
banco de la Organizaciéon Mundial de la Salud codificado como MHOM/PE/84/LC53.
Para la obtencion del extracto proteico de T. cruzi se usé la cepa RA.

Los cultivos de Leishmania fueron mantenidos en frascos autoclavables y repicados en
una cabina de clase Il, como estd establecido por las regulaciones GMAG. Los
parasitos fueron cultivados en medio bifasico, cuya fase sélida era agar base sangre
(Agar base sangre, DIFCO) suplementado con 15% de sangre defibrinada de conejo
(Walton y col.,, 1977). La fase liquida era 0.9% NaCl. Otro medio usado para el
crecimiento de Leishmania sp. fue el medio Schneider (DIFCO) suplementado con 15%

Suero Fetal de Ternera (GIBCO). Los cultivos fueron mantenidos a 25°C y repicados

continuamente. La contaminacion bacteriana fue evitada con penicilina a una

concentracion final de 5.000 U/ml (Palomino y col.,1983).
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3.4) Métodos generales de analisis y purificacion de acidos nucleicos

3.4.1) Aislamiento de acidos nucleicos de Leishmania
3.4.1.1) Extraccion de ADN genémico:

Los parasitos (5x10%) fueron crecidos y pasados a través de una jeringa conteniendo
lana de vidrio siliconizada para retener el agar del medio y fueron centrifugados.
Inmediatamente, se lavaron con PBS (150 mM NaCl, 16 mM Na,HPO,, 4 mM NaH,PO,
pH 7.5) y resuspendieron en 10 ml de PBS. Luego, se afiadié6 10 ml buffer de lisis A
(10 mM Tris-HCI, pH:7.5; 10 mM EDTA; 10 mM NacCl; 1% SDS) y se incubd por 15
minutos a 37°C. Se agregd Proteinasa K a una concentracién final de 50 pug/ml e
incubé a 50°C por 3 horas o por toda la noche. Se dializé contra buffer TE (10 mM Tris-
HCI pH:8;, 1 mM EDTA). Se extrajo una vez con fenol equilibrado, una vez con

cloroformo y se precipité con etanol absoluto.
3.4.1.2) Extraccion de ARN total:

A un pellet de aproximadamente 10’ parasitos se le adicion6 1 ml de solucién
denaturante (4M isotiocianato de guanidinio; 25mM citrato de sodio pH:7; 0.1M -
mercaptoetanol; 0.5% lauril sarcosine). El lisado se pasé a través de una pipeta
Pasteur por 7-10 veces y el homogenato se transfiri6 a un tubo de polipropileno de 5
ml. Luego, se adicioné 0.1 ml de 2M acetato de sodio y se mezcld por inversién. Se
agrego 1 ml de fenol equilibrado y se mezclé bien. Se agreg6 0.2 ml de cloroformo, se
mezcld e incubdé por 15 minutos a 4°C. Se procedié a centrifugar por 20 minutos a
9.000 rpm a 4°C en un rotor SS-34. Se tomé el sobrenadante y se agregé 1 volumen
de isopropanol y se colocaron las muestras a -20°C. Se centrifugé 10 minutos a
10.000xg a 4°C y se disolvio el ARN en 0.3 ml de solucién desnaturalizante y se
transfirié a un tubo Eppendorf. El ARN se precipité con 0.3 ml isopropanol y se incub6
30 minutos a -20°C. Se volvié a centrifugar por 10 minutos a 10.000xg a 4°C y se
resuspendio el pellet de ARN en 75% de etanol y se mezcl6 en un vortex por 15

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugé 5 minutos a 10.000 Xg, se



-seco el pellet de ARN y se disolvié en 0.2 ml de agua tratada con dietilpirocarbonato

(DEPC).
3.4.1.3) Cuantificacion del ADN y ARN:

La concentracion de &cidos nucleicos fue medida usando un espectrofotémetro
Beckman. Para el caso de ADN se asume que 1 DOjs equivale a 50 pg/ml de ADN,

mientras que para el ARN 1 DOy, equivale a 40 pg/ml de ARN.

3.4.2) Digestién de ADN genémico y ADN plasmidico con endonucleasas de

restriccion:

Las enzimas de restriccion y su buffer apropiado fueron obtenidas de GIBCO BRL o
New England Biolabs y fueron usados como lo recomiendan sus fabricantes. En el
caso de ADN gendmico, 'Ias restricciones fueron llevadas a cabo usando 10U de
enzima/ng de ADN en un volumen total de 50 pl a la temperatura de incubacién
apropiada por 1 hora. Posteriormente, 10U adicionales de enzima fueron aplicados a la
mezcla de reaccién y la incubacién se continué por 2 horas mas. La digestién de
plasmidos se llevé a cabo usando 1U/pg de ADN en un volumen de 10 pl a 37°C por 1

hora.
3.4.3) Electroforesis en geles de agarosa:

Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en geles de agarosa. El
porcentaje de agarosa usado fue variable oscilando en el rango de 0.4-1%,
dependiendo del tamafio de los fragmentos a resolver. Los geles se prepararon y la
electroforesis se realizé en buffer TAE (0.04M tris-acetato/ 1mM EDTA, pH:8). Las
muestras fueron mezcladas en proporcién 1:5 con el buffer de siembra 6X (30%
glicerol en agua/ 0.25% azul de bromofenol/ 0.25% de xileno cianol FF). La
electroforesis se llevd a cabo en un aparato de electroforesis horizontal de BRL
(Horizon) a voltajes cuyo rango oscilaba entre 20 y 100 V (voltaje constante) y por
tiempos que variaban entre 1 y 18 horas dependiendo del tamafio del gel, del voltaje

usado y la resolucién requerida.
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El ADN fue coloreado usando una soluciéon de 1 pg/ml de bromuro de etidio en buffer
TAE una vez terminada la electroforesis. Los acidos nucleicos fueron visualizados en
un trans-iluminador de luz UV de onda corta y fotografiado usando una camara
Polaroid con film tipo 665 o en un Baby Imager (Appligene).

La determinacién del tamafio de los fragmentos de ADN se llevo a cabo mediante
electroforesis en gel de agarosa usando marcadores de peso molecular apropiados.
Los marcadores de peso molecular usados en este estudio fueron ®x-174/Hae IlI
(BRL), 1 Kb ladder (Gibco BRL) y A/Hind Il (Promega). Los tamafios de los fragmentos

" de estos marcadores son:

dx-174/Hae Il (pb):1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72.

1 Kb ladder (pb): 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506/517, 1.018, 1636, 2.036,
3.054, 4.072, 5.090, 6.108, 7.126, 8.144, 9.162, 10.180, 11.198, 12.216.

AHind NIl (pb): 23,130 (47,7%); 9,416 (19,4%); 6,682 (13,52%); 4,371 (9,01%); 2,322
(4,78%), 2,027 (4,18%), 564, 125.

3.4.4) Recuperacion de los fragmentos de ADN de geles de agarosa de bajo punto

de fusion:

El fragmento de ADN a ser aislado fue sometido a una electroforesis en geles de 3%
NuSieve (FMC) o 1% LMP agarosa (BRL), coloreado con bromuro de etidio y
visualizado por radiacién UV de onda larga (300-360 nm) por breve periodo de tiempo
para reducir el dafio al ADN. Posteriormente, se procedié a cortar el pedazo de gel
conteniendo el fragmento de ADN de interés, el cual se colocé en un tubo Eppendorf,
al que se agregaron 200 pl de buffer TE y 100 pl de acetato sodio 3M, pH:6. Se incub6
el tubo a 65°C por 10 minutos. Luego, se agregé al tubo 500 pl de fenol a 65°C, se
mezcld en vortex y centrifugdé en una microcentrifuga de mesa a 12.000 Xg por 5
minutos. Se repiti6 una vez mas la extraccién con fenol. A la fase acuosa se le
agregaron 2 volumenes de etanol absoluto frio y se dej6 en hielo por 10 minutos. Se
centrifugd por 20 minutos y se lavo el pellet dos veces con 200 pl de etanol 80%. Se

seco el pellet y resuspendié en buffer TE.
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3.4.5) Transferencia de moléculas de ADN en geles de agarosa a membranas de

"Nylon (Southern blot):

La transferencia de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizd segun

de vidrio y se cortaron las areas del gel no usadas con un escalpelo. Se denatur6 el
ADN por inmersion del gel por 45 minutos en 1.5M NaCl/0.5M NaOH con agitacién
suave y constante. Luego, se lavé el gel con agua desionizada y se neutralizé por
inmersién por 30 minutos en 1M Tris-HCI, pH:7.4/1.5M NaCl a temperatura ambiente
con agitacidn suave y constante. Se cambié la solucién de neutralizacion y se continué
incubando el gel por unos 15 minutos adicionales. Mientras el gel se encontraba en la
soluciéon neutralizante, se envolvié con papel Whatman 3MM un trozo Plexiglass para
formar un soporte ligeramente mas largo y ancho que el gel. Se coloc6é el soporte
dentro de la fuente de vidrio y se llené la bandeja con buffer de transferencia (10X
SSC) (20X SSC: 3M NaCl/0,3M Na; Citrato) hasta que el nivel del liquido alcance la
parte superior del soporte. Cuando el papel 3MM sobre la parte superior del soporte
estuvo totalmente himedo, se removieron las burbujas de aire con una varilla de vidrio.
Se cortd el filtro de Nylon Hybond N* (Amersham) aproximadamente 1 mm mas largo
que el gel en ambas direcciones. Se usaron guantes y pinzas de extremos romos para
manipular el filtro. Se removié el gel de la solucion neutralizante, se lo invirti6 de forma
tal que la parte inferior se encontrara en la parte superior y se lo coloc6é sobre el
soporte. Se asegurd que no haya burbujas entre el papel 3MM y el gel y se colocé en
los alrededores (sin llegar a cubrir) del gel papel celofan o Parafilm. Se colocé el filtro
de Nylon Hybond N sobre el gel. De nuevo, se asegur6 que no haya burbujas entre el
fitro y el gel. Se humedecieron 2 trozos de papel Whatman 3MM (cortados
exactamente del tamafio del gel) en 2X SSC y se colocaron sobre el filtro humedo. Se
retird cualquier burbuja de aire con un varilla de vidrio. Se cort6 una pila de papel toalla
(5-8 cm de alto) ligeramente mas pequefia que los papeles 3MM, los cuales se
colocaron sobre los papeles 3MM. Se colocé una placa de vidrio sobre |a pila de papel
toalla y se coloco encima un peso de aproximadamente 500 g.

La transferencia de ADN se llevé a cabo por 20 horas. Cuando los papeles toalla se
humedecieron, éstos debieron ser reemplazados. Finalizada la transferencia, se
rembvieron la pila de papel toalla y los papeles 3 MM. Se volted el gel y el filtro de
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Nylon fue colocado estando el gel en la parte superior sobre hojas de papel 3 MM
secas. Se marcaron las posiciones de los depdsitos del gel sobre el filtro con un lapiz
de punta fina. Se retir6 el gel del filtro y se descart6 el gel. Se incub6 el filtro en 6X
SSC por 5 minutos a temperatura ambiente para remover cualquier pedazo de agarosa
pegado al filtro. Se removid el filtro y se colocé sobre papel toalla para secarlo por al
menos 30 minutos a temperatura ambiente. Se fij6 el ADN al filtro por exposicién a una

fuente de irradiacion ultravioleta (254 nm) por 10 minutos.
3.4.6) Preparacion de sondas radioactivas:

El ADN de los genes de las proteinas ribosomales P2a y P2 de L.(L.) infantum fueron
proporcionados por el Dr. C.A. Alonso, Universidad Auténoma de Madrid. Los insertos
fueron subclonados en pUC13 y liberados usando Eco Rl (Soto y col., 1993). El clon
recombinante correspondiente a la hsp70 de L.(V) braziliensis fue proporcionado por la
Dra. Patricia Levy-Yeyati (INGEBI, Buenos Aires, Argentina). Este recombinante (Lbb1)
proviene de una biblioteca de expresion en Agt11 y el inserto codifica la porcién C-
terminal de dicho gen. El tamafio del inserto es de 2.0 Kb.

Las sondas radioactivas se prepararon usando el kit comercial “Multiprime DNA
labeling kit” (Amersham). El ADN ha ser marcado radioactivamente fue denaturado en
un bafio hirviendo por 5 minutos e inmediatamente colocado sobre hielo. La mezcla de
reaccion contenia el ADN denaturado (20 ng de inserto resuspendido en 5 ul), 5 pl de
primer/BSA, 5 pl de buffer de reaccién, 4 pl de dATP, 4 pl dGTP, 4 pl dTTP, 17 pl de
agua, 3 pl [o-°P] dCTP (3.000 Ci/mmol) y 3 pl del fragmento Klenow. La mezcla de
reaccion se incubd a 37°C por 30-45 minutos y se detuvo la reaccién por la adicién de
20mM EDTA pH:8. La sonda se purificé por precipitacién diferencial con Acetato de
amonio como lo recomiendan los fabricantes. La determinacién de la eficiencia de
marcado se realizé por mediciéon de las cuentas por minuto de 1 pul de sonda marcada

en un contador de centelleo.
3.4.7) Hibridizacién con sondas radioactivas:

Los filtros de Nylon fueron pre-hibridizados en bolsas de pléstico con ia mezcla "rapid

hibridization" de Amersham por al menos 30 minutos a 65°C. Las sondas de ADN
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marcadas radioactivamente (1x10° cpm) preparadas en la seccién anterior fueron
hervidas por 5 minutos y denaturadas al colocarlos en hielo por 10 minutos antes de
adicionarla a la bolsa plastica conteniendo los filtros. La hibridizacién se llevé a cabo
en un incubador a 65°C por 2 horas. Luego de la hibridizacion, los filtros fueron
lavados con 2X SSC/ 0.1% SDS por 15 minutos (dos veces), 1X SSC/ 0.1% SDS por
15 minutos (dos veces) y 0.1X SSC/ 0.1% SDS por 15 minutos (una vez) a 65°C con
agitacion. Después de los lavados, los filtros fueron envueltos en papel celofan y

expuestos a un film de rayos X (Fuji NIF-RK) a -70°C con pantallas intensificadoras.

3.5) Métodos generales para el analisis de proteinas:

3.5.1) Dosaje de proteinas:

Las concentraciones de las soluciones proteicas fue determinado por el método de

Bradford (1976) usando un kit correspondiente de Amersham.

3.5.2) Preparacion de extractos totales de Leishmania sp. y T. cruzi:

Los promastigotes (aproximadamente 10° fueron lavados por centrifugaciéon con
PBS/1% de glucosa. Posteriormente, fueron resuspendidos en agua destilada estéril,
congelados inmediatamente por inmersiéon en nitrégeno liquido y lisados por tres ciclos

de congelamiento-descongelamiento. Las muestras se almacenaron a -20°C.

3.5.3) Electroforesis en geles desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida (SDS-

PAGE):

La separacién de las proteinas en una dimension se realizé siguiendo el método
descripto por Laemmli (1970) para geles discontinuos conteniendo SDS. Se utilizaron
las cubas y accesorios de los sistema de Bio Rad (Richmond, CA, USA) "mini-protean
II" para geles pequeiios de 7x8 cm. Todos los reactivos empleados también fueron de
Bio Rad (Richmond, CA, USA). Para el armado de un gel pequefio, se sigui6 la

siguiente tabla:
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a) Gel separador (0,375M Tris, pH: 8,8):
Soluciones madre _ Para una concentracién final de
acrilamida:
7,5% 10% 12% 15%
30% acrilamida/0,8% bis-acrilamida 2,5 ml 3,3ml 4.0 ml 50mil
1,5M Tris-HCI, pH: 8,8 2,5ml 2,5ml 2,5 ml 2,5ml
10% SDS 0,1 ml 0,1ml 0,1 ml 0,1ml
Agua destilada 4.9 ml 41 ml 3.4 ml 2,4 ml|
10% persulfato de amonio 50 pl 50 pl 50 pl 50 ui
TEMED 5l 5ul 5l 5ul
Total ~ foml 10ml  1oml  1Oml
Gel concentrador (0,125M Tris, pH: 6,8):
Soluciones madre Para una concentracion final de acrilamida:
4%
30% acrilamida./0,8% bis-acrilamida 0,67 ml
0,5M Tris-HCI, pH: 6,8 1,25 ml
10% SDS 50 pl
Agua destilada 3,05 ml
10% persulfato de amonio 25 pl
TEMED 5l
Total 5ml

Para evitar la inhibicion de la polimerizacién por contacto con el aire y obtener una
interfase recta, luego de verter entre los vidrios la mezcla del gel separador, se colocé

0,2 ml de agua.
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Ocurrida la polimerizaciéon (20 min. a temperatura ambiente), se volcé el agua y se
completé el armado con la mezcla correspondiente al gel concentrador y el peine
elegido.

Las muestras a analizar se colocaron en tubos Eppendorf, se completaron con un
volumen de tampén siembra (0,02% azul de bromofenol, 4% SDS, 10% p-
mercaptoetanol, 20% glicerol, en TBS) y se calentaron a ebullicion durante 3 min.
Como tampén de corrida se utilizé una solucién 0,1% SDS, 192 mM glicina, 25 mM
Tris-HCI, pH: 8,3. Las condiciones de migracion fueron: 20 mA (corriente constante)

por aproximadamente. 45 min.
3.5.4) Tincién de geles con Azul de Coomasie:
Los geles fueron coloreados con una solucion de azul de Coomasie (40% metanol,

10% &cido acético, 0.1% azul de Coomasie R-250) durante 30 minutos.

Posteriormente, los geles fueron decolorados con una solucién decolorante rapida

.(50% metanol, 10% Aacido acético) por 60 min. y con la solucién decolorante (5%

metanol, 10% &cido acético) por 6 horas.

3.5.5) Marcadores de peso molecular para SDS-PAGE:

Los pesos moleculares de las bandas de proteinas fue estimada por comparaciéon con
marcadores standard pre-coloreados SDS-PAGE de Bio Rad. Cinco pl de marcadares
por carril fue usado. Los pesos moleculares aparentes en Daltons son como sigue:
Fosforilasa B (106.000), Albumina Sérica Bovina (80.000), Ovoalbimina (49.500),
Anhidrasa Carboénica (32.500), Inhibidor de Tripsina (27.500) y Lisozima (18.500).

3.5.6) Western-Blot:

Luego de realizada la electroforesis, los geles de poliacrilamida fueron transferidos a
membranas de nitrocelulosa e incubados con anticuerpos (Towbin y col., 1977). Las
transferencias se realizaron en un aparato Mini-Transblot de Bio Rad. Después de la
electroforesis, los geles fueron incubados en buffer de transferencia (20mM Tris-HCI
pH:7.4, 150mM glicina, 0.1% SDS, 20% metanol) pot 15 minutos. Para llevar a cabo la



59

transferencia de un minigel (5.5x8 ¢cm) una hoja de papel de nitrocelulosa (Hybond C,
Amersham) y 2 hojas de papel Whatman 3MM fueron cortados del mismo tamafio del
gel e incubados en el mismo buffer. La unidad de transferencia fue ensamblada y las
proteinas transferidas por 60 minutos a 0.8 mA/cm’ (corriente constante). Después de
la transferencia, las membranas de nitrocelulosa fueron lavadas con TBS e incubadas
con sol. de bloqueo, 3% BSA en TBS (10mM Tris-HCI, pH:7.4/ 150mM NaCl) durante
60 minutos o por toda la noche a 4°C. Luego, los filtros fueron lavados con una TBS-
Tw (0.05% Tween 20 en TBS). Todos los lavados fueron llevados a cabo por 3 veces

de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente. Inmediatamente, las membranas

“fueron incubadas con una dilucién apropiada del primer anticuerpo (usualmente 1/400)

en sol. de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente o por toda la noche a 4°C. Los
anticuerpos unidos se detectaron utilizando el kit ABC Vectastain (Vector Labaratories).
Siguiendo las especificaciones de los fabricantes, se agregé el seguido anticuerpo
(anti-lgG humana total, biotinilado, preparado en cabra (kit ABC Vectastain, Vector
Laboratories) diluido 1:200 en solucién de bloqueo y se incubé por 45 min.

Luego de 3 lavados de 5 min. en TBS-Tw, se colocd el complejo avidina-biotina-
peroxidasa, (preparado 30 min. antes como lo sugieren los fabricantes: 2 gotas de
reactivo A (avidina DH) + 2 gotas de reactivo B (peroxidasa biotinilada) en 10 ml de
TBS y se incubé por 45 min. adicionales. El exceso de complejo se eliminé con 3
lavados de 3 min. en TBS. Para el revelado, se agregaron 15 mg 4-cloro-1-naftol
(Merck, Darmstadt, Germany) disueltos en 5 ml de metanol frio y 8 pl de H,0, 30% a
20 ml de TBS. Esta solucién se volcé inmediatamente sobre el filtro y se incubé en la
oscuridad hasta la aparicién de las bandas (5 a 15 min.). La reaccién se paré lavando

el filtro con agua.

3.5.7) Ensayos de ELISA

Los ensayos de ELISA se realizaron basicamente como fue descrito por Mesri y col.,
1990. Se emplearon como antigeno las proteinas de fusion GST-U4 y GST-JL7 y la
proteina GST como control, todas ellas purificadas segun se describe en 2.7.3. La
cantidad 6ptima para cubrir cada pocillo se determin6 a través de una curva con 50,
100, 200, 400 y 800 ng de proteina. Obteniéndose una DO4ys maxima con 400 ng. Los
sueros se emplearon diluidos 1:400, ya que a esta dilucién los valores de DOuys
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obtenidos para los sueros controles positivos se encontraban sobre la porcion lineal de

la curva. Brevemente, las placas de poliestireno (E.|.A. Il Plus Microtritation plate, Flow
Laboratories, Inc) se recubrieron con las proteinas recombinantes o con la GST sola
diluidas en tampoén carbonato pH:9,6 y se incubaron toda la noche a 4°C. Luego de
lavarlas 3 veces con PBS/Tw, (PBS-0,05%/Tween 20) se incubaron con 200ul/pocillo
de soluciéon de bloqueo (5% leche descremada-PBS/Tw) y se incub6 a 37°C por 1
hora. Luego de lavar nuevamente con PBS/Tw, se agregé 100 pl/pocillo de suero
diluido en 2,5% leche descremada-PBS/Tw y se incub6é a 37°C por 1 hora.
Nuevamente, se lavaron los pocillos con PBS/Tw y se incubaron con 100ul de anti-lgG
humana conjugados con fosfatasa alcalina diluida 1:1.000 en solucién de bloqueo, por
1 h a 37°C. Finalmente, después de dos lavados con PBS/Tw20 y un lavado con PBS,
se revel6 incubando con 1mg/ml de p-nitrofenilfosfato (Sigma, St. Louis, MO, USA) en
0,15M NacCl, 0,9M Tris-HCI, pH: 8,2 durante 1h a 37°C. Los valores de densidad éptica
(DO) se midieron a 415 nm en un lector BDSL Immunoskan 340 (Labsystems, Finland).
La reactividad contra cada proteina de fusion se determiné restando los valores de DO
obtenidos para cada suero contra las proteinas recombinantes y la GST sola. Estos

valores se promediaron con los valores obtenidos en dos experiencias independientes.

3.6) Construccion de la biblioteca de ADNc de promastigotes de L.(V.) peruviana
en Agt11

3.6.1) Purificacién de los ARN poliadenilados a través de columnas de oligo(dT)-

celulosa

Los ARN poliadenilados fueron purificados del ARN total por cromatografia de afinidad
sobre columnas de oligo(dT) celulosa de acuerdo a Aviv y Leder, 1972. Brevemente,
500mg de oligo(dT)-celulosa (Boehringer) fueron reconstituidos en buffer de aplicacion
(10mM Tris-HCI pH:7.4; 1imM EDTA; 0.5M NaCl; 0.1% SDS) y usados para cargar una
columna de 0.5 ml de volumen hecha sobre una pipeta Pasteur de vidrio, la cual habia
sido previamente obturada en un extremo con lana de vidrio estéril. La matriz fue
lavada con 20 ml de buffer de aplicacién y con 10 ml 0.1M NaOH seguido de buffer de
aplicacion hasta que el eluyente fuera pH:7.4 (aproximadamente 20 ml). El ARN total
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fue resuspendido en agua a un volumen final de 1.8 ml, incubado en un bafo de agua
a 65°C por 3 minutos e inmediatamente colocado sobre hielo. Posteriormente, 0.2 ml|
NaCl de un stock de 5M fue adicionado, siendo la concentracién final 0.5M. Paso
seguido, se colocé lentamente la muestra, la columna fue lavada con 30 ml de buffer
de aplicacion y el ARN unido a la columna eluido con 4 ml de buffer de elucion (10mM
Tris-HCI pH:7.4; 1mM EDTA; 0.1% SDS). Cada fraccién (conteniendo 1ml) fue
colectada y medida por espectrofotometria. Una mezcla de las fracciones exhibiendo la
mas alta concentracién fue realizada y precipitada con 2.5 volimenes de etanol frio.

Los ARN poliadenilados fueron resuspendidos en TE y almacenados a -70°C.

3.6.2) Sintesis de ADNc

El ARN poliadenilado aislado de promastigotes de L.(V.) peruviana (cepa LC26) se
emple6 para preparar la biblioteca de ADNc por el método de Gubbler y Hoffman,
1983. Para tal proposito, el kit comercial “cDNA synthesis system plus” (Amersham) y
los protocolos proporcionados por el kit fueron usados, a menos que sea especificado.
La sintesis de la primera cadena se realizd6 usando oligo(dT) priming del ARN
poliadenilado en 20ul de reaccion, conteniendo 4 pl del 5X buffer de reaccién, 1yl de la

solucién de pirofosfato de sodio, 1ul del inhibidor de ribonucleasas de placenta

.humana. 2ul de la mezcla de deoxirribonucleétidos trifosfatados, 1l de oligo(dT),

10pCi de [o-°P] dCTP (3.000 Ci/mmol), 1ul de ARN poliadenilado (1pg) y 20U de
transcriptasa reversa aviar (AMV). La mezcla de reaccion fue incubada por 50 minutos
a 42°C, y luego puestas sobre hielo. Dos alicuotas (1ul cada una) fueron removidas
para el analisis de los productos de sintesis de ADNc. Los hibridos ADNc:ARNm fueron
usados como molde para la sintesis de la segunda cadena, la cual fue realizada en un
volumen final de 100 pl. Esta reacciéon contenia 18 ul de los productos de la primera
cadena, 37.5 pl del buffer de reaccién de la segunda hebra, 50 uCi de [a-"’P] dCTP
(3.000 Ci/mmol), 0.8U de ribonucleasa H de E. coli, 23U de ADN polimerasa | de E. colf
y llevados a volumen final con agua. Inmediatamente, la reaccion se dej6 proceder
secuencialmente a 12°C por 60 minutos, 22°C por 60 minutos y 70°C por 10 minutos.
Luego, 10U de T, ADN polimerasa fue adicionada y el tubo incubado a 37°C por 30
minutos. La reaccién fue detenida por la adiciéon de 4 pl de 0.25M EDTA pH:8.0. Dos



muestras de 1 ul fueron removidas para el analisis de los productos de ADNc. El ADNc
de doble cadena fue purificado por extraccién con fenol/cloroformo y precipitacion con

etanol con un volumen igual de 4M acetato amonio. Finalmente, el pellet fue disuelto

en 10 ul de buffer TE y almacenado a -20°C.
3.6.3) Analisis de la sintesis de los productos de ADNc

La sintesis de los productos de ADNc fue seguida por marcado con [o-*?P] dCTP,
donde la primera cadena fue marcada a una menor actividad especifica que la
segunda cadena. El producto de la reaccién de sintesis fue calculado por la
radioactividad incorporada en los acidos nucleicos. Las dos muestras se removieron al
final de los pasos de cada reaccién de sintesis y se precipitaron con TCA (Sambrook y
col.,1989). El porcentaje de incorporaciéon se calculé considerando la radioactividad

total obtenida en 2 ul de muestra.

3.6.4) Clonado de los ADNc en el vector de expresion Agt11

El clonado de los ADNc fue llevado a cabo usando el kit comercial “cDNA cloning
system Agt11" (Amersham) y los protocolos proporcionados por los fabricantes, con
ligeras modificaciones. Los ADNc fueron clonados en el vector Agt11/EcoRI/CIP.

3.6.4.1) Ligacion de los adaptadores Eco Rl a los ADNc

La ligacién de los adaptadores Eco Rl a los ADNc con extremos romos fue llevado a

.cabo usando un exceso de adaptadores Eco Rl no fosforilados en una reaccién de 20

ul. Aproximadamente, 400 ng de ADNc en 10 ul de buffer TE, 2 ul de L/K buffer, 2.5 pl
de adaptadores Eco Rl y 5U T4 ADN ligasa fueron incubados a 12°C por 20 horas. La
reaccidn fue detenida por la adicién de 2 ul de 0.25M EDTA.
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3.6.4.2) Purificacion por columnalfraccionamiento de los ADNc-adaptadores

Los ADNc conteniendo el adaptador Eco Rl fueron purificados de los adaptadores
libres y fraccionados por tamafio mediante filtracion en gel a través de una columna de
Sefarosa CL-4B (Pharmacia) de 10 ml de volumen. Los 20 pl de muestra conteniendo
los ADNc-adaptadores y los adaptadores libres fueron colocados sobre la columna.
Fracciones de 100 ul fueron colectadas y analizadas por medicion de cuentas
Cerenkov en un Contador de Centelleo. Las fracciones con las mas altas cpm fueron

mezcladas.
3.6.4.3) Ligacion de los ADNc-adaptadores a los brazos del vector Agt11

Novecientos ul de la mezcla de ADNc seleccionados fueron fosforilados usando 100 pl
L/K buffer y 80U de T, Polinucleétido Kinasa e incubado a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, la mezcla de reaccion fue extraida con fenol y precipitada con etanol.
Los ADNc fueron resuspendidos en buffer TE (aproximadamente 100 ng/ul). Cien ng
de los ADNc-adaptadores fosforilados fueron ligados con 1 pg (1 pl) de los brazos
Lgt11/EcoRI/CIP conteniendo 0.5 ul de 10mM ATP, 0.5 pl L/K buffer y 0.5 pl T4 ADN
ligasa (2.5U) en un volumen total de 5 ul. La reaccién fue colocada en un bafio de

agua a 12°C por 16 horas.

3.6.4.4) Empaquetamiento in vitro de los fagos

El empaquetamiento fue llevado a cabo usando un kit comercial (Gigapack,
Stratagene), el cual contenia dos extractos, siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Los productos de cada ligacién fueron empacados independientemente y
diluidos en 500 pl con buffer SM (100mM NaCl; 8mM MgSO,; 50mM Tris-HCI pH:7.5;
0.01% gelatina) y 20 pl cloroformo fue adicionado. Los fagos fueron mantenidos a 4°C

por largos periodos de tiempo.
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.3.6.5) Andlisis de los fagos recombinantes

3.6.5.1) Crecimiento y preparacion de bacterias competentes para plaquear fagos:

Las bacterias fueron crecidas a partir de una colonia E. coli Y1090, en medio LB
conteniendo 50 pg/ml de ampicilina y 0.4% de maltosa. Las células fueron incubadas a
37°C hasta alcanzar una DOgqy de 0.5. Las células fueron cosechadas y resuspendidas
en 15 ml de 10mM MgSO; frio y estéril. Preferentemente, las células competentes para
plaqueo de fagos fueron usadas frescas. Estas fueron almacenadas a 4°C por menos

de una semana.
3.6.5.2) Plaqueo de fagos:

Para plaquear una suspensiéon de fagos en placas de agar LB de 90 mm, 100 pl de
células competentes fueron mezcladas con ia dilucién apropiada de fagos en un tubo
de 5 ml e incubadas a 37°C por 30 minutos. Luego, 3 ml de agar blando fundido y
mantenido a 50°C fue vertido sobre la suspensién de bacterias-fagos, mezclado y
vertido sobre una placa de agar pre-calentada a 42°C. La placa fue dejada sobre una
superficie nivelada antes de ser colocada en el incubador. Al cabo de 3 horas de
incubar la placa sembrada, a 42°C se comenzaron a visualizar pequefias placas de
lisis. A partir de este momento se puede inducir la expresién de las proteinas de fusién
con IPTG vy transferilas a filtros de nitrocelulosa (Hybond-C, Ahersham,
Buckinghamshire, England) para visualizar la reactividad de las proteinas de fusién con
los sueros. El plaqueo para el rastreo inmunolégico y amplificacién de la biblioteca de
ADNCc fue similar, pero utilizando placas de 150 mm, 250 pl de células competentes de

plaqueo de fagos y 6.5 ml de agar blando.
3.6.5.3) Titulacién de los fagos recombinantes:
Los stocks del fago A de la biblioteca fueron titulados por plaqueo de diferentes

diluciones sobre células competentes. El titulo de las unidades formadoras de placa

(ufp) por ml fue calculado multiplicando el nuimero total de placas de lisis por la
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dilucién. Diluciones de la biblioteca se plaquearon para determinar la proporcion de
fagos recombinantes (blancos) y fagos no recombinantes (azules) por seleccion de
color, en la presencia de IPTG y X-Gal. Para placas de agar LB de 90 mm preparadas
como se describié previamente se adiciond 30 pl de 100mM IPTG y 30 pl de 2% X-Gal.

.3.6.5.4) Amplificacién de ADN por la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)

Los estudios de PCR fueron llevados a cabo de acuerdo a Saiki y col., (1988) a partir
de ADN (20 ng) o placas de lisis de bacteriéfagos. EI ADN para la amplificacién de
recombinantes Agt11 fue realizada de tacos de agarosa conteniendo las placas de
fagos aislados. Estas placas fueron eluidas en 0.2 ml de buffer. SM por 30 minutos a
4°C, centrifugadas por 5 minutos y 5 pl del sobrenadante cuidadosamente removidos y
usados para la amplificacién de PCR. El buffer de reaccién 10X fue preparado con 100
mM Tris-HCI, pH:8.4; 15 mM MgCl;; 500 mM KCI, 1 mg/ml gelatina, alicuotado y
almacenado a - 20°C. Los primers “forward” y “reverse” se aparean a los extremos 5'y

3' del sitio de clonado EcoRl en Agt11 se usaron, siendo su secuencia la siguiente:

Agt11 forward: 5-GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG-3'
Agt11 reverse: 5-TTGACACCAGACCAACTGGTAATG-3'

La reaccién de amplificacion fue realizada en 100 pl de reaccion conteniendo 10 pl de
buffer de reaccién 10X, 2 pul 10 mM dATP, 2 ul 10 mM dCTP, 2 pl 10 mM dGTP, 2 pt 10
mM dTTP, 10 ul de una solucién 10 uM de cada cebador, 50 ul ADN o fago eluido y 10
ul de agua. Las muestras fueron cubiertas c0n 100 pl de aceite mineral. Las muestras
fueron inicialmente denéturadas é 95°’p poi 30 segundos, después de lo cual 2U Taq
ADN polimerasa (Promega) fuerlbn adlcidnadas Las etapas de apareamiento inicial fue
realizado a 65°C por 1 minuto § las Stébék de apareamiento subsiguientes fueron a
60°C por 1 minuto y las etapas de eloﬁgaclén tueron a 70°C por 1 minuto. El tiempo de
elongacién fue incrementandose un 3% después de cada ciclo. Los ciclos (30) se
llevaron a cabo utilizando una Cambio Intelligent heating block (Genesis Instruments,

Cambridge, UK). Después del ultimo ciclo, todas las muestras fueron llevadas a una
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extension final de 70°C por 10 minutos. Diez pl de los productos de amplificacion

fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa (1.4%).
3.6.5.5) Amplificacion de la biblioteca de ADNc:

La amplificacién de la biblioteca de ADNc fue llevada a cabo por plaqueo de Ia
biblioteca sobre células Y1090 a alta densidad (8.000 recombinantes por caja de agar
LB de 15 mm). Luego de la aparicion de las placas de lisis, las placas fueron
removidas de 42°C y colocadas a 4°C. Luego, 10 ml de buffer SM fue agregado por
placa y dejado por toda la noche con agitaciéon suave. Al dia siguiente, la suspension
de fagos fue colectada, centrifugada y al sobrenadante se le agregé 5% de cloroformo.
La biblioteca amplificada fue titulada como se mencion6é anteriormente. El titulo
obtenido de cada biblioteca fue de 1x10° a 1x10'"° ufp/ml. Las bibliotecas de ADNc
amplificadas fueron alicuotadas y parte de ellas criopreservada con DMSO de acuerdo

a Sambrook y col., (1989). El resto de la biblioteca fue mantenida a 4°C.

3.6.6) Preparacién en gran escala de ADN de fagos Agt11:

Tres x 10° ufp del fago recombinante de interés y 3 ml de un cultivo de toda la noche
de células Y1090 (crecidos en LB-50 pg/ml de ampicilina) resuspendidos en 10mM
MgSO, fueron adicionados a 100 ml de medio LB suplementado con 150 pl 1M MgSO,
y dejado crecer por toda la noche. Al dia siguiente, el cultivo fue centrifugado a 7.000
rpm por 10 minutos, 80 ml del sobrenadante fue tomado y suplementado con 200 ul de
ARNasa de un stock de 10 mg/ml, 80 pul de ADNasa de un stock de 10 mg/ml y se dejé
incubando por 1 hora a 37°C (la adicion de ADNasa fue para remover el ADN
bacteriano, el ADN del fago recombinante esta protegido de la digestién por la
presencia de su capside). Subsecuentemente, 4 ml de 20% PEG-8.000/2.5M NaCl fue
agregado por cada 25 ml de sobrenadante y colocado a 4°C por 2 horas. La mezcla
fue centrifugada por 40 minutos a 18.000 rpm y el pellet resuspendido en 2 ml de
buffer TE al que se le adicioné 80 pl de EDTA y dejado 10 minutos a temperatura

ambiente.
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Luego la mezcla fue extraida con fenol.cloroformo, precipitada con 0.3M acetato sodio
pH 6.0 y 2.5 volimenes de etanol absoluto frio. El ADN fue resuspendido en buffer TE

y almacenado a -20°C.

3.6.7) Rastreo inmunoldgico de la biblioteca de ADNc

3.6.7.1) Método de rastreo:

La biblioteca de ADNc amplificada fue rastreada segin Huynh y col. (1985) con
anticuerpos inmunopurificados a partir de sueros de pacientes con Leishmaniasis.
Brevemente, 3x10* ufp fueron mezcladas con células E. coli Y1090 competentes y
plaqueadas como antes se menciond. Las placas fueron incubadas a 42°C hasta la
aparicion de pequefias placas de lisis (Agt11 contiene un gen represor termosensible,
cl®, cuyo producto es inactivo a 42°C). Luego, se colocé sobre el agar un filtro de
nitrocelulosa seco (Millipore) previamente embebido en 10mM IPTG y se incubé a 37°C
por 4 horas. Antes de remover los filtros, éstos fueron marcados con agujas para su

posterior orientacién, lavados con TBS-Tw (TBS conteniendo 0.05% de Tween-20) e

‘incubados por 1 hora o toda la noche con la solucién bloqueadora (ver Western blot).

Las placas fueron mantenidas a 4°C. Luego, los filtros fueron lavados con TBS-Tw e
incubados con el primer anticuerpo (anticuerpos inmunopurificados como se indica mas
adelante) por 3 horas con agitacién a temperatura ambiente o por toda ia noche a 4°C.
Los filtros fueron lavados 3 veces por 5 min. con TBS-Tw. Se continué como se

describié para Western blot.
3.6.7.2) Inmunopurificacién de anticuerpos contra proteinas recombinantes:

Los anticuerpos contra las proteinas de fusion utilizadas para el rastreo fueron
inmunopurificados a partir de sueros de pacientes siguiendo el método descrito por
Hall y col (1984). Las proteinas se inmovilizaron sobre nitrocelulosa incubando un filtro
de Hybond C (Amersham) de 5 cm’ con 3mi de proteina de fusién purificada f-
galactosidasa/Lbb1 (gentiimente cedida por la Dra. Patricia Levy-Yeyati) durante 2 h a
temperatura ambiente. Se lavé 10 min. con TBS para eliminar el exceso de proteina,
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se bloqueéd (ver Western blot) durante 20 min. y se incubé durante toda la noche a 4°C
con 5ml del suero de un paciente con Leishmaniasis mucocutanea diluido 1:10 en
solucion de bloqueo y conteniendo 30% de lisado de E. coli Y1089 liségena para Agt11
salvaje (ver mas adelante). Se lavé 3 veces por 10 min. con TBS-Tw y 2 veces con
0,15M NaCl-0,05% Tween 20. La elucién se llev6 a cabo incubando el filtro durante 30
min. con 5ml de 0,2M glicina, 0,15M NaCl, 10ug/ml BSA, 1mM PMSF, 0,05% Tween,
pH: 2.8. El material eluido se pasé a un tubo y, manteniéndolo en hielo, se neutralizé
con 5ml de 1M Tris-HCI pH: 8.0 y 2ml de solucién de bloqueo. Esta preparacion se
alicuoté y se guardé a -20°C.

3.6.7.3) Preparacion de lisado de E. coli Y1089 lis6gena para Agt11 salvaje:

El lisado de E. coli Y1089 liségena para Agt11 salvaje utilizado para competir la
reactividad inespecifica de los sueros, se preparé a partir de 11 de cultivo. Brevemente,
un cultivo de 3ml saturado se diluy6 en 11 de medio LB-ampicilina y se dejé crecer
hasta una DOgy=0.4. La induccién de Ila replicacion del fago se produjo incubando a

42°C durante 30min. Luego se agregé IPTG (5mM final) y se incubé a 37°C por dos

‘horas mdas para la expresiébn de la proteina recombinante. Las bacterias se

centrifugaron a 1500g por 10min a temperatura ambiente, se resuspendieron en 50mi|
de TBS y se lisaron por tres ciclos de congelamiento y descongelamiento. El

homogenato final se guardé a -20°C.
3.6.8) Rastreo de la biblioteca con sondas marcadas radioactivamente:

Del mismo modo descrito para el rastreo inmunolégico, se plaquearon 3-5x10* ufp por
placa de 15 cm. de didmetro. Se dejaron crecer 6 horas o toda la noche a 37°C, luego
se colocaron a 4°C durante 1 hora antes de comenzar la transferencia. Para la
transferencia, se utilizaron filtros de Nylon Hybond N* previamente rotulados y por
duplicado. Se apoyd suavemente el filtro sobre la placa durante 1 minuto, mientras se
marcé con tinta china y un alfiler atravesando el filtro y el agar. El filtro duplicado se
transfirido 2 minutos y se lo marcé del mismo modo y en la misma posicion que el
original. Luego de la transferencia se embebieron los filtros en la solucién

denaturalizante (0.5M NaOH/ 1.5M NaCl) a temperatura ambiente durante 1 minuto.
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Los filtros se trataron con la solucién neutralizante (0.5M Tris-HCI, pH:8/ 1.5M NaCl) en
las mismas condiciones 2 veces durante 3 minutos y luego se lavaron con agitacion

suave en 2X SSC. Los filtros se secaron a temperatura ambiente sobre papel

‘Whatman y luego se fij6 el ADN por exposicién durante 5 minutos a luz ultravioleta.

Los filtros asi tratados se hibridizaron con sondas radioactivas como se indica en la

seccion de hibridizacion de Southern-blots.
3.6.9) Aislamiento de los clones recombinantes positivos de Agt11:

Los filtros de nitrocelulosa conteniendo las sefiales positivas fueron alineadas con las
cajas originales y un trozo de agar conteniendo el fago de interés extraido con Tip P-
1.000 estéril previamente cortado en la punta y colocado en un tubo Eppendorf
conteniendo 500 pl de buffer SM al que se le afiadié 20 p! de cloroformo. Estos fagos
fueron plaqueados a baja densidad y rastreados nuevamente para confirmar su
identidad. Este procedimiento fue repetido al menos 3 veces hasta obtener un clon
positivo aislado. Los fagos positivos fueron mantenidos a 4°C. Las placas de lisis

picadas de una placa fresca daban stocks de 10° a 10 ufp/ml.
3.6.10) Ensayo de placa de lisis:

Para la formaciéon del césped bacteriano, se mezclaron 0.5 ml de células de plaqueo
de fagos con 3 ml agar blando (previamente fundido y mantenido a 50°C), se
sembraron sobre una placa de agar LB-ampicilina y se dejaron crecer a 37°C por 30
minutos. Luego se depositaron 1 pl de cada preparacion de fagos amplificados
(aproximadamente 10" ufp/ml). Se dejé secar por 10 minutos junto al mechero y luego
la placa se incubd a 42°C por 40 minutos (al final de esta etapa podia observarse el
comienzo de la lisis bacteriana). Por otro lado, se recortaron tiras de nitrocelulosa
(Hybond-C, Amersham, Buckinghamshire, England) que se sumergieron en una
solucion 10mM IPTG y se dejaron secar sobre papel filtro. Las tiras de filtro asi
preparadas se apoyaron sobre los fagos sembrados y se incubé la placa a 37°C por 2

horas (durante esta etapa se produce la induccién de la expresion de la proteina de

fusién, que junto con las proteinas bacterianas y del fago quedan inmovilizadas sobre
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el filtro). Luego, se retiraron las tiras de nitrocelulosa y se colocaron directamente en la
solucién de bloqueo y se continué como se describié para el rastreo inmunolégico.

En este ensayo se usaron los fagos recombinantes Lbb1 (porcién C-terminal de la
hsp70 de L.(V.) braziliensis, RA1 (porcién C-terminal de la hsp70 de T. cruzi), JL7
(proteina flagelar de T. cruzi, recombinante diagnéstico de la Enf. de Chagas), JL5

(antigeno marcador de cardiopatia chagdsica).

3.7) Produccién de proteinas de fusion

3.7.1) Subclonado de ADNc en pGEX1AT:

expresion pGEX1AT (Pharmacia Inc). Este vector permite la expresion de proteinas
foraneas fusionadas con la enzima Glutation-S-transferasa (GST) de Schistosoma
japonicum. Ademés de poseer un promotor muy fuerte como el promotor ptac, posee el
gen lac I°, que codifica para el super-represor del operon lac y permite la induccién de
la sintesis de la proteina de fusion por un analogo sintético de la lactosa como el IPTG.
El sitio de clonado permite la insercion de fragmentos de ADNc provenientes de
bibliotecas de expresion en Agt11 o AZAP II.

Otra ventaja que presenta este vector es la existencia de reconocimiento de corte de la
enzima trombina, lo que permitiria clivar la proteina de fusién y obtener asi la proteina
de interés en forma pura.

Para obtener el inserto de fagos recombinantes, éstos se crecieron en cultivo liquido,
previa infeccion de las bacterias E. coli Y1090 competentes en cultivos de 500 mi de
medio LB. Luego, se indujo la fase litica por incubacién a 42°C por 6 horas.
Posteriormente, los fagos fueron precipitados con 20% PEG 6.000/2.5 M NaCl,
incubados 1 hora sobre hielo y centrifugados a 14.000 Xg por 20 minutos. Se retir6
todo el liquido conteniendo el PEG y el pellet fue resuspendido en 6 ml de buffer TNE
(10mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 1imM EDTA pH: 8.0). Paralelamente, se equilibré6 en
buffer TNE una columna de 6 ml de DEAE-celulosa (DE-52, Whatman). Los fagos
resuspendidos fueron cargados en la columna de DE-52, descartandose el volumen
muerto. Se colectaron las fracciones siguientes y se precipitaron con un volumen de

isopropanol frio. Luego de centrifugar a 14.000 x g por 20 min., el pellet de fagos fue
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resuspendido en 0.5 ml de buffer TE. Se realizaron dos extracciones con fenol, dos
con cloroformo y se precipitaron con 50 pul 3M NaCl y 1.25 ml de etanol absoluto frio.
Se incubé por 20 minutos a -70°C y luego se centrifugé a 13.000 Xg por 20 minutos. El
pellet de ADN del fago recombinante fue lavado dos veces con 1 ml de etanol 70% y
secado al vacio. El pellet seco fue resuspendido en 50 ul de buffer TE y una alicuota
corrida en geles 0.7% de agarosa para posterior analisis. Para liberar el inserto de

ADNCc contenido en el fago recombinante, se digirié con Eco RI:

Buffer de restriccion React 3 (BRL) 5l
Agua destilada 20 pl
ADN fago recombinante (1 pg/pl) 20 pl
Eco RI (BRL, 20 U/ul) 5ul

Se incubd la reaccién a 37°C por unas 2 horas. Se verificd la digestién completa al
correr una alicuota de la restriccion en un gel nativo de 0.4% de agarosa. Debido a que
la proporcién de masa del vector al inserto era muy grande, por lo que se necesitaba
una cantidad muy grande de ADN digerido para ver el tamafo del inserto, la
verificacion indirecta de corte completo fue la visualizacién de los dos brazos del
vector. Una vez verificada la digestion total, se precipité el ADN y se resuspendié en 20
ul de buffer TE. A su vez se estimoé la concentracién de ADN en 20 ng/pl.

Paso seguido se procedio a ligar los insertos de los fagos recombinantes en el vector

de expresion pGEX1AT como se describe a continuacion:

Autolig. Lig.1:1  Lig.1:3  Lig.1:5
(1) (n) (nh) (1)

Buffer ADN ligasa 10X (BRL) 1 E 1 1
pGEX1AT/Eco RI/CIP (20 ng/pl) 1 1 1 1
ATP (10 mM) 1 1 E 1
Agua destilada 6 5 3 1
Inserto (20 ng/pul) - 1 3 5
T4 ADN ligasa (BRL, 10 U/pl) 1 1 1 1

Se incubaron las ligaciones a 16°C por toda |4 rioche.



3.7.2) Preparacion de células competentes y transformacion:

Todas las soluciones, tubos, pipetas y el rotor fueron enfriados a 4°C antes de usarlos.
Para la preparacion de las células DH5aF’ competentes, 100 ml de bacterias fueron
crecidas a 37°C en un incubador con agitacién orbital a una densidad de
aproximadamente 0.6 ODss,. Las células fueron centrifugadas a 5.000 rpm por 10
minutos a 2°C y el pellet fue resuspendido en 0.25 vol. de 0.1M MgCl, vy
subsecuentemente centrifugado como antes. El pellet fue suavemente resuspendido
ahora en 0.05 vol. de 0.1M CaCl, y colocado en hielo por 45 minutos. Las células
fueron centrifugadas bajo las mismas condiciones usadas previamente. Finalmente, las
células fueron cuidadosamente resuspendidas en 0.05 vol. de solucién de
almacenamiento (0.1M MOPS pH:6.5; 50mM CaCl,; 20% glicerol) e incubadas en hielo
por 20 minutos antes de ser alicuotados en tubos Eppendorf. Inmediatamente, la
suspension de células fue congelada en un bafio de etanol/hielo seco y almacenada a
-70°C hasta su uso.

La reaccién de ligacion fue colocada en un bafio de agua a 65°C por 10 minutos y la
mitad del volumen de la reaccion inicial (5 pl) diluido 5 veces con buffer TE.

El resto de la mezcla de ligaciéon fue mantenida a -20°C. La mezcla de ligacién diluida
fue mezclada suavemente con 150 pl de células competentes incubada en hielo por 30
minutos. Inmediatamente se realiz6 un shock térmico a 42°C por 1 minuto y
posteriormente se agregaron 500 pl de medio LB y se incubé a 37°C por 45 minutos.
Alicuotas de 50, 100 y 150 pl fueron plaqueadas en cajas de agar LB suplementadas
con 50 pl de 0.1M IPTG, 50 pl de 125 mg/ml X-gal y 50 pg/ml ampicilina. Las cajas
fueron incubadas a 37°C por toda la noche. De ambas placas se tomaron § colonias
blancas y 1 azul y se realizaron minipreparaciones para extraer plasmidos y se dejaron
crecer en LB-ampicilina (50 pg/ml) por toda la noche. Al dia siguiente se extrajeron

plasmidos por el método de lisis alcalina (Birmboin y Doly, 1979) y se corrieron en un

gel de 0.7% agarosa con marcadores de peso molecular. Para verificar que estas

colonias blancas contenian el inserto deseado se realiz6 una restriccién con la enzima
Eco Rl y el producto de las restricciones se corrieron en geles de 0.7% de agarosa

usando como control el plasmido aislado de la colonia azul cortado con Eco RI.



73

Como el clonado era bi-direccional habia que determinar luego cual de las colonias
recombinantes tenia el inserto subclonado en fase con la Glutation-S-transferasa
(GST) de Schistosoma japonicum. Para lo cual se crecieron las colonias recombinantes
en LB-ampicilina por 2 horas a 37°C con agitacién vigorosa. Luego se le adicioné IPTG
a 0.1 mM final y se continué la incubacién por 4-6 horas adicionales. Luego se
cosecharon las células por centrifugacion a 13.000 Xg por 1 minuto. El pellet celular se
resuspendié en 0.3 ml de PBS conteniendo 0.1 mM final de PMSF y 1% Tritén X-100 y
se rompieron las células por 15 ciclos de congelamiento/descongelamiento. Luego se
centrifugd la muestra y se colecté el sobrenadante, al que se le adicioné 50 pl de 50%
Glutatién-agarosa (Sigma) equilibrado en PBS y se incubd a temperatura ambiente por
unos 20 minutos con agitacion suave. La matriz fue colectada por centrifugacion a
1.000 rpm por 10 minutos y lavada por 3 veces con 1 ml de PBS/0.1% Tritén X-100.
Luego del ultimo lavado, todo el liquido fue retirado con una pipeta Pasteur con punta
afilada y al pellet se le agregaron 25 pl de tampén de siembra 2X (0,02% azul de
bromofenol, 4% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 20% glicerol en TBS). Las muestras asi
tratadas se colocaron en un bafio hirviendo por 3 minutos, se centrifugaron por 1
minuto y el sobrenadante se sembré en un gel 12% SDS-PAGE. Los productos se

analizaron por tincion con Azul de Coomasie y Western blot.
3.7.3) Produccién en gran escala de la proteina de fusién:

A partir de 100 ml de cultivo saturado, se preparé 1 litro de cultivo, el cual se dejo
crecer por 2 horas mas a 37°C con agitacion vigorosa. Luego se le agregé IPTG al 0.1
mM final y se continué con la agitacion por 6 horas adicionales. Paso seguido, se
cosecharon las bacterias por centrifugacién a 3.000 rpm por 10 minutos en una
centrifuga refrigerada Sorvall en un rotor GSA. El pellet fue resuspendido en 5 ml de
PBS, conteniendo 1% Tritébn X-100, 0.1 mM PMSF y sometido a 20 ciclos de
congelamiento/descongelamiento. El homogenato bacteriano fue centrifugado a
13.000 rpm por 10 minutos en un rotor SS-34 a 4°C. El sobrenadante fue colectado y
colocado sobre una columna de 1 ml de Glutatién-agarosa (Sigma, St. Louis, MO). El
efluente se pasé 3 veces por la columna de afinidad. Luego, la columna se lavé con
20-50 volumenes de PBS/0.1% Tritén X-100.
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La proteina de fusién fue eluida al pasar 3 volimenes de 5 mM glutation reducido

(Sigma, St. Louis, MO) en PBS. Se colectaron fracciones de 0.5 ml cada una, las que

luego se analizaron por Western blot.

3.8) Secuenciamiento de los clones recombinantes

3.8.1) Subclonado en los vectores M13mp18 y pGEM3zf(+):

Las ligaciones del ADNc al vector M13mp18/EcoRI/BAP se realiz6 como se describi6
para el subclonado en vector de expresion pGEX1AT. Para el caso de transformacion
de células competentes con ligaciones de M13mp18 RF, se tom6 0.2 ml de bacterias
competentes en frio, al cual se le agregd 5 pul de la reaccién de ligacion y se incub6
sobre hielo por 1 h. Luego, se realizé un shock térmico de 2 minutos a 42°C y se le
agregaron 0.2 ml de un cultivo saturado de células DH5aF’, 35 ul de 2% X-Gal, 20 pl
de 100mM IPTG. Se mezcl6é con 3 ml de agar blando fundido y mantenido a 48°C y se
volcd suavemente sobre una placa de 9 cm de didametro de agar duro y se incub6 toda
la noche a 37°C. Se identificaron las placas de retardo de crecimiento bacteriano y se
extrajo el ADN simple cadena como se indica mas adelante para su posterior
secuenciamiento manual o automatico. Para el subclonado del ADNc U4 en
pGEM3zf(+), el inserto U4 fue liberado del plasmido de expresion pGEX1AT mediante
el corte con la enzima Eco Rl (1.600 pb) y luego la regién codificante (550 pb)
separada de la 3' no codificante (1.050 pb) por corte con la enzima Sal I. Ambos
fragmentos fueron purificados de geles preparativos NuSieve como se describe en
2.4.4 y ligados al vector pGEM3z(+)/Eco RI/Sal |. Se identificaron las colonias que
habian incorporado los plasmidos recombinantes por digestién doble con Eco RI/Sal |.
Las bacterias recombinantes fueron crecidas y procesadas como se indica en 2.8.2.1.2
para su secuenciamiento automatico usando primers marcados con colorantes

fluorescentes.
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3.8.2) Preparaciéon del ADN para secuenciacion:
3.8.2.1) Preparacion del ADN del fago M13

Se inoculé 10 ml de medio 2X YT con una colonia de E. coli crecida en agar minimo
glucosa y se dej6 crecer con agitaciéon durante toda la noche a 37°C. Este cultivo se
diluyé 1:100 en medio 2X YT y se agregd el trozo de agar conteniendo la placa de
retardo de interés. Se dejé crecer a 37°C por 6-7 horas con agitaciéon. El cultivo se

centrifugé a 2.500 rpm por 10 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril y se

.volvié a centrifugar a 5.000 rpm por 10 min. Al sobrenadante se agregd 1 ml de 20%

PEG 6.000/2,5M NaCl, se mezclé6 bien y se incubé a 4°C por 30 min. Luego de
centrifugar a 10.000 rpm por 10 min., las particulas de M13 se resuspendieron en 400
ul de TE. El ADN simple cadena se aislé por 2 extracciones con fenol saturado con
Tris-HCI pH 8.0 seguidas de dos extracciones con cloroformo. El ADN se precipitdé con
40 pl acetato sodio, pH: 5,2 y 1 ml 95% etanol. Luego de 20 min. a -70°C se centrifug6
por 15 min. a 13.000rpm. Se aspird el sobrenadante, se lavo el pellet con 70% etanol y
se lo seco al vacio. El ADN se disolvié finalmente en 20 pul de TE y se cuantificé por

electroforesis en geles de agarosa o espectrofotometria.

3.8.2.2) Preparacion de plasmidos:

Las bacterias transformadas se crecieron a saturacién en LB-ampicilina. Una alicuota
de 1,5 ml se centrifugd por 1 min. a 13.000g y el pellet bacteriano se resuspendié en
200 pl de solucién GTE (50 mM glucosa; 25 mM Tris-HCI, pH: 8,0, 10 mM EDTA, pH:
8,0). Se agregaron 300 pul de 0,2N NaOH/1% SDS, se mezclé por inversién e incubd en
hielo por 5 min. Se neutraliz6 agregando 300 pl de 3M acetato potasio, pH: 4,8, se
mezclé por inversion e incubar én hielo pof 5 min. Los restos celulares se removieron
por centrifugacion por 10 min. a témperatura’ ambiente y el sobrenadante se transfiri a
un tubo limpio. Se agregé ARNasa A (libre de ADNasa) a una concentracion final de 20
ug/ml y se incubé a 37°C por 20 min. Se realizaron dos extracciones con 400 pl
cloroformo/alcohol isoamilico. EI ADN se precipito agregando un volumen de -

isopropanol y centrifugando por 10 min. a temperatura ambiente.
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El pellet se lav6 con 0,5 ml de 70% etanol, se secé al vacio y se resuspendié en 32 pl
agua desionizada. Se volvi6 a precipitar agregando 8 pl de 4M NaCl y 40 pl 13% PEG
8.000 y dejando en hielo por 20 min. Se centrifugé por 15 min. a 4°C a 1..000g. Luego
de remover cuidadosamente el sobrenadante, el pellet se lavé con 0,5 ml de 70%

etanol, se seco al vacio y se resuspendi6 en 20 pl de agua desionizada.

3.8.3) Secuenciacion manual:

La secuenciacion de acidos nucleicos se llevé a cabo por el método de terminacién de
la cadena con dideoxinucleétidos (Sanger, 1977). Para ello se utilizé el kit de
secuenciacion Sequenasa 2.0™ (USB Corp.) y el primer universal de M13mp18
provisto por el mismo kit. Se siguieron las instrucciones indicadas por los fabricantes
con 1ug (5 pl) de ADN simple cadena de los fagos recombinantes. Por cada reaccion
de secuencia se utilizaron 5 pCi [a-**S] dATP (1,250 Ci/mmol). Se corrieron geles de

poliacrilamida de 6-8% dependiendo de la zona a resolver y 7M urea. Se usaron las

‘siguientes soluciones:

Buffer Sequenase 5X : 200mM Tris-HCI, pH:7.5
100mM MgCl,
250mM NaCl

Mezcla de marcado (dGTP)5X: 7.5uM dGTP
7.5uM dCTP
7.5uM dTTP

Mezcla de terminaciéon ddG (dGTP) : 80uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dCTP,
80uM dTTP, 8uM ddGTP, 50mM NaCl.

Mezcla de terminacién ddA (dGTP) : 80uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dCTP, 80pM
dTTP, 8uM ddATP, 50mM NaCl.
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Mezcla de terminacion ddT (dGTP) : 80uM dGTP, 80uM dATP, 80puM dCTP, 80uM
dTTP, 8uM ddTTP, 50mM NacCl.

Mezcla de terminacién ddC (dGTP) : 80uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dCTP, 80uM
dTTP, 8uM ddCTP, 50mM NaCl.

Buffer de dilucién de enzima : 10.0 mM Tris-HCI pH 7.5
5.0mM DTT
0.5 mg/ml BSA.

Buffer Mn : 0.15 M Isocitrato de sodio
0.10 M MnCl..

Solucion de parado : 95% Formamida
20 mM EDTA
0.05% azul de bromofenol

0.05% xileno cianol

Se utilizé6 generalmente 500ng de ADN simple cadena (el volumen de la solucién de

ADNsc no debe exceder los 7 pl).

A) Mezcla de "annealing™

ADN 7l
Buffer sequenasa 2 pl
Primer 1l
Total 10 pl

Se calenté a 65°C 2 minutos en un bafio seco y se dej6 enfriar lentamente hasta
alcanzar una temperatura menor a 35°C. Luego se colocd en hielo. Mientras se
enfriaba la reaccién se prepararon 4 tubos conteniendo 2.5 pl cada uno la mezcla de

terminacién (ddA, ddC, ddG, ddT).
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B) Reaccion de marcacion:

A la mezcla de "annealing” se agregaron:

DTTO0.1M 1w
mezcla de marcacion (I:5) 2l
[2-*S] dATP 0.5 pl
Sequenasa 2.0 (I:8) 2l

Se mezcl6 e incubd a temperatura ambiente durante 3 min.
C) Reaccidon de terminacion:

Se transfirieron 3.5 pl de la reaccion de marcado a cada tubo de terminacion (ddA,
ddC, ddG, ddT) y se continué la incubacién a 37°C por 5 minutos. La reaccién se paré
por agregado de 4 pl de solucién de parado a cada uno de los tubos. Las muestras se
calentaron a 75°C por 2 minutos antes de colocarlas en el gel. Se sembraron 3 pl de

reaccion por calle del gel.

Los geles desnaturalizantes para secuenciacién fueron de 6 % de poliacrilamida, y

permitieron leer hasta 400 bases desde el inicio de la reaccion.

Se prepard una solucién stock de acrilamida 40% de la siguiente forma:

Acrilamida 38¢g

Bisacrilamida 29

Agua para 100 ml
Se disolvio la solucién por calentamiento a 37°C .La soluciéon para los geles de
secuencia se armo en 100 ml en Erlenmeyer de la siguiente forma:

42 g urea (7 M final)

15 ml de acrilamida 40 % (6 % final)

TBE 1X hasta 100 ml
Luego de disolver la Urea, se agregaron 100 pl de TEMED y 280 pl persulfato de
amonio 10 %.
Se utilizaron vidrios de 30x40 cm. Los vidrios se limpiaron bien y luego se

impermeabilizaron con un algodén embebido en Silic-glass o Sigmacote (Sigma). Se
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usaron espaciadores de 0.4 mm y se sellaron los vidrios con cinta. Luego se volco el
gel con una inclinacion de 45° continuamente para no interrumpir el flujo y evitar
burbujas de aire. Antes de la polimerizaciéon se colocé el peine en posicion invertida en
la parte superior y se dejé toda la noche a temperatura ambiente. Al otro dia se mont6
el gel sobre la cuba en posicion vertical, se colocé el peine introduciéndolo en el gel
hasta pinchar la acrilamida y se agreg6 buffer TBE 1X en la parte superior e inferior de
la cuba. Se pre-corrié el gel a 60 W durante 30 minutos antes de sembrar para que los
vidrios adquirieran una temperatura homogénea. Se sembraron 3 pl de cada reaccion.
Como regla general, el segundo depédsito se sembré 30 minutos después de salir el
colorante azul de bromofenol. La corrida del gel se par6 cuando sali6 el azul de
bromofenol del segundo depésito.

El gel se desmonté de la cuba y se separd un vidrio (el gel queda adherido al otro). Se
fij6 durante 15 minutos en una mezcla 10% metanol /10% 4acido acético y luego se lavo
con abundante agua destilada. Luego se colocé sobre el gel un hoja de papel
Whatman 3 MM, se cubrié con papel celofan y se secd durante 3 horas en una
secadora de vacio Hoeffer modelo SE 1160. Finalmente, el gel seco se expuso con

pantalla intensificadora a -70°C durante 2 dias.

3.8.4) Secuenciacion automatica

Se uso el sistema de secuenciacion modelo 373 de Applied Biosystems, que es un
instrumento automatico con barrido de gel. EIl ADN se preparé como se describe mas
adelante. Las reacciones de secuenciamiento se llevaron a cabo con primers
marcados con colorantes fluorescentes, en lugar de la usual marca radioactiva. Los
colorantes marcados pueden ser incorporados en el ADN usando primers marcados
con el colorante en el extremo 5' o dideoxinucle6tidos terminadores marcados con
colorante en el extremo 3'. Cominmente, se usan ADN polimerasas, como AmpliTaq®
y T; ADN polimerasa pueden ser usados para la extension del primer.

Los cuatro diferentes colorantes fluorescentes permiten distinguir los productos de las
cuatro reacciones de secuenciamiento. Estas reacciones son combinadas y sembradas
sobre un carril del gel de secuencia. Hasta 36 templados pueden ser analizados

simultaneamente en un gel.
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Los fragmentos de ADN marcados con el colorante son sometidos a una electroforesis
en gel de acrilamida y separados de acuerdo a su tamafio. Cuando los fragmentos

alcanzan un posicién fija por encima de la camara inferior de buffer, la fluorescencia de

los colorantes es excitada por la luz del laser, el cual hace un barrido de atras hacia

adelante a lo largo de esta area del gel. Un tubo fotomultiplicador (PMT) detecta la luz
fluorescente y lo convierte en una sefial eléctrica. Estas sefiales son luego transmitidas
a la computadora y almacenadas para su eventual procesamiento.

Durante un experimento de barrido, el modelo 373 realiza un barrido del ancho del gel
600 veces por hora. Cada barrido consiste de 4 pasadas, una vez a través de los 4
diferentes filtros coloreados. Para cada color, la sefial que corresponde a la cantidad
de fluorescencia son medidas en 194 canales separados a través del gel. El modelo
373 puede secuenciar 550 bases por hasta 18 muestras en 8 horas y 36 muestras en

aproximadamente 17 horas.

3.9) Andlisis estadisticos:

Para evaluar el valor diagnéstico de los diferentes recombinantes se utilizé el indice
kappa. Para cada recombinante se calcul6 la sensibilidad como el nimero de muestras
positivas por serologia clasica y el ensayo en placa de lisis dividida por el numero de
muestras encontradas positivas por la serologia clasica (sensibilidad=a/A). La
especificidad fue calculada como el nimero de muestras negativas determinado por la
serologia clasica y por ensayo de placa de lisis, dividido por el numero de muestras
negativas determinado por la serologia clasica (especificidad=b/B). La concordancia
observada fue estimada como Po=a+b/T, donde T era el nimero total de sueros. Los
verdaderos positivos obtenidos por azar fue calculado como ae=A.a/T. La
concordancia esperada por azar, Pe=2(ae)+D-A/T; donde D corresponde al nimero
total de muestras negativas. El indice kappa se calculé6 como K=(Po-Pe)/(1-Pe). Este
indice es 0 cuando la concordancia es s6lo al azar, alcanza el valor de 1 cuando hay
una total concordancia y muestra valores negativos en los casos cuando la
discordancia es mas que meramente casual (Camargo y col., 1986; Moncayo y
Luquetti, 1990).
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3.10) PCR de los sueros de pacientes con la infeccion mixta L.(V.) braziliensis/T.

cruzi

Para la deteccion de ADN de Leishmania spp. ylo T. cruzi de los sueros de pacientes
con la infeccién mixta L.(V.) braziliensis/T. cruzi (50 pl) se incubaron con Proteinasa K
(1mag/ml final) a 55°C por 15 min. Luego, las muestras fueron hervidas a 95°C por 20
min., se centrifugé a 10.000 rpm por 10 min. y se tomaron 5ul para la reaccién de PCR.
Se uso6 el protocolo ‘hot start” en las reacciones de amplificacion con el uso de
Ampliwax Gem (Perkin-Elmer) para separar las 2 fases (Chou y col., 1992).

La fase inferior consistia de 5ul de 10X buffer Tag ADN polimerasa; 7,2ul de una
mezcla 10mM dNTP; 13,5ul 25mM MgCl, y 200 ng. de los primers especificos tanto de
Leishmania spp. como de T. cruziy 27,3ul de agua.

La fase superior consistia de 7 5ul de la muestra de ADN; 2 5ul buffer Tag ADN
polimerasa; 2,5U Taq ADN polimerasa y agua hasta 25pl.

3.10.1) PCR de Leishmania spp.

Se usaron los primers que estan dirigidos para amplificar la region conservada del ADN

del kinetoplasto de los minicirculos de varias cepas de Leishmania spp.:

V1: 5 GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA 3'
V2: 5' (G/C)(G/C)(G/C)(AIC)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC 3'

3.10.1.1) Condiciones del PCR

La reaccién de PCR se llevé a cabo en un Termociclador modelo 9600 Perkin-Elmer
Cetus.
1 ciclo: 94°C por 5 minutos
33 ciclos: 94°C por 30 segundos
50°C por 20 segundos
72°C por 20 segundos

1 ciclo: 72°C por 10 minutos.



3.10.2) PCR de T. cruzi

Se usaron los primers que estan dirigidos para amplificar la region variable de los

minicirculos de T. cruzi:

oligo 121: 5 AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA 3’
oligo 122: 5 GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA 3'

3.10.2.1) Condiciones de PCR:

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un Termociclador modelo 9600 Perkin-Elmer
Cetus, usando 2 ciclos a 98°C por 1 min. y 64°C por 2 min. Luego, 33 ciclos a 94°C por

1 min. y 64°C por 1 min. y finalmente un ciclo de extensiéon a 72°C por 10 min.

Los productos amplificados se corrieron en un gel de 2% agarosa Nu-Sieve con
maracadores adecuados. Se espera un amplicon de 120 pb. en el PCR de Leishmania

spp., mientras que en el PCR de T. cruzi se espera un amplicén de 330 pb.

3.11) Digitalizacién de las figuras

Las figuras fueron digitalizadas en un Scanner de pagina completa ScanMaker,
Microtek, modelo E3 y armadas usando el programa de manejo de imagenes Paint
Shop Pro 3,1 (JASC, inc.).

La impresién se hizo usando papel especial HP Bright White de Hewlett Packard, en

una impresora Deskjet 600, Hewlett Packard.
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4.1) Respuesta humoral en Leishmaniasis Cutanea Andina (LCA), Leishmaniasis

‘Cutanea Selvatica (LCS), Leishmaniasis Mucocutanea (LMC), la infeccién mixta

Leishmania (Viannia) braziliensis/Trypanosoma cruzi (IM) y la Enfermedad de

Chagas (ECh)

Para evaluar la respuesta humoral desarrollada por pacientes con LCA, LCS, LMC, IM
y ECh, se llevaron a cabo experiencias de Western blot con extractos de parasitos y
los sueros de cada grupo. El perfil antigénico de los extractos proteicos de L.(V.)
peruviana, L.(V.) braziliensis y T. cruzi con sueros de pacientes con Leishmaniasis y la
Enfermedad de Chagas se muestran en la Fig. 8 (los resultados que se muestran en
esta figura son representativos de un gran grupo de sueros analizados por Western
blot; en esta primera etapa se analizaron 9 de 23 sueros LCA, 10 de 11 sueros LCS,
38 de 45 sueros LMC, 5 de 6 sueros IM y 40 de 45 sueros ECh).

Observamos en los sueros de pacientes con LCA a dilucién 1:100 una débil reaccién
con el extracto proteico de L.(V.) peruviana. Una de la bandas reconocidas con mas
intensidad dentro del marco de una reaccién general suave, corresponde a una
proteina de 70 kDa (Fig. 8A, calle 1). Los sueros de pacientes con LCS también
presentan una reaccion débil con el extracto proteico de L.(V.) braziliensis, pero
reconocen intensamente una proteina de 70 kDa (Fig. 8A, calle 2). Los sueros de
pacientes con LMC muestran una reaccion fuerte con proteinas parasitarias en un
amplio rango de pesos moleculares (Fig. 8A, calle 3). Se destaca la reaccion contra
una proteina de 70 kDa, como se observa para pacientes con LCA y LCS. Cabe
destacar que el perfil de la calle 3 de la Fig. 8A fue obtenido con una dilucién 1:500 del
suero, mientras que los resultados de la calle 1 y 2 fueron obtenidos con una dilucién
1:100, indicando un mayor nivel de anticuerpos contra proteinas parasitarias en LMC.
En IM existe una fuerte respuesta humoral contra las proteinas de L.(V.) braziliensis
(Fig. 8A, calle 4), entre las cuales se destaca, notablemente, la proteina de 70 kDa.
Una banda del mismo peso molecular también es reconocida en el extracto de T. cruz/
(Fig. BA, calle 5). Como fue demostrado anteriormente (Mesri E., Tesis doctoral, 1990;
Levitus G., Tesis doctoral, 1991; Kaplan D., Tesis doctoral, 1995) los sueros
chagdsicos crénicos presentan niveles elevados de anticuerpos contra un amplio

espectro de antigenos del extracto de T. cruzi (Fig. 8, calle 6).



84

A diferencia de lo observado con los sueros de pacientes con Leishmaniasis, la

proteina de 70 kDa no es inmunodominante en la infeccién chagésica.
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Fig. 8: Reaccidén de los sueros leishménicos y chagdsicos con proteinas de L.(V.) peruviana, L.(V.)
braziliensis y T. cruzi analizadas por Western blot. Los extractos proteicos (30pg/calle) se
separaron por electroforesis en geles pequefios de poliacrilamida (7,5%). (A): reaccién de los
sueros LCA, LCS, LMC, IM y ECh con los extractos de parésitos homélogos. Calle 1, reaccion de
un suero LCA (1:100) con proteinas de L.(V.) peruviana. Calle 2, reaccién de un suero LCS
(1:100) con proteinas de L.(V.) braziliensis. Calle 3, reaccién de un suero LMC (1:500) con
proteinas de L.(V.) braziliensis. Calle 4, reaccién de un suero IM (1:500) con proteinas de L.(V.)
braziliensis. Calle 5, reaccién del mismo suero IM (1:500) con proteinas de 7. cruzi. Calle 6,
reaccion de un suero chagdsico (1:500) con proteinas de T. cruzi. (B): Reaccién cruzada entre los
sueros LCA y LMC con extractos de parésitos heterélogos. Calle 1, reaccién de un suero LMC
(1:500) con proteinas de L.(V.) peruviana. Calle 2, reaccion de un suero LCA (1:100) con
proteinas de L.(V.) braziliensis. (C): reaccién cruzada entre sueros LMC y ECh con extractos de
pardsitos heter6logos. Calle 1, reaccion de un suero LMC (1:500) con protefnas de 7. cruzi. Calle
2, reacci6n de un suero ECh (1:500) con proteinas de L.(V.) braziliensis.
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El perfil de los sueros de pacientes con las distintas formas clinicas de Leishmaniasis
pone de manifiesto la importancia de la reaccién con la proteina de 70 kDa. Dos
fendmenos son evidentes: la reaccién cruzada de los sueros de individuos con LCA y
LMC (Fig. 8B, calle 1y 2), y entre los sueros de individuos con ECh (Fig. 8C, calle 1) y
LMC (Fig. 8C, calle 2).

A partir de lo observado, se supuso que la banda de 70 kDa podria ser la proteina de
choque térmico de 70 kDa (HSP70). Esto se confirmé utilizando el anticuerpo
monoclonal (AcM) D4F18 que reconoce las HSP70 (Blisnick y col., 1988). Se observa
que este AcM reconoce la HSP70 de varias especies de Leishmania sp, como por
ejemplo: L.(V.) braziliensis, L.(V.) peruviana, L.(V.) panamensis, L.(V.) guyanensis y
L.(L.) chagasi (Fig. 2, calles 1, 2, 3, 4, 5 y 6). Llama la atencion que el AcM en el
extracto de L.(L.) chagasi reconoce una banda aproximadamente 68 kDa, ligeramente

inferior a la HSP70 de las otras especies de Leishmania sp analizadas (Fig. 9, calle 5).

123456

Fig. 9 Reaccion del AcM D4F18
con extractos  proteicos de
diferentes especies de Leishmania
sp. Lo$ extractos proteicos
(50pg/calle) se separaron por
electroforesis en geles grandes de
poliacrilamida (7,5%).
Calle 1 y 6: extracto de L.(V.)
braziliensis
Calle 2: extracto de L.(V.)

70 kDa.= RL peruviana
Calle 3: extracto de L.(V.)
panamensis
Calle 4: extracto de L.(V)
guyanensis

Calle 5: extracto de L.(L.) chagasi
La flecha indica la posicién de la
proteina HSP70 (70 kDa).
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Se observa que la banda de 70 kDa reconocida por un suero LMC (Fig. 10, calle 1) y la
banda reconocida por el AcM D4F18 (Fig. 10, calle 2) tienen movilidades semejantes.

Fig. 10 Reaccion del suero LMC 145 y el AcM D4F18 con la proteina de 70 kDa de L.(V.)

braziliensis por Western blot. Los extractos de L.(V.) braziliensis (30pug) se corrieron en un gel
7,5% SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se revel6 con el suero LMC

145 (calle 1) o con el AcM D4F18 (calle 2).

_ El laboratorio disponfa de un recombinante, Lbb1 (Levy-Yeyati P., Tesis doctoral, 1992)

que cubre los 228 aminoacidos C-terminales de la proteina HSP70 de L.(V.)
braziliensis. Esto permiti6 realizar un mapeo epitépico grueso para determinar la
importancia de esta regién en la induccién de la respuesta anti-HSP70 en
Leishmaniasis. Asl, se realiz6 una experiencia de competicion, en la cual un suero
LMC se hizo reaccionar con un extracto de L.(V.) braziliensis antes (Fig. 11, calle 1) y
despuéé de pre-incubarlo con el recombinante Lbb1 (Fig. 11, calle 2). La desaparicién
especifica de la reaccién con la banda de 70 kDa indica la identidad de la banda y al

mismo tiempo ubica los epitopes en la region C-terminal de la proteina.

f voad iy
U [l A
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Fig. 11 Inhibicién de la reactividad
anti-HSP70 de un suero LMC con
el recombinante Lbb1.

e O El homogenato total de L.(V.)
braziliensis ~ (50ug/calle)  se
resolvié en geles de poliacrilamida
y se transfirio a membranas de
nitrocelulosa. Las tiras de
nitrocelulosa fueron incubadas con
el suero LMC 143 (1:2.000) calle
I, o con la misma dilucién del
suero pre-incubada durante | hora
con 20pg de la proteina de fusion
GST-Lbbl, calle 2.

Durante esta serie de experiencias se observé un fenémeno sobre el que no existen
antecedentes en la literatura. Los sueros de los pacientes LMC 143 y 145 poseian
titulos muy elevados de anticuerpos anti-Leishmania (véase calle 1 de la Fig. 10 las
reaccidon del suero 145, dilucién 1:5.000). Estos sueros conservaban reactividad
inclusive hasta dilucién 1:20.000. En este caso la Unica banda reconocida en el

Western blot era la de 70 kDa (Fig. 12).

1

|
Fig. 12 Reactividad del suero
LMC 145 con el extracto de
L.(V.) braziliensis a altas
diluciones. El extracto de
L.(V.) braziliensis (30pg) se
. L corri6 en un gel 7,5% SDS-
70 kDa = PAGE y transfiri6 a
- r membranas de nitrocelulosa.
Una tira (calle 1) fue revelada
[4 L g Rl con el suero LMC 145 diluido
en 1:20.000.
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4.2) Construccién de una biblioteca de expresion en Agti1 de L. (V.) peiuviaiia

Dado que ya se disponia de las HSP70 de L.(V.) braziliensis y T. cruzi, se decidi6
completar la caracterizacion de la respuesta anti-HSP70 en Leishmaniasis y clonar el
ADNc de la HSP70 de L.(V.) peruviana. Con este fin, se construy6é una biblioteca de
expresién de L.(V.) peruviana en el vector Agt11 a partir de ARN poly-adenilado de
promastigotes de la fase estacionaria temprana de la cepa LC26 de L.(V.) peruviana.
Se sintetizaron 431.2 ng de ADNc simple cadena, indicando que se transcribié un
43.12% del ARN poly-adenilado y 355 ng de ADN doble cadena dando una eficiencia
de transcripciéon de 82,4% (Tablas 1y 2).

Tabla 1.

Sintesis de ADNc de L.(V.) peruviana

ARNm 119
Transcriptasa Reversa 20 U/pg
Primera cadena ADNc sintetizada 431,2 ng
Porcentaje ARN transcripto 43,12%
Segunda cadena ADNc sintetizado 355 ng
Porcentaje segunda cadena ADNc transcripto 82,4%

Cantidad total de segunda cadena sintetizada 711 ng

Tabla 2.

Clonado de ADNc de L.(V.) peruviana en Agti1

Brazos Agt11/Eco RI/CIP 1 g
Inserto ADNc LC26 50 ng
Eficiencia de clonado (ufp/ug inserto) 2x107
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El porcentaje de fagos recombinantes con inserto presentes en la biblioteca fue de un
80%, dando una eficiencia de clonado de 2x10’ ufp/ug de inserto. La biblioteca sin
amplificar tenia un titulo de 2x10° ufp totales y al amplificarla alcanzé un titulo de 1x10°
ufp/ml. El tamafio promedio de los insertos de la biblioteca de ADNc se analizé por
PCR (Saiki y col., 1988). Los fragmentos amplificados a partir de los insertos de 10
fagos recombinantes tomados al azar variaron entre 400 y 1.300 pb, mientras que la
amplificaciéon de un fago no recombinante (placa de lisis azul) no dio producto de

amplificacién (resultados no mostrados).

4.3) Clonado y caracterizacion de la hsp70 de L.(V.) peruviana
4.3.1) Aislamiento del clon U4

El aislamiento de la hsp70 de L.(V.) peruviana se realizé simultaneamente por rastreo
inmunolégico con anticuerpos anti-Lbb1 y el ADNc de Lbb1 marcado radioactivamente
(Materiales y Métodos). Se rastrearon 100.000 fagos independientes de la biblioteca de
expresion de L.(V.) peruviana con los anticuerpos anti-Lbb1 del suero de un paciente
con LMC (ver suero de la Fig. 8A, calle 3, y Apéndice) y con la sonda correspondiente.
Trabajando con réplicas se identificaron 3 fagos recombinantes que eran poéitivos por
ambos rastreos. Se selecciond el recombinante U4 por poseer la mas alta reactividad
con el anticuerpo anti-Lbb1 y dar una sefial muy fuerte de hibridizacién con la sonda
Lbb1. El tamafio del inserto contenido en el recombinante U4 se determind por

digestion con Eco RI, dando un tamafio de aproximadamente 1,6 Kb.

4.3.2) Secuenciacion del clon U4

El inserto fue subclonado en el vector M13mp18 para su secuenciacién. La secuencia
del ADNc de U4 no se pudo completar con el “primer forward” (-40) de M13mp18,
leyéndose solo 400 pb de la regién codificante (Figs. 14a y 16).
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Para completar la secuencia se sintetizé un oligo (5' TCGAAGGAAGAGTACAGGCA 3)
basado en la secuencia nucleotidica obtenida. Desafortunadamente, el “primer” se unia
inespecificamente a otras regiones del ADNc, dando lecturas de bases superpuestas.
Se intentd leer desde el extremo 3' no codificante usando el “primer forward” sobre la
hebra complementaria del ADNc de U4. Luego de leer el adaptador, usado para la
construccion de la biblioteca y la cola de poly-A, no se pudo leer mas (Figs. 14a, flecha
a la derechay 17).

Este resultado coincide con lo informado por Yeyati en su tesis doctoral (Levy-Yeyati,
1992) cuando analiz6 la secuencia del recombinante Lbb1. En su tesis, Yeyati informa

sobre la presencia de una regién 3 no codificante no secuenciable debido

" probablemente a la presencia de secuencias repetitivas y un alto contenido de bases

GC. Este fenémeno también fue informado por otros investigadores (Lee y col., 1988:
Mc.Farlane y col., 1990; Bock y Langer, 1993).

Finalmente, se disefio otra estrategia para completar la lectura de ia secuencia
codificante. Al analizar la secuencia nucleotidica de las HSP70 de L.(V.) braziliensis
(Levy-Yeyati P., Tesis doctoral, 1992) y la de L.(L.) amazonensis (Bock y Langer, 1993)
se observo que la secuencia correspondiente al Ultimo codén codificante y el codén de
terminacion correspondia al sitio de corte de la enzima Sal | (Fig. 14a). Esto permitio
realizar un clonado direccional por corte con Eco Rl para liberar el inserto y con Sal |
para separar la region codificante de la no codificante. Efectivamente, al cortar con Eco
Rl y Sal | se obtienen 2 fragmentos: uno de 550 pb, correspondiente a la regidn
codificante (Fig. 13, calle 2) y el otro de 1.050 pb correspondiente a la regién 3' no

codificante incluyendo la cola de poly-A (Fig. 13, calle 3).

pb M11 2 3 4 M2 Fig. 13 Fragmentos derivados de U4 utilizados
5 : en el subclonado.

‘ Los fragmentos purificados correspondientes a la

- region codificante (550 pb, calle 2) y no

3.200- codificante (1.050 pb, calle 3) de U4, asi como el

1.600- inserto completo (1.600 pb, calle 4) y el vector

1.060- pGEM3zf(+) digerido con Eco RI y Sal | se

550- resolvieron por electroforesis en gel de agarosa

(1%) y revelaron con Bromuro de Etidio. M1:
marcador A/Hind 1l y M2 marcador 1 Kb
ladder.
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Estrategia de secuenciacion del recombinante U4 de L.(V.) peruviana
Region codificante Region 3’ no codificante
Sal I
+ —
L
550 pb

|

R4

1.050 pb

Fig. 14 Estrategia de secuenciacion del recombinante U4 de L.(V.) peruviana

a) Diagrama del ADNc contenido en el recombinante U4 y la estrategia usada para la
secuenciacion parcial del recombinante. b) Diagrama de la regién codificante y no codificante del
recombinante U4 obtenidas por corte con Sal | y la estrategia de secuenciacion para completar la
region codificante. Las 4reas claras corresponden a la secuencia del adaptador usado en el clonado.
El 4rea punteada clara corresponde a la region codificante. El drea negra corresponde a la region 3°
no codificante. El 4rea gris corresponde a la cola de poly-A. Las flechas indican la region
secuenciada y las flechas de dos cabezas indican el tamafio de las regiones codificante y 3" no
codificante respectivamente.
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U4 tiene un marco de lectura abierto de 525 pb que codifica los 174 aminoacidos C-
terminales de la HSP70 de L.(V.) peruviana (Fig. 15). De los 1.075 pb correspondientes
a la region 3' no codificante, se leyeron aproximadamente 300 pb posteriores al codon
de terminaciéon. Desde el poly A se leyeron aproximadamente 300 pb (Fig. 19). Una
vez subclonados los fragmentos, se utilizd la secuenciacion automatica para completar

la lectura de las diferentes regiones de U4 (Figs. 16-19).
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GAATTCGAGGATCCGGGTACCATGG CG TTC GAC CTG GAC GCG AAC GGC ATC CTG AAC GTG
F D L D A N G I L N v

TCC GCG GAG GAG AAG GGC ACC GGC AAG CGC AAC CAT ATC ACC ATC ACC AAC GAC
] A E E K G T G K R N H i § T I T N D

AAG GGC CGA CTG AGC AAG GAC GAG ATC GAG CGC ATG GTG AAC GAT GCG TCG AAG
K G R L S K D E I E R M v N D A S K

TAC GAG CAG GCC GAC AAG ATG CAG CGC GAG CGC GTG GAG GCG AAG AAC GGC CTG
Y E Q A D K M Q R E R v E A K N G L

GAG AAC TAC GCG TAC TCG ATG AAG AAC ACG GTC TCC GAC ACG AAC GTG TCC GGC

AAG CTG GAG GAG AGC GAC AGG TCC GCG CTG AAC TCG GCG ATC GAC GCG GCG CTG

GAG TGG CTG AAC AGC AAC CAG GAG GCG TCG AAG GAA GAG TAC GAG CAC CGC CAG

AAG GAG CTG GAG AGC ACA TGC AAC CCG ATC ATG ACC AAG ATG TAC CAG AGC ATG

GGC GGC GGC GCG GGC GGC ATG CCC GGC GGT ATG CCG GAC ATG AGC GGC ATG GGC

G G G A G G M P G G M P D M s G M G

GGT GGT GCG GGT CCG GCC GCC GGA GCC TCC TCC GGC CCC AAG GTC GAG GAG GTC
G G A G P A A G A s s G P K v E E v

GAC TAG GCTCTGTGTGCACCACCGGCTGTAGTGCTCGCGGGTGAATGCCATATATCCTGCTCACGCCGC
D *

TGATGTATGTTTGGTTGTTGGCGGATGCGGGTTCGCTGATGCCGTGGAGATACTCCTCGAACTGATGGATA
TGGTGCTACTATGTCCTGTTCAGGTGTTTTCTTGCCTTGCTTTGACGCGCGGGTGTCTTACAGTGGCGCTG
CGACTCTTTCTCCTCGCATATGCGGCGTGTCTCTCCGTGTGTGTATGTCTTAARAAAATTTTGGTGTGTTT

AAAATTTCCTTCCTTTGGTACTAGAGCGTTTT. . (#) . . TTTTTTTTAATTTTTTCCCCCCCTTTTGGGCC

TTTTTTCCCCGGETTTTCCCCCCCTTTTTTTTTCCCCGCCCTTCCCCTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCC

CCCTTTTTTCCTTTTTTCCCCCGGGGGAAAATAAAARAAATAAATAARAAAAAAAATAAAAARAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARA CCATGGTACCCGGATCCTCGAATTC

Fig. |15 Sccuencia nucleotidica parcial y de aminoacidos del recombinante U4 correspondiente a la
porcion C-terminal de la HSP70 de L.(V.) peruviana. El adaptador usado en el clonado esta
subrayado.

# region no secuenciada, * codon de terminacion.



95

. PTES o ol o a5 . T Ll o Lol iy o
P2y ar s I MODNNE L 44 $HIDD 33003 WNIJ D 44900 KNLL W LLHDINDU & 1ry D308 M i Ny FO2I23) 20 41 DONDMNIID . f 3 ikl DNDOBLIINEINUINDD LINIDD =2
- — - - — ————
= = T . L —— =AY - . 3 .
» X ] 7, v Fe O 2 x - i ) i
! - v i i
Loy ' i : | !
| \ i W
|
|
Y int ot acr L o5 o o s £ oov ot o
O3 44 43N DG S ZIIINNLLG 4 1 LD i DD LIYR T 0 YED TDLL LIS D FVNTIIN0 33 1200 D O3 41D YDz s 00D FNDD:202D Dy D033 T OO0 s 37T NG LIDD0 4 DYDMo LD
e o o v ot R R v T At T —— T =
[ | ' | e Y AN Iy
1) ' | i R A o _.f \ s t I 4 I
¢ \ ! L e ) =LA 1l "k |
it ' 1. e | _.1_
! ) . 1
i i
|
) | i
L L
'
ot i L :

i wur oL ol ot
D20 DIDDIAT DB I4LT 0IDDITIDT DL VIDIILDODTITDIOY DD BYDD 4I3DY v

i
oo adul TSIy 29 BIDLLID

Lo BOY3 13 D r

[-~3 3
TLAUvYDIL43r J B3 D3

4D+ U000 4220007

EL R

D20 vy IDG I

L' 01 :buoedg
Wd 91'S 9661 LI IN "Pap
WY SE.£ 9661 ‘8L 1IN "Nyt
| jo | abeyq

LI
TO 90 B9 IDIJLL DD

& s
dvDy *2Y0 20D 0D YOI v 10D YYrLUI LU0

Bz

904 DD

=

al

30390 LTDTDIYDOY TV DL NDIIDDD T

o o vt
230 T:T3IITDRVITIVIL LTI ITEL

o n -3 o [ o o
TR L 2. YHDD YW NDID DYOD DL DTN I 40 0% L 1237100 YD DYy D12y DL DD YODD
/98 '| @seg (0GSEB O] L98 Sluiod Gg aue
S8BOZBOVE Bep
{e1wig-pawngaig
vl | 682 9 65k Y £9€:D |eubig 52 ajdweg

o
+ 100032321 rO51 0.

L 0 .
V3. 2D ONDU Y S el N Y20

o

Si 0’2 uoIsiap
VELE 130N
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Fig. 18 Sccuencia automatica del extremo C-terminal de la region codificante del ADNc Ud
(fragmento de 350 pb en la Fig. 13, calle 2 y Fig. 14b, fragmento de 550 pb flecha derecha). Se
muestra la sccuencia de la cadena complementaria del inserto 550 pb.
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‘Del anélisis del marco de lectura abierto del recombinante U4 en un banco de datos se

observa que dicho recombinante presenta homologia con la porciéon C-terminal de las
proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) ya informadas para otros
kinetopiastidos (Lee y col., 1988; Mc.Farlane y col., 1990; Bock y Langer, 1993;
Quijada y col., 1996). Las HSP70 de los kinetoplastidos muestran homologia, sobre
todo en la regiéon N-terminal, donde se localizan los sitios de unién al ATP y
calmodulina, ligandos que modulan su actividad como chaperonas moleculares.
Previamente, en el laboratorio se habian aislado los ADNc de las porciones C-
terminales de las hsp70 de T. cruzi (recombinante RA1, 236 aminoacidos) y de L.(V.)
braziliensis (recombinante Lbb1, 228 aminoacidos) (Levy-Yeyati P., Tesis doctoral,
1992). Ambos recombinantes presentan una homologia que decae hacia el extremo C-
terminal, donde se observan el mayor nimero de substituciones no conservativas (ver
Introduccion). En la Fig. 20 se comparan los ultimos 174 aminoacidos C-terminales de
los 3 recombinantes.

Al comparar la secuencia de aminoacidos del recombinante U4 con Lbb1 observamos
una homologia de 98% (97% identidad y 1% substituciones conservativas), mientras
que con el recombinantes RA1, la homologia alcanza un 87% (74% identidad y 13%
substituciones conservativas). La gran homologia entre los recombinantes U4 y Lbb1
coincide con los resultados de la Fig. 1 y 2, donde se demuestra la conservacion de
epitopes en las dos especies de Leishmania sp. Llama la atencién la presencia de 2

motivos GGMP en U4 y Lbb1 y 6 en RA1.
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Fig. 20 Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la porcién C-terminal de las hsp70 de
L.(V.) peruviana (U4), L.(V.) braziliensis (Lbb1) y Trypanosoma cruzi (RA1). Los puntos indican
aminoécidos idénticos. Los guiones se introdujeron para permitir un mejor alineamiento de la
secuencia. El motivo repetitivo GGMP est4 subrayado. Se comparan los 174 (ltimos aminodcidos
C-terminales de los 3 recombinantes.
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4.3.3) Organizacion genémica del locus hsp70 en L.(V.) peruviana y L.(V.)

braziliensis

Para confirmar la identidad del inserto U4 y compararlo con Lbb1 se analizaron
Southern blots de ADN genoémico de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis y digeridos
con diferentes enzimas de restriccién (Fig. 21y 22, respectivamente).

Se observa para la mayoria de las enzimas evaluadas una o dos bandas hibridizantes,
lo que sugiere que el gen de la HSP70 de estas especies estaria organizado en un
locus genémico. Sin embargo, teniendo en cuenta la organizacién multicopia en
tandem que los genes hsp70 mantienen en la mayoria de las especies de Leishmania
sp (ver Introduccion), las bandas hibridizantes en las digestiones Pst |, Sal |, Bgl I,
Bam HI, Sma | y Hae lll, reflejarian las unidades repetitivas del tandem. Mientras que la
banda de 23 Kb de las digestion Eco RIl, Kpn | y Hind Ill representa el cluster que
contiene las unidades repetitivas (Figs. 21y 22).

Como era de esperar siendo dos especies tan emparentadas, el analisis del Southern

blot de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis muestran la ausencia de polimorfismo inter-

especies con las enzimas estudiadas.

Kpb 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 Fig. 21 Analisis de Ia
230 "o pe it organizacion genamica de lIa
) HSP70 de L.(V.) peruviana

04 __ g por Southern blot.
o i El ADN genomico de L.(V.)
' peruviana (20 pg/calle) sin
digerir (calle 1) y digerido con
- las enzimas de restriccion Pst
o i I, Sal I, Kpn I, Bgl II, Hind
. ' - I, Bam HI, Eco RI, Sma I y
Hae III (calles 2 a 10,
- e respectivamente) fue sometido
20— a electroforesis en gel de

agarosa (0,8%), transferido a
membranas de nylon e
hibridado con wuna sonda
radioactiva correspondiente al
clon U4,
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7 8 910
q "2#" :

¥ Fig. 22 Analisis de Ia
organizacion genomica de la

HSP70 de L.(V.) bhraziliensis

Kb 12 3 45 6
23,0__'?1_.- t 3 *

i por Southemn blot.

6,5 . El ADN genomico de L.(V)
braziliensis (20 pg/calle) sin
digerir (calle 1) y digerido con

44 7 las enzimas de restriccion Pst 1,

: Sal 1, Kpn [, Bgl 11, Hind III,
Bam HI, Eco RI, Sma [ y Hae

2,3 3 M (calless 2 a 10,

respectivamente) fue sometido

20—

i a electroforesis en gel de
agarosa (0,8%), transferido a
membranas de nylon e
hibridado con una sonda
radioactiva correspondiente al
clon U4,

4.3.4) Subclonado y expresion de las HSP70 de Leishmania (Viannia) peruviana y

L.(V.) braziliensis en cultivos bacterianos

Con el fin de evaluar la respuesta humoral anti-HSP70 de pacientes con Leishmaniasis
los ADNc de las porciones C-terminales de las hsp70 de L.(V.) peruviana, L.(V.)
braziliensis y T. cruzi se subclonaron en el vector de expresion pGEX1AT. Del
subclonado del recombinante U4 en pGEX1AT se obtuvieron 2 plasmidos
recombinantes (pU4.2 y pU4.5), que habian incorporado el inserto, pues al digerir los
plasmidos recombinantes con Eco RI, liberaban un fragmento de 16 Kb
correspondiente al ADNc clonado (Fig. 23A, calles 5 y 6). Como el subclonado fue bi-
direccional, quedaba por determinar si los ADNc habian sido clonados en la orientacion
adecuada, lo que permitiria la expresion de una proteina de fusion con la proteina
“carrier’, Glutation S-transferasa (GST). Por esta razon, se analiz6 la expresion de la
proteina de fusion por Western blot, usando como inmunosonda el suero de un
paciente con LMC (143) que presenta titulos elevadisimos de anticuerpos anti-HSP70

(ver Fig. 11).
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En la Fig. 23B calles 3 y 4, se muestra la reactividad de una banda de 47 kDa para
ambos clones recombinantes que corresponde a la expresion de una proteina de
fusion (GST-U4), lo que indicaba el cionado de U4 en la orientacién adecuada.

Del subclonado del recombinante Lbb1 en pGEX1AT se obtuvieron también 2 clones
recombinantes (pLbb1.2 y pLbb1.6), cuyos plasmidos al ser digeridos con Eco RI
liberaron un fragmento de 2 Kb, correspondiente al ADNc Lbb1 (Fig. 23A, calle 7). En
forma similar a lo realizado para el clonado del ADNc de U4, se verifico el clonado en
la orientacién correcta. Un primer analisis de las proteinas recombinantes expresadas
indicaban que sélo el recombinante pLbb1.6 habia sido clonado en la orientacion
correcta, obteniéndose una proteina de fusion de 53 kDa (Fig. 23B, calle 1). Ensayos
posteriores demostraron que el otro recombinante (pLbb1.2) expresaba poca proteina

de fusién (datos no mostrados). La razon de esta expresion disminuida no se ha

elucidado.

A

Fig. 23 Subclonado en pGEXIAT de U4 y
12345678 Lbbl.
A) Plasmidos aislados de las bacterias no
recombinantes (calle 2) o recombinantes
U4.2 (calle 3), U4.5 (calle 4) y Lbbl.6
(calle 5). Los plasmidos pU4.2, pU4.S y
pLbbl.6 se digirieron con Eco RI (calles
6, 7 y 8, respectivamente). Calle |
Marcador A/Hind IIl.  La figura
corresponde a un gel de agarosa 1% tefiido
con Bromuro de Etidio.

B) Analisis de la expresion de proteina
B recombinante U4 y Lbbl por Western
blot.
Las bacterias recombinantes fueron
1 2 3 4 5 crecidas a 37°C, inducidas con IPTG y
sonicadas. El sobrenadante colectado e
incubado con glutation-agarosa. Luego de
varios lavados, a la matriz se le adiciono
53 kDa-> € 47 kDa. loading buffer. Las muestras se corrieron
en un gel 10% SDS-PAGE y se
transfirieron a membranas Hybond C. El
Western blot se revelo con un suero LMC
145 (1:5.000). Calle 1: Lbbl.6, calle 2:
pLbbl.2, calle 3: pU4.5, calle 4: pU4.2,
calle 5: no recombinante.
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Del subclonado del ADNc contenido en el fago recombinante RA1, se obtuvo un clon
recombinante, cuyo plasmido al ser digerido con Eco Rl liberaba el inserto de 939 pb y
por Western blot expresaba una proteina de aproximadamente 55 kDa (Fig. 24, calle 1)

reconocida por el suero LMC 143 (datos no mostrados).

M1 2 3
Fig. 24 Subclonado en pGEXIAT de los
208 — s i ADNc de RA1 y JL7.
b Analisis de la expresion de proteina
115 - va recombinante RAl y JL7 por SDS-
195-kg PAGE.
R Las bacterias recombinantes fueron
“ crecidas a 37°C, inducidas con IPTG y
{8 ol sonicadas. El sobrenadante colectado e
495‘?#% 2 incubado con glutation-agarosa. Luego
de varios lavados, se adiciono a la matriz
loading buffer. Las muestras se
3418"% corrieron en un gel 10% SDS-PAGE.
e M: Marcador de peso molecular; calle 1:
B3-% o GST-RAI; calle 2: JL7, clonado en
forma invertida; calle 3; GST-JL7.
P

4.3.5) Reactividad humoral contra el recombinante U4 en diferentes infecciones

Dado que los epitopes de HSP70 se concentran en su extremo C-terminal (ver pag. 93,
Fig. 11 de la presente tesis, Wallace y col., 1992 y Amorin y col., 1992) decidimos
evaluar la respuesta anti-HSP70 usando como antigeno el recombinante U4. Es
importante destacar, ademas, que U4 contiene el unico epitope que ha sido
completamente mapeado en Leishmaniasis humana entre los residuos 520 y 540 de la
proteina (Wallace y col., 1992) y el epitope reconocido por el AcM. Se realizaron 3

ensayos diferentes: ELISA, Ensayo de Placa de Lisis (EPL) y Western blot.
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4.3.5.1) ELISA

Los resultados de los ensayos de ELISA se resumen en la Tabla 3 y la Fig. 25. La
reactividad anti-U4 de los sueros de pacientes con LCA y LCS resulta débil como se
preveia de acuerdo a los resultados de la Fig. 8. La mayoria de estos sueros no
reacciona con U4. Sobre los 23 sueros LCA, sélo 8 son positivos (35%), mientras que
sélo 4 de 11 muestras LCS son positivas (36%). Esto contrasta con lo observado para
LMC, donde 38 de 45 (84%) sueros analizados provenientes de Peru y Bolivia
reaccionan intensamente con U4, con valores de densidad éptica oscilando entre 0,65-
3,35 (Fig. 25).

Los sueros de pacientes con IM (todos provenientes de Bolivia) presentan un 60% de
positividad con U4 (3/5). Estos tres sueros reaccionaron con valores de densidad
optica semejantes a los obtenidos para LMC (Fig. 25 y Tabla 4).

Cuando se evalud la reactividad de los sueros chagasicos crénicos se observd que 8
de los 45 sueros analizados (18%) reaccionaban con U4 con valores de densidad
optica ligeramente superiores a la linea de corte, indicando probablemente la presencia
de anticuerpos anti-HSP70 contra epitopes compartidos entre ambos parasitos. Este
resultado coincide parcialmente con lo informado sobre la reactividad de la HSP70 de
Leishmania sp. con sueros chagasicos, donde a pesar de la homologia
(aproximadamente 85%) entre las HSP70 de ambos Tripanosomatidos, los sueros

chagasicos no reaccionan con la HSP70 de Leishmania sp. (Mc.Farlane y col., 1990;

" De Andrade y col., 1992; Quijada y col., 1996).

En el grupo de enfermedades no relacionadas, sélo 2 sueros, uno de un paciente con
Malaria y otro con Lepra lepromatosa, reaccionan con U4 con densidades opticas
ligeramente superiores a la linea de corte (un informe completo de estos resultados se

encuentran en el Apéndice).



Tabla 3
Evaluaciéon de la reactividad de los
sueros LCA, LCS, LMC, IM, ECh y

Enfermedades no _ relacionadas

contra U4 medida por ELISA

Enferm N + %
LCA 23 8 35
LCS 11 4 36
LMC 45 38 84
IM 5 3 60
ECh 45 8 18
ENR 28 2 7

N: Niimero total de sueros
+: Sueros positivos; %: Porcentaje de sueros positivos
ENR: Enfermedades no relacionadas

106



107

Abs. Rel.

o

100 -
[ }
0 o
0- :
)
i o
80 &
i )
70 G
— 3

(u]

60
8
50 B
i a

40 - a

{ 8

30
| i "
20 g
. (=]
104 © 0 24

0 g 8 8 @
I . 1 5 1 ! I = I i 1 =
LCA LCS LMC M ECh NR

Sueros Humanos

* Fig. 25 Reactividad anti-U4 de los sueros de pacientes con LCA, LCS, LMC, IM y ECh. La

reactividad anti-U4 se midio por ELISA empleando la proteina de fusion GST-U4 como antigeno.
Los valores presentados para cada suero corresponden a una dilucion 1:400 y se expresaron como
la diferencia entre las DO obtenidas con la proteina de fusion y los obtenidas con la proteina
“carrier” (GST). La reactividad de cada suero se determiné en 2 experiencias independientes y los
valores se promediaron.

Abs Rel. = absorbancia relativa, se define como d, segin DO: X +d DS.



Tabla 4

Evaluacion _de niveles de anticuerpos anti-U4 en

pacientes IM

Pacientes con infeccién mixta, IM (N=5)

Suero Proc.
SR B
HA B
LCH B
CB B
FR B

DO
0,94
0,06
1,08
0,07
1,69

Proc: Procedencia (B: Bolivia)

DO: Densidad 6ptica

d: se define segiun, DO=x + d DS.
DS: Desviacion standard obtenida para el grupo de los

sueros normales.

d
35,8
0,6
41,4
1,0
61,8

4+

o

R

X =0,044
DS = 0,025
CUT OFF = 0,119
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La Tabla 5 resume la tabla del Apéndice y la Fig. 25 expresando la reactividad de los

distintos grupos con un sistema de cruces (reaccién débil +; reaccion muy intensa

++++).

En el grupo de LCA y LCS, uno de los 44 sueros analizados reacciona con U4

intensamente (++++), 11 sueros reaccionan débilmente (+ y ++) y 22 sueros no

reaccionaron. En el grupo LMC, 35 de los 45 analizados reaccionaron intensamente

con U4 (+++ y ++++) mientras que 3 reaccionaron débilmente (+ y ++) y 7 no

reaccionaron. En el grupo IM, 3 de los 5 sueros analizados reaccionaron intensamente

con U4 (++++) y los 2 restantes no reaccionaron.
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Tabla 5.

Reactividad de diferentes sueros humanos contra U4 medida por ELISA

Enfermedad N - + O A+ et

Leishmaniasis cutanea andina (LCA) | 23 19 7 1 0 0
Leishmaniasis cutdnea selvatica (LCS) 11 7 2 1 0 1
Leishmaniasis mucocutanea (LMC) ‘ 45 7 1 2 3 22
Infeccién mixta (IM) 5 2 0 O 0 3

Enfermedad de Chagas crénica (Ech) :l45 37 8 0 0 0

Enfermedades no relacionadas 28 26 2 0 0 0

N: niimero total de sueros en cada grupo. (-): DO< x + 3DS; (+): x + 3DS< x + 9DS; (++): x +
9DS< DO < x + 15DS; (+++): x + 15DS< DO < x + 21DS; (+++): x + 21DS< DO.

4.3.5.2) Ensayo de Placa de Lisis (EPL)

Este ensayo permiti6 comparar la reactividad de U4 con respecto a la de Lbb1 y RA1
(Fig. 26). Ademas, se incluyeron los recombinantes JL7 (diagnéstico de Enfermedad
cronica de Chagas), JL5 (marcador de cardiopatia chagasica), Tc C-P0O (proteina
ribosomal PO de T. cruzi) y extractos proteicos de T. cruziy L.(V.) braziliensis. En este
ensayo también se evaludé la reactividad de otras proteinas recombinantes de
Leishmania spp, los resultados correspondientes a estas proteinas se discuten mas
adelante.

A diferencia del ELISA, sélo se analizaron 13 sueros LCA. Dos de estos sueros, 919 y
961, reaccionaron débilmente con U4 (Fig. 26B, 1 y 3). El suero 961 lo hizo también
con Lbb1 (Fig. 26B, 3). Los restantes 11 sueros no reconocieron ni U4, ni Lbb1, ni otro
recombinante (Fig. 26B, 2).
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Es importante notar que los sueros 927, 937, 958, 965 y 1115 que reaccionaron
NEGATIVAMENTE en EPL fueron positivos débiles (+) por ELISA (ver mas arriba y
Tabla 3).

También se analizaron 12 sueros LCS (el suero 635 se agoté y no se evaludé por
ELISA). Cinco sueros (271, 343, 639, 903 y 956) fueron positivos débiles con U4 (Fig.
26C, 1, 2 y 3). Ademas, 343 y 956 reaccionaron con Lbb1 y RA1.

La comparacion con los resultados de ELISA confirma la positividad de los sueros 903

(+) y 956 (++++) e identifica como positivos los sueros 980 (+) y 1129 (++) que son
negativos por EPL. Tomando en conjunto estos resultados, resulta que de los 11
sueros ensayados en ELISA y EPL 7 son positivos. Sin embargo, 2 son positivos sélo
por ELISA y 3 son positivos sélo por EPL. Si consideramos como positividad un solo
ensayo positivo (cualquiera de ellos) pasamos a tener un porcentaje de deteccion de
64%, superior al 36% por ELISA y 42% por EPL.

- Los sueros LMC (N=45) se probaron diluidos 1:500. Cuarenta sueros reaccionaron

intensamente con U4 y Lbb1 (89%) (Fig. 26D, 1, 2 y 3). Sin embargo, por ELISA s¢lo
detectamos un 84% de positividad. Se repite el fendmeno observado en LCS. En
efecto, los 7 sueros negativos por ELISA son el 512, 652, 979, 1130, 1178. Al v CO:
de éstos sélo 512, 979, 1178 y AL son negativos por EPL. Si bien 652 y 1130

presentan leve positividad por EPL, el suero CO presenta una reaccion mas intensa

(++).
Es notable también que un suero (L2) negativo en EPL reacciona fuertemente (++++)
por ELISA. De los 40 sueros positivos, 29 reaccionaron con RA1 (64%).

En el grupo IM analizamos 6 casos, 5 sueros reaccionaron intensamente con U4 y
Lbb1 (Fig. 26E; 1, 3, 4, 5 y 6); 4 sueros también reaccionaron con RA1 (Fig. 26E; 1, 3,
4 y 6) y solo 2 sueros reaccionaron con JL5 y JL7 (Fig. 26E; 2 y 3). En este grupo de
pacientes los resultados de ELISA y EPL coinciden salvo en el caso del suero CB que
es negativo por ELISA y dudoso para JL7 por EPL (Fig. 26E, 4).

Ninguin suero chagasico reaccioné con los recombinantes U4 y Lbb1 (Fig. 26F; 1, 2 y
3). Sélo el 38% reaccion6 con RA1, 66% reaccioné con JL5 y 94% reaccioné con JL7.
Ningunc de los sueros de pacientes con enfermedades no relacionadas o individuos
normales, ninguno reacciono6 con los recombinantes probados.

En la Tabla 6 se resumen los datos obtenidos por este ensayo para los diferentes

grupos de sueros,
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Fig. 26. Reactividad de los sucros LCA, LCS, LMC, IM y ECh por EPL.

A) Esquema de la ubicacién de los fagos recombinantes

B) Reactividad de los sueros LCA: 919 (1), 927 (2) y 961 (3) a dilucion 1:100.

C) Reactividad de los sueros LCS: 639 (1), 941 (2) y 956 (3) a dilucion 1:100.

D) Reactividad de los sueros LMC: 143 (1), 931 (2) y 145 (3) a dilucion 1:500.

E) Reactividad de los sueros IM: SR (1), HA (2), LCH (3), CB (4), FR (5), LSH (6) a dilucion
1:500.

F) Reactividad de los sueros ECh: MS (1), MQ (2) y NE (3) a dilucion 1:500.
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Tabla 6.

Prevalencia de sueros humanos que reconocen los antigenos

recombinantes U4, Lbb1, RA1, JL5 vy JL7 por EPL.

U4 Lbb1 RA1 JLS JL7

Grupos de sueros + % + % + % + % + %
LCA (N=13) 2 1% 1 8 0 0 0O 0 0 0
LCS (N=12) 5 42 2 17 2 17 0 0 0 ©
LMC (N=45) 42 93 41 91 29 64 O 0 0 0
IM (N=6) 5 83 5 83 3 50 3 67 4 67
ECh (N=50) 0 0 0O 0 19 38 33 66 47 94
Otras enferm. (N=48) 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0
Ind. sanos (N=40) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

N = Numero total de sueros analizados, + = Niimero de sueros positivos, % = Porcentaje de sueros
positivos

A partir de los resultados obtenidos por EPL (Tabla 6), se determin6 el valor
diagnostico de los recombinantes empleados para LMC, ECh e IM (Tabla 7).

Para correlacionar la presencia de anticuerpos anti-U4, anti-Lbb1 y anti-RA1 con
Leishmaniasis mucocutdnea y doble infectados como un Unico grupo. De la misma
manera, la correlacién entre Enfermedad de Chagas cronica y la existencia de
anticuerpos anti-JL5, JL7 y RA1 se determindé considerando a los pacientes con
Enfermedad de Chagas y doble infectados en conjunto.

El analisis estadistico de los datos réve]é que los recombinantes U4 y Lbb1 presentan

* una alta sensibilidad (92 y 90%, respectivamente) y especificidad (100% para ambos)

para el diagnéstico de LMC. Efectivamente, el indice Kappa calculados para estos

antigenos fueron muy altos: 0,95 (U4) y 0,92 (Lbb1).
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Por el contrario, RA1 derivado de la HSP70 de T. cruzi fue reconocido sé6lo por el 64%
ed los sueros LMC, 38% de los sueros ECh y 50% de los sueros IM, resultando en
indices Kappa de 0,55 para LMC y 0,32 para ECh.

Como era de esperar (Luquetti 1990; Moncayo y Luquetti, 1990 y Levin et al, 1991) el
antigeno recombinante JL7 de T. cruzi presentdé muy alta sensibilidad (91%) vy
especificidad (100%) para el diagnéstico de la Enfermedad de Chagas, dando un
indice Kappa de 0,93. La reactividad anti-JL5, a pesar de ser menos sensible (64%)

resultd altamente especifica (100%) para esta enfermedad (indice Kappa=0,70).

Tabla 7.

Valor_diagnédstico (indice Kappa) de los antigenos recombinantes U4,

Lbb1, RA1, JL5 y JL7 para Leishmaniasis mucocutanea y Enfermedad de

Chagas crénica.

LMC ECh

U4 Lbb1  RA1 JL5 JL7 RA1

Total positivos (C) 47 46 51 36 51 51
Total negativos (D) 142 143 138 153 143 138
Verdaderos positivos (a) 47 46 32 36 51 22
Verdaderos negativos (b) 138 138 119 133 138 104
Sensibilidad 092 09 063 064 0091 0,39
Especificidad 1,00 1,00 0,86 1,00 1,00 0,78

Concord. Observada (Po) 0,98 0,97 0,80 0,89 0,97 0,66

Indice Kappa (K) 0,95 0,92 0,55 0,70 0,93 0,32

La sensibilidad, especificidad, concordancia e indice kappa se calcularon segun se
describe en Materiales y Métodos. Los indices Kappa se consideraron excelentes entre
0,8y 1,0; buenos entre 0,61 y 0,8; débiles entre 0,41y 0,6 y malos si son menores que

0,4.
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4.3.5.3) Western blot

El analisis por Western blot (Fig. 27) se usé basicamente para completar la informacién
sobre |a reactividad de los sueros IM. Los sueros de pacientes con LCA (Fig. 27A,
sueros 961 y 965) y LCS (Fig. 27B, suero 980) reaccionaron muy debilmente con U4 y
Lbb1 pero no con JL7. El suero 956 (Fig. 27B) reacciono intensamente con U4 y Lbb1.

Todos los sueros de pacientes con LMC reaccionaron intensamente con los
recombinantes U4 y Lbb1 (Fig. 27C, sueros 143 y 931), confirmando la presencia de
altos niveles de anticuerpos anti-HSP70. Llama la atencion la débil reaccién cruzada
con JL7 de algunos sueros LMC (Fig. 27C, suero 143).

De los cinco sueros IM, 3 (SR, LSH y LCH) reaccionaron con U4/Lbb1 (Fig. 27D),
mientras que de los dos restantes, reaccionaron intensamente (HA) y débilmente (CB)
con JL7 (Fig. 27D).

Los sueros chagasicos reaccionaron con JL7 y no lo hicieron con U4 y Lbb1 (Fig. 27E,
suero 48), salvo aquéllos que por ELISA mostraron una ligera reaccion positiva (Fig.
27E, sueros MS y 79).

Ningun suero normal (Fig. 27F, sueros NA y NJ) y de enfermedades no relacionadas

reaccionaron con U4, Lbb1 y JL7.
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Fig. 27 Reactividad de los sueros LCA, LCS, LMC, IM, ECh y normales con las proteinas
recombinantes U4, Lbb1 y JL7 por Westem blot.

Las proteinas recombinantes la proteina GST (calle 1), JL7 (calle 2), Lbb1 (calle 3) y U4 (calle 4)
fueron corridas en un gel 10% SDS-PAGE y electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa. Las
tiras conteniendo los recombinantes fueron incubadas con los sueros a una dilucion (1:500) y
reveladas.

A) Reactividad de los sueros LCA: 961 y 965

C) Reactividad de los sueros LMC: 143 y 931

D) Reactividad de los sueros IM: LSH, CB y LCH

E) Reactividad de los sueros ECh: 48.

F) Reactividad de los sueros normales.

Las proteinas recombinantes U4 (calle 1), Lbb1 (calle 2), JL7 (calle 3) y la proteina GST (calie 4):
B) Reactividad de los sueros LCS: 956 y 980

D) Reactividad de los sueros IM: SR y HA

E) Reactividad de los sueros ECh: MS y 79
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Para completar la reactividad de los sueros IM, se realizé un ensayo de ELISA usando
como antigeno la proteina recombinante JL7. En este ensayo se usaron todos los
sueros IM, algunos sueros chagasicos y unos pocos sueros LMC (Tabla 8).

Observamos que de los 5 sueros IM, s6lo un suero (HA) reacciona con el recombinante
JL7 con una densidad 6ptica de 0,25 (linea de corte: 0,095). De los dos sueros con
LMC analizados, uno (143) reacciona con JL7 con una DO de 0,10; mientras que el
otro suero (931) no reacciona con JL7. Todos los sueros chagasicos analizados (MS,

48 y 79) reaccionan fuertemente con JL7, con valores de DO entre 0,55-0,79.

Tabla 8.

Reactividad de diferentes sueros humanos

contra JL7 determinada por ELISA.

Suero Grupo DO d

SR IM 0,05 '1 ,5 = x = 0,065

HA IM 025 18,5 b SD =0,010
CUT OFF = 0,095

LCH IM 0,06 -0,5 -

CB M 0,08 15 -

LSH M 0,04 -25 -

143 LMC 0,10 3,5 +

931 LMC 0,00 -65 -

MS ECh 0,75 68,5 s

48 ECh 0,55 485 +4+++

79 ECh 0,79 725 R

Grupo: IM, infeccion mixta L.(V.) braziliensis-T. cruzi; LMC, leishmaniasis mucocutinea; ECh,
enfermedad de Chagas cronica. DO: Densidad optica; x: DO media obtenida nara el gruno de
sueros normales (N=5). DS: Desviacion Standard obtenida para el grupo de sueros normales
(N=5). Cut off: Linea de corte definida como x + 3DS; d se define segiin: DO= x + dDS. (-): DO<
x + 3DS; (4): x + 3DSL x + 9DS; (++): x + 9DSS DO < x + 15DS; (H+): x + 15DS< DO < x +
21DS: (+H+): x + 21DS< DO.
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Estos resultados correlacionan con los resultados de Western blot donde hallamos
una ligera reaccion cruzada de algunos sueros chagasicos con U4 y de algunos
sueros LMC con JL7 (Fig. 27).

4.3.5.4) Analisis por PCR

Para completar la caracterizacion de los sueros IM se realizaron amplificaciones por
PCR de minicirculos de los 2 parasitos sobre ADN extraido de alicuotas de suero (Fig.
28).

A B

Fig. 28 PCR de sueros de pacientes IM.

A) PCR de los sueros IM con primers de 7. cruzi.

B) PCR de los sueros IM con primers de L.(V.) braziliensis.

Sueros IM: HA (calle 1), CB (calle 2), SR (calle 3) y LCH (calle 4).

En la Tabla 9 se comparan los ensayos usados (ELISA, EPL y Western blot) para
evaluar las respuesta humoral en pacientes con Leishmaniasis y la Enfermedad de
Chagas contra los antigenos U4 y JL7 y se incluye el resultado de las amplificaciones.
Lo mas notorio es la amplificacion de ADN de T. cruzi en sueros con nulo o bajo nivel
de anticuerpos contra el reactivo diagnostico especifico, en este caso JL7 (Fig. 28 Ay
B y Tabla 9).
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Los resultados de PCR confirman la caracterizacion clinica de estos pacientes en los

gue se encuentran sintomas de ambas infecciones.

Tabla 9.

Pacientes IM:

Comparacion _de los 3 ensayos usados para evaluar la

respuesta humoral contra U4 y JL7 con la reacciéon PCR sobre

sueros

ELISA EPL Western blot PCR

udsa JL7 U4 JL7 U4 JL7 Lbb Tc
SR ++++ A e - ++++ = - i
HA - +++ - ++ - ++ - -
LCH ++++ = ++ +/- ++++ = - +
CB - - + - - + - -
LSH NR - NR - ++ - NR NR
FR ++++ NR  ++ - NR NR NR NR

L..b.b: L.(V.) braziliensis ; T.c: T. cruzi



4.4) Proteinas ribosomales de tipo P2 de L.(V.) peruvianay L. (V.) braziliensis

Trabajos previos de nuestro laboratorio han identificado y caracterizado el sistema de
proteinas ribosomales P de T. cruzi (Levin y col., 1993). Mas alin, Levitus y col., 1991
informaron la falta de reactividad de sueros de pacientes con Leishmaniasis visceral
contra el epitope inmunodominante de las proteinas ribosomales de tipo P2, sugiriendo
que la respuesta humoral desarrollada por pacientes con Leishmaniasis visceral era
diferente a la descripta para infecciones con T. cruzi. Sin embargo, evidencias surgidas
del estudio de infecciones animales (Soto y col., 1993a, 1993b, 1995a y 1995b)
indicaban que las proteinas ribosomales P de Leishmania sp. podrian ser antigénicas
en la infeccion humana, por lo que se decidié clonar las proteinas ribosomales P de
L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis. Su aislamiento se intenté por rastreo inmunologico
y con sondas radioactivas sobre bibliotecas de expresion en Agt11 de L.(V.) peruviana

y L.(V.) braziliensis.

4.4.1) Clonado de las proteinas ribosomales P2a y P2 de L. (V.) peruviana y de la
proteina P2 de L. (V.) braziliensis

Los primeros ensayos para aislar fagos recombinantes conteniendo ADNc de las
proteinas ribosomales P de L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis mediante rastreo
inmunolégico con una mezcla de sueros de pacientes con LCA, LCS y LMC fueron
negativos. Por lo que decidimos realizar el rastreo de ambas bibliotecas de expresion
con sondas radioactivas correspondientes a las proteinas ribosomales de tipo P2a y

P2pB de L.(L.) infantum.

4.4.1.1) Proteina ribosomal P2a de L.(V.) peruviana

Se rastrearon 100,000 ufp de la biblioteca de expresion de L.(V.) peruviana con las
sondas mencionadas. Luego de sucesivos rastreos se aislo un fago recombinante con
cada sonda. Ambos insertos fueron subclonados en el vector M13mp18 para su
secuenciacion. El recombinante P2a de L.(V.) peruviana (LbpP2a) contiene un inserto

de 900 pb, de los que se secuencid 715 pb (Fig. 29).
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Dicho recombinante presenta un marco de lectura abierto de 327 pb que codifican 108
aminoacidos, faltandole solo los 3 primeros aminodcidos N-terminales para la
secuencia codificante completa (Fig. 29). La regién 3’ no codificante comprende 573 pb
incluyendo la cola de poly-A. No se completd la secuencia de la regiéon 3" no

codificante.

Recombinante LbpP2a de L.(V.) peruviana

Region codificante Region 3’ no codificante

] AR S FR A ] A

370 pb 345 pb

v
rF

900 pb

Fig. 29 Estrategia de secuenciacion del recombinante LbpP2a de L.(V.) peruviana

Las areas claras corresponden a la secuencia del adaptor usado en el clonado. El area punteada
clara corresponde a la region codificante. El area negra corresponde a la region 3" na codificante
El area gris corresponde a la cola de poly-A. Las flechas indican la region secuenciada y la flecha
de dos cabezas indican el tamaiio de las regiones codificante y 3" no codificante, respectivamente.
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En la Fig. 30 se muestra la secuencia obtenida y en la Fig. 31 la comparacion de
aminodcidos de las proteinas P2a de L.(V.) peruviana (LbpP2a), de L.(L.) infantum
(LiP), de T. cruzi (TcP2a) y la P2 humana (Hs). El recombinante LbpP2a presenta la
mas alta homologia con la proteina P2a. de L.(L.) infantum, 95% (89% de identidad y
6% de cambios conservativos); con la de T. cruzi, 87% (74% de identidad y 13% de
cambios conservativos) y con la humana, 65% (44% de identidad y 21% de cambios
conservativos). Del analisis de la secuencia del recombinante LbpP2a se deduce
ademas que el inserto entra en fase con la B-galactosidasa de Agt11, debiendo por lo
tanto expresar una proteina de fusion pB-galactosidasa-LbpP2a. Esto permite el

subclonado directo del ADNc LbpP2a en el vector de expresion pGEX1AT.
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GAATTCGAGGATCCGGGTACCATGG CG AAG TAC CTC GCC GCG TAC GCT CTG GCC TCC CTG

K Y L A A Y A L A S L

AGC AAG GCG TCC CCG TCG CAG GCG GAT GTG GAG GCG ATC TGC AGG GCC GTC CAC

S K A S P S Q A D v E A A 5 c R A v H

ATC GAT GTC GAG AAG GAC ACC CTC TCC TTT GTG ATG GAG AGC GTT GOT GGR MG

I D v E K D L 8 F v M E S v A G R

GAC ATG GCC GCG CTG ATG GCG GAG GGT GCC GCG AAG ATG AGC GCG ATG CCG GCG

D M A A L M A E G A A K M S A M P A

GCC GGC TCT GGT GCC GCT GCT GGC GTC ACT GCT TCT GCT GCG GGT GCT GCA GCC

A G s G A A A G v T A S A A G A A A

CCG GTG GCC GCC GCG GCG AAG AAG GAG GAG CCC GAG GAG GAG GCG GAC GAT GAC

P v A A A A K K E E P E E E A D D D

ATG GGC TTC GGT CTC TTC GAC TAA GCAGCGCACCTTTAGC.. (#) .CCGTTGCAATCACGCTG

TGTGCAGATGTGTGTAGAATACGACGAGCCTTGCGCAGCAGAGAACTCAGAAAGTGTACGACACATGCACAC

AGAGGAGAATGCATGGATGAGAGAACGAGGTGTCGCTGTCTTCATCCCACTCTGCCCATTCTCCTCCGCGTC

TGCCTGCGTCCTTTTGATTTTTCTTTTACTTTGTCTTTGGCCACTGTTTCCGTCAATGACAGCAGCACACGC

GCGCGACACGCACCACATCCGTCCCCTCCACTCGCGCGTGTGTGTGTGTGCCGCTGTGCACTCGCCTCACCT

CGAAAAAAAAAAAAA CCATGGTACCCGGATCCTCGAATTC

Fig. 30 Sccuencia nucleotidica v de aminoacidos del recombinante LbpP2a de L.(V.) permviana
L.a sccuencia del adaptador usado cn ¢l clonado esta subravado.

# region no sccuenciada.

* codon de terminacion.



Lbp KYLAAYALASLSK-ASPSQADVEATI
Li MST ; 7 o 5 58 @ % & & o 8 § 8§ ™o @ & & % & 4

Te v M s ¢ s 8 % omomiws e s wiN s 2B BB o« 5 ow o
Hs MR Vs o loe N GENS e «AK., TEEER

Ibp CKAVHIDVEHK T & FVMESVAGRDMAATL
Li v omowm om o = = RS A . = 3 5 WL
Te o oreow G . B S A I ¥ Vo
Hs LDS .G.EADD N K ISELN KNIEDYV
lbp MAEGAAKMSAMPAAGSGAAAGVTAS - - -
Li o = > : ~ = =
Tc v o o VAV A = B D= AAPA
Hs I Q IG.LASV. .G. Vo N8 A P G ™ ==
lbp - -AAGAAAPVAARAA--KK EP===EEEREA
Li i o B e v o D oo

Tc AA .G g B D T B G ome g = B E S E
Hs &= o P GSAP E E D KKEES s

Fig. 31 Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las proteinas ribosomales P2o de L.(V.)
peruviana (Lbp), L.(L.) infantum (L), T. cruzi (Tc) y humana (Hs). Los puntos indican
aminodcidos idénticos. Los guiones se introdujeron para permitir un mejor alineamiento de las
secuencias.
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4.4.1.2) Proteina ribosomal P2 de L.(V.) peruviana
Con el ADNc del gen de la proteina ribosomal P23 de L.(L.) infantum se aislo el ADNc

de la proteina ribosomal P23 de L.(V.) peruviana. El esquema de secuenciacion se

detalla en la Fig. 32.

Recombinante LbpP2[3 de L.(V.) peruviana

Region codificante Region 3’ no codificante

i
]

b4

321 pb

Fig 32 Estratcgia de sccuenciacion del recombinante LbpP2P de L.(V) peruviana

Las arcas claras corresponden a la sccuencia del adaptor usado en ¢l clonado. El arca puntcada
clara corresponde a la region codificante. El area negra corresponde a la region 3™ no codificante
El arca gris corresponde a la cola de poly-A. Las flechas indican la region secuenciada v la flecha
dc dos cabezas indican ¢l tamaiio de las regiones codificante v 3™ no codificante respectivamente
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En la Fig. 33 se muestra la secuencia nucleotidica y de aminoacidos del recombinante
LbpP23. Este recombinante consta de un ADNc de 341 pb, presentando un marco de
lectura abierto de 144 pb que codifican los 47 ultimos aminoacidos C-terminales de la
proteina ribosomal de tipo P2p de L.(V.) peruviana. Las restantes 197 pb corresponden

a la region 3' no codificante.

GAATTCGAGGATCCGGGTACCATGG C TCA AAG CTG GTG GGG TCT GGC TCT

S K L v G S G 8

GCC GCT CCG GCT GCC GCT GCC TCC ACT GCC GGC ACC GGC GTC GCC
A A P A A A A s T A G T G v A

GCG GTG GCC GAT GCG AAG AAG GAG GCG TCG GAG GAG GAG GCC GAC
A v A D A K K E A s E E E A D

GAT GAC ATG GGC TTC GGC CTG TTC GAC TAA GCGTTACACTGGCTAGGCCG
D D M G F G L F D =

TCGCACGCTTCTGCCGGGGAGCTGTCAGGTGTCTGTTCTTGTTGTAGCCGTCTGTCGTAT

CCTTGTTTCTTCGGTATGGAGGATTTTTCATTTCAAAAAAAAAAAA CCATGGTACCCGG

ATCCTCGAATTC

Fig. 33 Sccuencia nucleotidica v de aminoacidos del recombinante LbpP2p de 1.(V) peruviana
La sccuencia del adaptador usado en ¢l clonado esta subravado. * codon de terminacion.

Al analizar la secuencia de nucleétidos de este recombinante observaiios Gue iio &iiiia
en fase con la B-galactosidasa del vector Agt11. Por lo tanto, no se subcloné en
pGEX1AT.

En la Fig. 34 se muestra la comparacion de aminoacidos de esta proteina P2} con
L.(L.) infantum (LiP), T. cruzi (TcP2B), T. brucei (TbP2pB) y humana (Hs). La
comparacion con la de L.(L.) infantum muestra una homologia de 90% (81% de
identidad y 9% de cambios conservativos), con la de T. cruzi muestra un 86% (78% de
identidad y 8% de cambios conservativos), con la de T. brucei muestra un 78% (66%
de identidad y 12% de cambios conservativos) y con la humana un 73% (59% de

identidad y 14% de cambios conservativos).
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Fig. 34 Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las proteinas ribosomales P23 de 1.(17)
peruviana (Lbp). L.(L.) infantum (L), T. cruzi (Tc), T. brucei (Tb) v humana (Hs). Los puntos
indican aminoacidos idénticos. Los guiones se introdujeron para permitir un mejor alincamiento de
las sccuencias.

4.4.1.3) Proteina ribosomal P2p de L.(V.) braziliensis: Una proteina ribosomal que

" rompe un dogma

Al rastrear la biblioteca de expresion de L.(V.) braziliensis con |la sonda P2a de L.(L.)
infantum se obtuvo un fago recombinante (LbbP2p). El esquema de secuenciacion se

presenta en la Fig. 35.



Recombinante LbbP2p de L.(V.) braziliensis

Region codificante Region 3’ no codificante

(] THRTR BIES TR L

»

335 pb

v

750 pb

Fig 35 Estrategia de secuenciacion del recombinante LbbP2 de L.(V.) braziliensis

Las areas claras corresponden a la secuencia del adaptor usado en el clonado. El area punteada
clara corresponde a la region codificante. El area negra corresponde a la region 3’ no codificante,
El area gris corresponde a la cola de poly-A. Las flechas indican la region secuenciada y la flecha
de dos cabezas indican el tamaiio de las regiones codificante y 3’ no codificante respectivamente.

En la Fig. 36 observamos su secuencia nucleotidica y de aminoacidos del clon
LbbP2p. El recombinante tiene un inserto de 750 pb, con un marco de lectura abierto
de 264 pb que codifica los 87 aminoacidos C-terminales. Los restantes 486 pb.
corresponden a la regién 3’ no codificante, incluyendo la cola de poly-A. De la
secuencia nucleotidica se deduce que este recombinante entra en fase con la -

galactosidasa. Por lo tanto, se subcloné en el vector de expresion pGEX1AT.



GAATTCGAGGATCCGGGTACCATGG TG CCC ACC TCG GCC GAG AAC ATC GCC

P i S A E N I A

GCG GCA GTG AAG GCT GCC GGC GTG AGT GTA CGC CCC ACC ATG CCC
A A v K A A G v s v R P T M P

ATC ATC TTT GCC CGC TTC CTG GAG AAG AAG TCT GTG GAG GCG CTG
I P F A R F L E K K s v E A L

ATG GCA GCG GCT GCC ACG CAA GCC CCG ACG GCC ACG TCT GCC GCG
M A A A A T Q A P T A T s A A

GCG GCG CCA GCT GCC GGG GAA GCG AGC GGC AAG GCG GAG GAG AAG
A A P A A G E A s G K A E E K

AAG AAG GAG GAG CCC GAG GAG GAG GGC GAT GAC GAC ATG GGC TTC
K K E E P E E E G D D D M G F

GGT CTG TTC GAC TAA AGCGTCCCGCACAGAGGCTCACACACGCAGGCGCATCGTT

GTCT...(#). . . . . . . CCATGGTACCCGGATCCTCGAATTC

130

Fig. 36 Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del recombinante LbbP2[} de 1..(V) hraziliensis

La secuencia del adaptador usado en el clonado esta subrayado.
# region no secuenciada.
* codon de terminacion.

Cuando se comparan las secuencias de aminoacidos del recombinante LbbP23 con

LbpP2p se observa sélo 72% de homologia (52% de identidad y 20% de cambios
conservativos). Con la de L.(L.) infantum la homologia es de 69% (49% de identidad y

20% de cambios conservativos). Con la T. cruzi la homologia es de 53% (31% de

identidad y 22% de cambios conservativos). Con la de T. brucei la homologia es de

58% (38% de identidad y 20% de cambios conservativos). Con la P2 humana la

homologia es de 64% (35% de identidad y 29% de cambios conservativos) (Fig. 37).
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Fig. 37 Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas ribosomales P23 de /..(V')
braziliensis (Lbb) con las de 1.(V.) peruviana (Lbp), L.(1.) infantum (Li), T. cruzi (Tc), T
hrucei (Tb) y la humana (Hs). Los puntos indican aminoacidos idénticos. Los guiones se

introdujeron para permitir un mejor alineamiento de las secuencias.

Este recombinante posee el dominio C-terminal tipico de las proteinas ribosomales P

de Leishmania sp., pero con cambios importantes y llamativos. La comparacion de la |

Fig. 37 revela que es una proteina ribosomal acida atipica.
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Las caracteristicas distintivas son:

a) Mientras las proteinas ribosomales acidas de Leishmania sp contienen a 11
aminoacidos del extremo C-terminal una Ala (A), en el recombinante LbbP2p se
encuentra un residuo de Gly (G), hecho inusual si se tiene en cuenta la
conservacion de esta posicion entre T. cruzi y T. brucei y entre especies tan
distantes evolutivamente como levadura, humano y rata.

b) Presenta motivos que no se encuentran en ninguna de las proteinas ribosomales P

descriptas hasta la fecha.

4.4.2) Antigenicidad de las proteinas ribosomales P2a de L.(V.) peruviana y P2p
de L. (V.) braziliensis

El analisis de la respuesta humoral de los sueros de pacientes con las distintas formas
clinicas de lLeishmaniasis determinada por EPL (ver 5.7.2), ademas de incluir los
recombinantes correspondientes a las hsp70 tanto de T. cruzi (RA1), L.(V.) peruviana
(U4) y L.(V.) braziliensis (Lbb1), también incluian los recombinantes LbpP2a y LbbP2p.
Los resultados del ensayo demostraron que 4 de los 45 sueros (9%) LMC analizados
reaccionan claramente con los recombinantes LbpP2a y LbbP2p (otros 10 sueros
presentan reacciones dudosas que fueron inicialmente interpretadas como negativas;
este resultado se encuentra actualmente en proceso de reconsideracion). En la Figs.
38 y 39 se muestran las reacciones tipicas de los sueros mencionados con los

diferentes recombinantes P por EPL.
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Fig. 38 Reactividad de los sueros LMC y ECh con los recombinantes LbpP2a, LbbP2p, JL5, Tc
C-P0, JL7, RA 1, U4 y Lbbl por EPL.

A) Diagrama de la ubicacion de los fagos recombinantes.
B) Reactividad de los sueros LMC: 147, 931 y QI

C) Reactividad de los sueros LMC: 165, 625 y RD.

D) Reactividad de los sueros ECh: P6, VC y ZA.



134

A
RA1 Lbbt U4
WT U7 LTe  LL
JLS2 JL5  LbP  LpP
B 1 2 3
C 1 2 3
[ II
| |
D 1 2

Fig. 39 Reactividad de los sueros LMC, IM, con Lepra, Malaria, TBC, LES normal por EPL.

A) Diagrama de la ubicacion de los fagos recombinantes.

B) suero LMC, 147 (1), suero IM, FR (2) y suero LMC, RD (3).

C) sueros de enfermedades no relacionadas: suero de paciente con Lepra, LE 56 (1), Malaria, MA
12 (2) y Tuberculosis, TBC 172 (3).

D) Reactividad de un suero normal 32 (1) y con LES (2).
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Los sueros de LMC también reconocen la proteina PO de T. cruzi como se demuestra

en EPL usando antigeno la proteina Tc C-PO, hecho que identifica otro antigeno

compartido, la proteina PO de Leishmania spp. (ver Fig. Tabla 10 y Apéndice).

Tabla 10.

Prevalencia de sueros humanos que reconocen los

antigenos recombinantes LbpP2a, LbbP203, JL5 y JL52.

LpP LbP JL5 Tc C-PO

+ % + % + % 4 %

LCA(N=13) O 0 0 0 0 0 1 749 §
LCS(N=12) 0 0 O O O 0 0 0
LMC(N=45) 3 67 2 45 O 0 15 33
IM (N=6) 1 17 0 0 2 83 2 33

LpP: LbpP2a
LbP: LbbP2f3

Como ya indicamos, el analisis de la secuencia nucleotidica nos permitié6 observar que
de los 3 recombinantes de las proteinas ribosomales de tipo P2 de Leishmania sp. sélo
2, LbpP2a y LbbP2p3, podian ser subclonados directamente en pGEX1AT.

La Fig. 40 muestra los plasmidos recombinantes obtenidos luego del subclonado.
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Fig. 40. Subclonado de los
ADNc de LbpP2ct y LbbP2f3 en
pGEXIAT.

Se prepararon plasmidos a
partir de los  subclones
recombinantes. Para verificar la
presencia del inserto se digirio
con Eco RI y los fragmentos se
resolvieron por electroforesis en
gel de agarosa (1%).
= :g?g MI: AHind 11, M2 ¢x-
D il i — ¥ 174/Hae IIT; M3: | Kb ladder;
: — 872 e pLbpP2a/Eco RI, calle
— 603 2: pLbbP2p/Eco RI

Una vez subclonados ambos ADNc, se confirmo |la expresion de ambas proteinas. Las
proteinas purificadas por cromatografia de afinidad con glutation-agarosa fueron
analizadas por Western blot con un suero de un paciente con LMC (147) que tenia
altos titulos de anticuerpos contra las 2 proteinas ribosomales de tipo P2 de
Leishmania sp (resultados no mostrados).

Con el objeto de confirmar los resultados observados en EPL, se realizo un ELISA

usando las proteinas recombinantes LbpP2a y TcP23 como antigeno.

Se analizaron 3 sueros de pacientes con LMC que reaccionaban con las proteinas

ribosomales de tipo P2 de Leishmania spp (Fig. 41).
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Fig. 41 Reactividad de sueros LMC y ECh con las proteinas recombinantes LbpP2a. y TcP2f por
ELISA.

Se cubrieron placas de ELISA con las proteinas recombinantes LbpP2a y TcP2p y se evaluaron 3
sueros normales (N1, N2 y N3), dos sueros ECh (MS y P20) y tres sueros LMC (147, 931 y 939).
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Finalmente, se seleccion6 el suero de un paciente con LMC (147) que presentaba altos
titulos de anticuerpos contra las proteinas ribosomales de tipo P2 de Leishmania sp.
(LbpP2a y LbbP2p) para realizar experiencias de competicién con péptidos sintéticos y
proteinas recombinantes de las proteinas ribosomales de tipo P2 de L.(V.) peruviana y
L.(V.) braziliensis. Los resultados de la experiencia de competicion se muestran en la
Fig. 34 y 35, donde observamos que para ambas proteinas ribosomales de tipo P2 de
Leishmania sp. (recombinantes LbpP2a y LbbP2p), la reacciéon sélo se inhibe
incubando con la proteina recombinante entera. Sin embargo, esto no ocurre cuando
se compite con péptidos sintéticos correspondiente a los 13 ultimos aminoacidos C-
terminales de las proteinas ribosomales de tipo P2 de T. cruzi (R-13) y de Leishmania
sp. (L-13), indicando que el epitope inmunodominante en Leishmaniasis no se localiza

en el extremo C-terminal de las proteinas ribosomales P2.
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Fig. 34 Competicion de la reactividad anti-LbpP2a. con el suero LMC, con las proteinas de fusion
LbpP2a, LbbP2p, LiP2a, GST y los péptidos TMVP y L13 por ELISA.



140

—5—1918
e TMVP
LpP
—»—LDbP
] GST
30 '
fv
/
f
/
60 — 7
/
i
= L (f
/
g 4. | //
=
o~ ] /"
r/v
20 - j // "
it /’ =
} -’// / »
i " =
I—_"—/“'_ e
0=~ / .r_a'r/ —_— —
v | ' 1 1 |
0 30 60 120

Fig. 35 Competicion de la reactividad anti-LbpP2f con el suero LMC, con las proteinas de fusion
LbpP2a, LbbP2p, LiP2a, GST y los péptidos TMVP y L13 por ELISA.
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5.1) La respuesta humoral

Una primera evaluacion de la repuesta humoral en pacientes infectados por
Leishmania sp. (Figs.1-4) demuestra que las Leishmaniasis mas frecuentes en
territorio peruano puede clasificarse en dos grupos: El primer grupo () esta formado
por las Leishmaniasis que presentan una respuesta humoral débil contra el parasito:
LCA y LCS. Estos enfermos se caracterizan por haber tenido un contacto
relativamente reciente con el parasito. El segundo grupo (ll) incluye sélo los
pacientes con LMC, pacientes todos ellos con un largo y en muchos casos
documentado contacto con el pardsito. En ellos la respuesta humoral es muy
intensa y abarca la mayoria de los antigenos parasitarios (Fig. 1C).

El andlisis de Western blot de ambos grupos revela que lo que los diferencia es la
intensidad de reconocimiento de las proteinas parasitarias, ya que en ambos casos
el espectro de proteinas que se reconoce es similar. Varia la intensidad. Asi, la
mayor intensidad de la respuesta humoral se asocia con los sintomas mas severos
de la enfermedad, esto es, con las formas metastasicas mucocutaneas (LMC).
Datos de otros autores coinciden con esta observacién. En 1980, Anthony y col.,
basandose en un estudio sobre la presencia de anticuerpos antiparasito en
pacientes con Leishmaniasis cutanea y Leishmaniasis mucocutanea, proponen que
la intensidad de la respuesta humoral esta relacionada con la severidad de los
sintomas clinicos. Si bien existe un consenso generalizado sobre una respuesta
humoral més intensa en LMC, existen discrepancias en los niveles de anticucipcs
anti-Leishmania medidos. Mientras Carvalho y col. (1995) observan en experiencias
de ELISA absorbancias del orden de 0,1 con sueros LMC diluidos 1:100, nosotros
determinamos por Western blot una intensa reaccién antiparasito con diluciones
1:20.000 (Figs. 3 y 4). Esta intensidad de respuesta que se detecté en 2 sueros
LMC (143 y 145), no ha sido descripta previamente.

En LMC junto con la respuesta humoral se registra una fuerte respuesta inmune

mediada por células (Walton y col., 1972; Ridley y col., 1980; Castes y col., 1984).
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5.2) Parasito y respuesta humoral

Uno de los temas mas arduamente discutidos en los Ultimos afios es el rol del agente
infeccioso en: a) la induccion y modulacién de la respuesta inmunolégica contra la
infeccion, y b) su participacion en la génesis de las lesiones tisulares.

Mientras que una serie de investigadores presentan evidencias que demuestran que la
respuesta est4 dirigida directamente contra el agente infeccioso presente en el sitio de
la lesion (Walton y col., 1972; Anthony y col., 1980; Ridley y col., 1980; Mauel y Behin,
1987; Grimaldi Jr. y Tesh, 1993; Convit y col., 1993; Carvalho y col., 1995; Milon y col.,
1995), otro grupo de investigadores insiste en la naturaleza autoinmune de las lesiones
y los cuadros clinicos caracteristicos de las diversas infecciones (Galvao Castro y col.,
1984, Argov y col., 1989; Lamb y col., 1989).

En el marco de esta controversia es importante mencionar que el presente trabajo se
realiz6 con muestras de suero de pacientes leishmanicos con lesiones activas en las
que se detectd parasito (ver Materiales y Métodos). Esta observacion en las lesiones
de LCS y LMC es clasica (Grimaldi y McMahon-Pratt, 1991). También el parasito se
detecta por PCR sobre ADN obtenido de biopsias de lesiones humanas (Lopez y col.,
1993). De modo que, en los casos que estudiamos, los niveles de anticuerpos contra el
parasito representan el reconocimiento del agente infeccioso por el sistema inmunitario
(agente presente en la lesion activa). Asi, en pacientes del grupo | (LCA Y LCS) el
parasito se encuentra en un entorno distinto al que se plantea para LMC (grupo [l). El
entorno en la primera infeccion se caracteriza por tener temperaturas mas bajas y un
determinado tipo de macrofagos, diferentes a los de la lesion metastasica. Asi, las
diferencias en la intensidad de respuesta inmune pueden deberse a un procesamiento
antigénico diferente en uno y otro caso.

La hipotesis autoinmune parece menos probable, por lo menos desde el punto de vista
humoral. En efecto, Levy-Yeyati (tesis doctoral, 1992) demostré que anticucrpcs

aislados de pacientes con LMC no reconocen proteinas propias (mamiferas).
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5.2.1) Reactividad anti-HSP70

Las experiencias de los Western blot de extracto total de parasitos demuestran que si
bien todo el espectro de proteinas parasitarias son reconocidas por el sistema inmune
del hospedador, existe un blanco predominante: la proteina HSP70 (Figs. 1-4). Este
rasgo acompafa la reactividad antiparasito. Consecuentemente, son los pacientes del
grupo | los que reconocen menos intensamente la HSP70 (Fig. 1 A ).

La presencia de una reaccién cruzada anti-HSP70 entre pacientes del grupo | (LCA y
LCS) y del grupo Il (LMC) confirma que la respuesta humoral en ambas formas clinicas
de Leishmaniasis no depende de la diferente antigenicidad de las proteinas de las dos
especies de parasitos (Fig. 1B), sino mdas bien de las diferencias en la forma en que se
reconoce y responde al pardasito. Esta respuesta anti-HSP70 es tipica de la infeccion
con Leishmania sp. y sienta las bases para intentar una serologia especifica de
Leishmaniasis. En efecto, si bien pudimos detectar reaccion cruzada con U4 en sueros
de pacientes con Malaria y Lepra lepromatosa, estas reacciones se dieron en pocos
sueros y fueron débiles (Apéndice).

Los pacientes chagasicos cronicos desarrollan una fuerte respuesta humoral contra
antigenos de T. cruzi, pero a diferencia de lo observado para Leishmaniasis (LCA, LCS
y LMC) la proteina de 70 kDa no es el mayor blanco antigénico de la respuesta contra
el parasito (Fig. 1A).

La inmunodominancia de HSP70 en Leishmaniasis podria estar relacionada con: a) la
particular forma en que los epitopes son procesados y presentados por las células
presentadoras de antigenos, y/o b) el hecho de encontrarse las células parasitarias en
estado de choque térmico (induccién de HSP70).

En ECh la situaciéon es distinta. 7. cruzi también se encuentra en el hospedador
humano en condiciones de choque térmico. Sin embargo, HSP70 no es
inmunodominante.

Claramente, estos parasitos (Leishmania sp. y T. cruzi) involucran diferentes
componentes del sistema inmunolégico en la respuesta contra cada uno de ellos.
Justamente, la diferencia en la manera en que el parasito es encarado por el

organismo, provee las bases para diferenciarlos serologicamente.
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5.3) Leishmaniasis-Enfermedad de Chagas: Diferenciacion seroldgica

Como se describe en Resultados, los pacientes leishmanicos se caracterizan por
presentar una mayor o menor reaccion inmunoldgica contra la HSP70 parasitaria,
mientras que un tipico paciente chagasico reconoce JL7, una proteina flagelar (Cotrim
y col., 1995) (Fig. 17 A, B, C y E). Esto se observa en el ensayo EPL, Fig. 17, Tablas 6
y 7.y Apéndice.

Tomando en conjunto ELISA y EPL con el recombinante U4 como reactivo diagnéstico
de las distintas formas clinica de Leishmaniasis, observamos que para el grupo LCA,
se obtiene un mejor diagnéstico por ELISA que por EPL. Mientras que para LCS y
LMC, un mejor y mas seguro diagnostico de la enfermedad se logra mediante el uso
conjunto del ELISA y EPL. Las causas de este tipo de reaccion con los diferentes
ensayos no es conocida aun, pero cambios en la sensibilidad de una reaccién sobre
diferentes soportes han sido frecuentemente observados (Moncayo y Luquetti, 1990).
En los ensayos por EPL y Western blot (Figs. 17 y 18, respectivamente) observamos
una mayor reactividad de los sueros de pacientes con LCA, LCS y LMC con el
recombinante U4 que con Lbb1. Esto es llamativo porque presentan secuencias
semejantes (Fig. 11). Aun cuando U4 es mas corto que Lbb1, es reconocido por un
mayor numero de sueros leishmanicos. Tal vez su menor tamafo permite a U4
plegarse en forma distinta a Lbb1 exponiendo en U4 regiones que se ocultan al
reconocimiento en Lbb1.

Otra explicacién de la diferencia entre U4 y Lbb1 podria basarse en una mayor
produccion de U4 que de Lbb1 en la célula bacteriana (EPL): esta teoria no se
corresponde con la observacion de que ambas placas de lisis (EPL de U4 y Lbb1)
reaccionan por lo general con la misma intensidad con sueros que presentan niveles
elevados de anticuerpos anti-HSP70 (Fig. 17D). Estos resultados también reflejan una
fina diferencia estructural entre U4 y Lbb1.

El estudio de esta reactividad anti-HSP70 con los recombinantes U4/Lbb1 nos llevé a
constatar que los pacientes con Leishmaniasis reconocen la HSP70 de Leishmania sp.
y de T. cruzi, mientras que la respuesta anti-HSP70 en chagasicos no permite el

reconocimiento de la HSP70 de Leishmania sp.
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Este hecho puede tener dos explicaciones:

a) un simple problema de especificidad de reconocimiento, a saber, la presentacion
antigénica que opera en Leishmaniasis lleva a reconocer epitopes comunes entre
Leishmania sp. y T. cruzi. Por el contrario, la forma en que es presentada la HSP70 en
la enfermedad de Chagas no induce una reaccién cruzada contra la proteina de
Leishmania sp.

b) Sélo un problema de nivel, de diferencias en los niveles o intensidades de la
respuesta inmune. Los altos titulos de anticuerpos desarrollados en Leishmaniasis
permiten la deteccibn de una poblacién de anticuerpos que presentan reaccion
cruzada con la HSP70 de T. cruzi. Por el contrario, el bajo nivel de respuesta anti-
HSP70 en ECh impide la deteccién de alguna poblacién de anticuerpos con reaccion
cruzada contra la HSP70 de Leishmania sp.

Ambas hipotesis podrian explicar el fenémeno observado por EPL.

Los sueros de pacientes con LMC presentando una elevada reactividad anti-HSP70
reconocen mas intensamente U4 que RA1 (ver ensayo EPL, Fig. 17). A su vez, los
sueros de pacientes chagasicos no reconocen U4 o sélo lo hacen débilmente. El
reactivo diagndstico especifico es JL7 y es reconocido exclusivamente por los sueros
chagasicos y practicamente no reconocido por los sueros leishmanicos (LCA, LCS y la
mayoria LMC), salvo por un bajo porcentaje de sueros LMC (Fig. 18 E y Tabla 7) (Mesri
E, tesis doctoral, 1990; Kaplan D, tesis doctoral, 1995, Cotrim y col., 1995).

5.4) Proteinas ribosomales P2 de Leishmania sp.

Los antigenos ribosomales P de Leishmania sp. y T. cruzi también pueden contribuir al
diagnéstico serolégico de ambas infecciones. Quizds también aqui se pongan de
manifiesto las diferentes formas en que se procesan los antigenos de cada parasito.

La ventaja de las proteinas ribosomales P como reactivos de diagnéstico radica en su
tamafio pequefio y en el hecho que el epitope fundamental ha sido localizado en la
region C-terminal para ECh y LES, circunscripto a los ultimos 13 aminoacidos (Tabla 1;
Mesri y col., 1992; Levitus y col.,, 1991). Sin embargo, los resultados seroldgicos
obtenidos en este estudio demuestran que en la Leishmaniasis la regién C-terminal

(péptido L-13) no es antigénica. Una posible causa de este reconocimiento diferencial
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puede deberse a la diferente forma en que se procesa el antigeno, pero ademas a \a
diferencia entre L-13 (EEADDDMGFGLFD) Y R-13 (EEEDDDMGFGLFD). En efecto, la
secuencia de Leishmania sp. se parece a la humana (Tabla 1) y podria ser reconocida

como propia por el sistema inmune.

Tabla 11.

Secuencia aminoacidica del extremo C-terminal de las proteinas ribosomales P de

Leishmania sp, Trypanosoma sp y humanas.

Especie Secuencia C-terminal Referencia

L.(V.) peruviana P2o. EE A DDDMGFGLFD esta tesis
L.(V.) peruviana P23 EE A DDDMGFGLFD esta tesis
L.(V.) braziliensis P23 EE G DDDMGFGLFD esta tesis
L.(L.) infantum P2a EE A DDDMGFGLFD Soto y col., 1993
L.(L.) infantum P23 EE A DDDMGFGLFD Soto y col., 1993

T. cruzi P2a EE E DDDMGFGLFD Vazquez y col., 1992

T. cruzi P23 EE E DDDMGFGLFD Schijman y col., 1990

T. brucei P23 EE E DDDMGFGLFD S. Kunz y N. Muller, com. personal
Humana P2 EE S DDDMGFGLFD Rich y Steitz, 1987

Qué ventaja adaptativa presenta este cambio aminoacidico? Por qué razén en T. cruzi
se selecciona una secuencia totalmente acida para el extremo C-terminal, mientras que
una secuencia menos cargada se conserva en Leishmania sp.? Tendra esto que ver
con el ciclo de vida intracelular del pardsito? O tendra que ver con aiyun lpu de

adaptacion hospedador-parasito?
Estas preguntas pueden constituir la base de las tesis doctorales que sean

continuacion de la presente.
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Sean cuales fueran las respuestas a estas interrogantes, lo cierto es que las proteinas
ribosomales P son excelentes reactivos diagnésticos para diferenciar serolégicamente
ambas infecciones. Los sueros ECh, que reaccionan en su mayoria con las proteinas P
de T. cruzi, no reaccionan o lo hacen suavemente con la proteinas ribosomales P de
Leishmania sp., mientras que los sueros de pacientes con LMC, que reaccionan
intensamente con las proteinas ribosomales P de Leishmania sp., no reaccionan con
las proteinas ribosomales P de T. cruzi. Es mas, el ensayo diagnéstico tal cual esta
planteado tiene una consecuencia de interés diagnéstico adicional. En efecto, permite
detectar sueros lupicos con anticuerpos anti-proteinas ribosomales P (ver Fig. 33), ya
que éstos anticuerpos de LES reaccionan con las proteinas P de Leishmaniay T.cruzi.

Si bien se han descripto antigenos P de L.(L.) infantum en la infeccién canina (Soto et
al., 1995), cabe mencionar que estos antigenos no han sido descriptos previamente en
infecciones humanas. En la infecciéon canina la respuesta anti-P es inmunodominante
(Soto y col., 1995).

Se debe tener en cuenta ademas, que los porcentajes de reactividad anti-P
observados en LCA, LCS y LMC sélo han sido evaluados masivamente por EPL. El

analisis por ELISA puede cambiar esta apreciacion inicial.

5.5) Formulacion de un ensayo diferencial

El diagnéstico de la Enfermedad de Chagas (ECh) o la infeccién mixta (IM) en zona
endémica se basa actualmente en la presencia de anticuerpos circulantes contra
proteinas de extractos de parasitos. Este ensayo garantiza una alta sensibilidad, pero
una baja especificidad. En la medida en que aumenten las posibilidades de tratamiento
de estas infecciones se hace imperativo aumentar la especificidad del diagnéstico
serologico. Los recombinantes permiten un acercamiento 6ptimo a la solucién de este
problema. Su empleo permite diferenciar las dos infecciones crénicas y la continuacion
de los trabajos que derivan de mi tesis permitirdan mejorar aun mas la calidad del
ensayo.

Asi, los resultados obtenidos con U4 de L.(V.) peruviana (Kappa 0.95, para el
diagndstico serolégico de LMC) y JL7 de T. cruzi (Kappa 0.93, para el diagnéstico
serolégico de ECh) y los obtenidos con los antigenos ribosomales P,
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fundamentalmente, permiten la formulacién de un ensayo serolégico para diferenciar
ambas infecciones. Dado el porcentaje de sueros positivos, la base de este ensayo

son las proteinas recombinantes U4 y JL7. A ellas se agregan los otros recombinantes:

LbpP2a, LbbP2B, y los de T. cruzi, JL5 y Tc C-PO.
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5.5.1) Modelos de reaccion por EPL para los sueros de pacientes leishmanicos,
chagdsicos y con la infeccién mixta con los recombinantes U4, LbpP2a, LbbP2,
JL7,JL5y Tc C-PO
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5.5.2) Modelo de reacciéon por ELISA para los sueros de pacientes leishmanicos,

chagasicos y con la infeccion mixta
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En resumen, los resultados de la presente tesis permiten la formulacién de un reactivo
diagnéstico unico en su tipo, ya que es capaz de diagnosticar cualquiera de las dos
infecciones en base a reacciones especificas para cada una, medidas o detectadas en

el mismo ensayo (ELISA o EPL).
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Esto resulta de maxima utilidad para zonas en donde conviven las dos endemias,
como por ejemplo Peri, o mas ampliamente en todo el continente americano.
Actualmente, como se menciona mas arriba, esta deteccién se hace con reactivos
diagndsticos que tienen como base antigénica el extracto del parasito, por lo que la
especificidad del diagnostico es baja.

Es notable que en la realizaciéon de este ensayo diagndstico intervenga la mayoria de
antigenos de familias conservadas en la evolucién como las HSP70 y las proteinas
ribosomales P, que son ademas en enfermedades autoinmunes, autoantigenos. Sin
embargo, hay que subrayar que si bien los autoanticuerpos de pacientes lipicos
reaccionan claramente con las proteinas parasitarias, el fenédmeno inverso no se
cumple, es decir anticuerpos generados contra las HSP70 o proteinas ribosomales P
de parasitos no reaccionan en forma cruzada con sus contrapartes humanas (Levy-
Yeyati, 1992 para la HSP70 y Levitus, 1991; Kaplan, 1995 para proteinas ribosomales
P).

La sensibilidad de la deteccion de anticuerpos anti-U4 en pacientes del grupo | (LCA y
LCS) merece un comentario adicional. Los resultados indican que si bien la respuesta
anti-HSP70 en estos sueros es de baja intensidad, existen métodos que permiten
detectarlos como el ELISA, para un cierto porcentaje de pacientes con LCA y el ELISA
y EPL para LCS. De esta manera, es posible imaginar que si se desarrollan métodos
que aumenten la sensibilidad de las determinaciones se podria mejorar la deteccién de
los anticuerpos anti-U4, camino por el cual se podria llegar a un reactivo universal para

las diferentes formas de Leishmaniasis del Nuevo Mundo.

5.6) La infecciéon mixta (IM)

La situacion mas dificil para el diagnéstico es la doble infeccién (IM). Resultados
preliminares de nuestro laboratorio hacian suponer (Levy-Yeyati, Tesis doctoral, 1992)
que la caracterizacion del paciente con IM podia realizarse midiendo niveles de
anticuerpos anti-HSP70 (anti-U4) y anti-JL7. Efectivamente, Levy-Yeyati habia medido
bajos niveles de anticuerpos contra JL7 en varios pacientes con IM, postulando en
consecuencia que el ensayo serolégico era suficiente para caracterizar un paciente

con IM.
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A diferencia de Levy-Yeyati, dispuse de mas recursos para analizar los sueros M.
Todos ellos provienen de pacientes con sintomas clinicos de ambas infecciones. Sin
embargo, s6lo se pudo detectar anticuerpos anti-JL7 en un suero con IM (suero HA),
siendo ademas el Unico en que no se detectaron anticuerpos anti-U4. Sin embargo, en
toda la serie de pacientes los rasgos clinicos atestiguan la IM. Cuales son los sintomas
clinicos? Una cardiopatia chagasica cronica, implicando una probable infeccion
durante la infancia. La infeccién con Leishmania sp. es posterior y probablemente
debida a un cambio repentino en la vida del individuo que lo llevan a vivir y trabajar en
regiones endémicas para Leishmaniasis. Asi, la lesién metastasica se da sobre un
trasfondo de la ECh. Es llamativo que los resultados de PCR puedan detectar T. cruzi
en 3 casos en los cuales los titulos de anticuerpos anti-JL7 son bajos o nulos. Sin

embargo, en dos de ellos los niveles de anticuerpos anti-U4 son elevados.

El hecho de amplificar ADN de T. cruzi en suero representa en realidad la existencia de
T. cruzi circulante, como ocurre en los casos agudos (Russomando y col, 1992).
Quizas, el fendmeno pueda interpretarse como que la infeccién por Leishmania sp.
suprima el proceso de control inmunolégico de T. cruzi, disminuyendo el titulo de
anticuerpos contra éste y permitiendo su pasaje al torrente sanguineo. Es llamativo
ademas, que en 3 de los casos analizados los pacientes presenten un perfil tipico de

LMC, indicando que inmunolégicamente s6lo esta reconociendo la Leishmania sp.

5.7) Los recombinantes LbpP2a, LbpP2p y LbbP2p

El recombinante LbpP2a representa practicamente la proteina completa, faltandole
solo los 3 amino4cidos N-terminales, de acuerdo a la comparacién con la P2a de L.(L.)
infantum, con respecto a la cual presenta una elevada homologia (89% de identidad y
6% cambios conservativos) (Fig. 22). Presenta ademas rasgos caracteristicos de las
proteinas ribosomales P de Tripanosomatidos. Una regién rica en Ala y un extremo C-
terminal rico en residuos acidos. En el extremo C-terminal presenta un residuo de Ala,

tipico de las proteinas ribosomales P de Leishmania sp. (Tabla11).
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El recombinante LbpP2p, contiene parte de la region rica en Ala y el extremo C-
terminal tipico de las proteinas ribosomales P de Leishmania sp. Al igual que LbpP2aq,
presenta en el extremo C-terminal un residuo de Ala.

El recombinante LbbP2f3, es una proteina ribosomal P atipica. Presenta una mediana
homologia con sus homoblogas de L.(V.) peruviana (52% identidad y 20% cambios
conservativos) y L.(L.) infantum (49% identidad y 20% cambios conservativos). Su
excepcionalidad se expresa en el extremo C-terminal donde en vez de Ala se ubica Gly
(Tabla 11). Presenta una region rica en Ala y en la regibn mas N-terminal del
polipéptido clonado motivos “no P* como el péptido ENIAAA.

El descubrimiento de una nueva proteina ribosomal, LbbP2(3, es otro resultado
trascendente de mi trabajo. El cambio de Gly por Ala representa el cambio del codon
GCG para LbpP2a (Ala) y GCC para LbpP2p (Ala) por el coddn GGC que codifica un
residuo de Gly en LbbP2p. Este cambio es una transversién. Es un cambio poco
frecuente y si bien no representa un cambio fundamental en las propiedades de los
aminoacidos ya que Gly y Ala presentan carga neutra, implica un importante desvio
evolutivo entre L.(V.) peruviana y L.(V.) braziliensis. Esto podria ser un marcador de la
clara diferencia evolutiva entre ambas. La caracterizacion de otras proteinas
ribosomales P de bajo peso molecular de L.(V.) braziliensis permitira obtener un
panorama mas detallado de las diferencias evolutivas entre estas especies.

Todas estas caracteristicas de LbbP2[3 han dado pie a una hipétesis que se investiga
actualmente en el laboratorio. Esta propone que LbbP2B no seria en realidad una
verdadera proteina P de bajo peso molecular. Representaria el fragmento C-terminal
de una proteina ribosomal P intermedia entre la proteina PO de 38 kDa y la proteinas
ribosomales P de bajo peso molecular (10-12 kDa.), la proteina ribosomal P de 19 kDa.
Esta proteina de 19 kDa. ha sido descripta para T. cruzi, a nivel de Western blot, pero
su clonado fracasa constantemente. Es atractivo pensar que esta proteina es en
realidad la proteina de 19 kDa. de L.(V.) braziliensis. De ser asi, el ADNc de LbbP2p3
serviria para aislar el gen correspondiente de T. cruzi.

El analisis de los genes HSP70 y las proteinas ribosomales P de Leishmania sp.,
muestran un patron similar en la utilizaciéon de codones por ambos tipos de proteinas,

salvo en el uso del coddn stop.
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Mientras en las HSP70, se usa preferentemente el codén stop, TAG; en las proteinas
ribosomales P hay una tendencia a usar el codén stop, TAA (ver Apendice).

Los resultados del andlisis de composicién de bases por posicion correlacionan con lo
informado por Langford y col.,, 1992 y Alonso y col.,, 1992, donde se destaca para
Leishmania sp. una muy elevada tendencia al uso de bases G o C en la tercera
posicion de coddn. Este alto contenido en bases GC en la region codificante podria ser
una adaptacion a las condiciones del medio ambiente, donde codones ricos en GC
(codificando residuos de Alanina y Arginina) serian seleccionados como una

adaptacion al hospedador homeotermo (Alonso y col., 1992).
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CONCLUSIONES

1. Al analizar la respuesta humoral contra extractos de Leishmania sp. determinamos
que todas las formas de Leishmaniasis peruanas reconocen un amplio espectro de
proteinas del parasito. Los sueros de pacientes con LMC presentan una intensidad
de reaccion elevada en comparacién con pacientes con LCA y LCS. Se ha medido

en pacientes con LMC reactividad anti-Leishmania a diluciones 1:20.000.

2. La proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70) de Leishmania sp. es

inmunodominante en sueros de pacientes con LCA, LCS, LMC e IM.

3. La intensidad de la respuesta anti-HSP70 acompafa la intensidad de la respuesta
anti-extracto total detectandose mayores niveles de anticuerpos anti-HSP70 en

pacientes LMC que en los otros grupos.

4. Se determin6é que la region C-terminal de esta molécula contien= !ns epitones

reconocidos por por los sueros de pacientes.

5. Se aislé y caracterizé por primera vez la regiéon C-terminal de la HSP70 de L.(V.)

peruviana (U4).

6. La molécula recombinante U4 demostré ser un excelente reactivo diagnéstico para
las Leishmaniasis del Perd. En conjunto con el recombinante JL7, reactivo
diagnéstico de la Enfermedad de Chagas constituyen la base de un ensayo

diagnéstico diferencial para ambas infecciones.

7. Se demostré que otros antigenos de Leishmania sp. podrian contribuir a la
caracterizacion serolégica de sueros leishmanicos y se demostré que la proteina
ribosomal PO de T7. cruzi es un antigeno reconocido por pacientes con

Leishmaniasis y pacientes con la Enfermedad de Chagas.

8. Los nuevos recombinantes de Leishmania sp.: proteina ribosomal P2« de L.(V.)

peruviana (LbpP2a), proteina ribosomal P23 de L.(V.) peruviana (LbpP2p) y
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proteina ribosomal P2p de L.(V.) braziliensis (LbbP2p). Es la primera vez que se

descubren estos antigenos para Leishmaniasis del Nuevo Mundo.

El recombinante LbbP2p representa la porcion C-terminal de una proteina
ribosomal P atipica. Reemplaza por una Gly la Ala tipica de la regién C-terminalde

las proteinas ribosomales P de Leishmania sp.

El epitope fundamental de las proteinas P de T. cruzi en la Enfermedad de Chagas
es el péptido que define su regién C-terminal (R-13). En Leishmania sp. esta region
no es antigénica. Esto representa un caso excepcional en lo que respecta a la
antigenicidad de las proteinas ribosomales P, ya que en todos los casos descriptos
hasta la fecha (ECh y LSE) el epitope se localizaba en la region C-terminal. Estas
caracteristicas apoyan la formulacién de un reactivo diagnéstico diferencial basado
en los recombinantes U4, JL7, LbpP2a y LbbP2p para el diagnéstico serolégico de
LMC y ECh.
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Anexo 1

Reactividad de diferentes sueros humanos contra U4 determinada
por ELISA.

1) Pacientes con Leishmaniasis Cutanea (N=34)

Cutaneos Andinos (Uta) (N=23)

Suero Proc. DO d

458 P 0,11 2,8 - X = 0,044
460 P 0,08 13 - SD = 0.025
463 P 0,11 2.8 - :
464 P 015 43 + CUT OFF =0,119
470 P 0,08 1.3 -

634 P 0,08 1.4 -

638 P 0,06 06 -

703 P 0,08 1,4 .

919 P 0,32 10,9 ++

927 P 012 30 +

937 P 0.21 6,2 +

943 P 0,11 2,2 -

958 P 0,18 54 - g

961 P 0,16 46 +

965 P 0,16 46 +

1073 P 0,06 0,6 -

1105 P 0,00 -1.8 -

1115 P 0,22 7,0 +

1119 P 0,10 2.2 -

1122 P 0,00 -1,8 -

1136 P 0,10 2.2 -

1144 P 0,06 0.6 -

585241 P 0,00 -1,8 -

Cutaneos Selvaticos (N=11)

Suero Proc. DO d

271 P 0,03 -0,6 -
343 P 0,10 29 -
639 P 0,00 -1,8 -
903 P 0,25 8,2 +
941 P 0,11 26 -
956 P 0,62 23,0 +td
980 P 0,13 34 +
1102 P 0,08 1,8 -
1125 P 0,06 0,6 -
1129 P 0,30 10,2 ++
1154 P 0,00 -1,8 =



2) Pacientes con Leishmaniasis mucocutanea (N=45)

Suero Proc DO d

2 P 0,85 234 +H++
68 P 1,55 44,0 ++++
140 P 2,54 731 +iktE
143 P 3,35 97.0 ++++
144 P 1,59 452 Fhohd
147 P 2,39 68,7 +H++
148 P 2,89 83,4 ++++
150 P 0,65 17,6 +++
156 P 1,12 33,7 ++++
164 P 2,03 97,0 +H++
165 P 3,18 92,0 ++++
512 P 0,07 0,5 -
617 P 0,44 11,4 ++
625 P 1,59 452 ++++
652 P 0,10 1,4 -
805 2] 0,94 20,6 +++
917 P 2,50 72,0 ++++
929 P 1,79 51,1 ++++
931 P 3,02 87.3 ++++
939 P 2,29 65,8 ++++
942 P 1,59 452 ++++
979 P 0,00 -1,6 -
1090 P 1,67 476 ++++
1093 P 0,55 14,6 ++
1130 P 0,03 -0,7 -
1178 P 0,05 0.0 -
QE P 0,29 7.0 +
PH P 2,01 57.6 +HH+
ST P 3,00 86,7 +4+++
1T P 3,26 943 ++++
AL B 0.10 1.4 -
CA B 2,95 85,2 ++++
CM B 1,76 50,3 ++++
co B 0,06 0,3 -
CR B 275 793 ++++
L2 B 1,53 43 4 ++++
NE B 0,71 19,3 +++
PA B 1,24 349 ++++
PM B 3,09 89.3 ++++
Ql B 3,03 87,6 ++++
RD B 3,17 91,7 +4++
RQ B 1,84 52,6 ++++
RU B 1,21 34,0 ++++
TA B 1,30 36,7 +4++
TR B 221 63,4 +4++

X =0,053
SD =0,034
CUT OFF = 0,155
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3) Pacientes con infeccion mixta (N=5)

Suero Proc. DO d

SR B 0,94 358 +H++ —

HA B 0,06 0,6 - X =0,044

LCH B 1,08 414 - SD =0,025

CcB B 0,07 1.0 = CUT OFF=0,119
FR B 1,59 61,8 e+

4) Pacientes chagasicos cronicos (N=45)

Suero Proc DO d

-4 A 0,27 55 +
5 A 004 12 - X = 0,050
-6 A 0.05 0.0 i SD = 0,040
-9 A 0,33 7.0 + CUT OFF = 0,17
-19 A 0,10 1.3 B
-24 A 0,03 -0,5 -
-28 A 0,12 1,8 -
-35 A 0,06 03 -
2 A 0,33 7.0 +:
6 A 0,05 0,0 -
9 A 0,28 58 +
12 A 0,07 0,5 =
13 A 0,00 -1,3 B
14 A 0,02 -0,8 -
15 A 0,03 -0,5 -
18 A 0,07 0,5 -
21 A 0,05 0,0 -
22 A 0,06 0.3 -
23 A 0,25 50 +
26 A 0,00 -1.3 =
27 A 0,05 0.0 -
28 A 0,19 3,5 +
31 A 0,04 -0,3

33 A 0,09 1,0 -
35 A 0,06 0,3 -
36 A 0,10 1.3 -
39 A 0,00 -1,3 -
40 A 0,23 45 +
41 A 0,12 1,8 -
42 A 0.05 0,0 -
47 A 0,02 -0.8 -
48 A 0,09 1,0 =
52 A 0,12 1,8 -
55 A 0,03 -0,5 -
56 A 0,02 -0,8 -
67 A 0,00 -1,3 B
75 A 0,07 0,5 =
76 A 0,00 -1,3 -
79 A 0,07 04 -
80 A 0,11 14 -
81 A 0,00 -1.3 -
82 A 0,06 0,3 -
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83 A 0,07 0,5 -
PG A 0,07 0,5 -
MS A 0,25 5.1 +

5) Pacientes con enfermedades no relacionadas (N=28)

Suero Proc. DO d

M1 P 0,08 2.5 - X = 0,030
M3 P 0,04 0,5 - .

M5 P 002 -05 i SD = 0,020
M11 P 0,06 15 - CUT OFF = 0,09
M12 P 0,16 6,5 +

M13 P 0,05 1,0 -

M16 P 0,04 0,5 -

M17 P 0,00 -1,5 -

M18 P 0,06 1,5 -

M19 P 0,05 1,0 -

L42 P 0,00 -1,5 -

L56 P 0,09 3,0 +

L58 P 0,00 -1.5 -

L60 P 0,01 -1,0 -

L78 P 0,02 -0,5 -

L88 P 0,00 -1,5 -

L91 P 0,00 -1,5 -

L99 P 0,02 -0,5 -

L107 P 0,06 1.5 .

L116 P 0,00 .5 -

TB158 P 0,03 0,0 -

TB172 P 0,00 -1,5 -

TB179 P 0,04 0,5 B

TB181 P 0,02 -0,5 B

TB207 P 0,02 -0,5 -

TXMA P 0,00 -1,5 -

TXSA P 0,00 -1.56 -

TX2049 P 0,00 -1,5 -

Proc.: procedencia; P: Pert; B: Bolivia; A: Argentina; M: Malaria; L: Lepra; TB:
Tuberculosis; TX: Toxoplasmosis. DO: Densidad 6ptica; x: DO media obtenida
para el grupo de sueros normales (N=11). DS: Desviacion Standard obtenida
para el grupo de sueros normales (N=11). Cut off: Linea de corte definida
como x + 3DS; d se define seguin: DO= x + dDS. (-): DO< x + 3DS; (+): x +
3DS< x + 9DS; (++): x + 9DS< DO < x + 15D8S; (+++). x + 15DS< DO < x +
21DS; (+4+++): x + 21DS< DO.
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Anexo 2

Reactividad de diferentes sueros humanos contra los recombinantes U4, Lbb1,
RA1, JL5, JL7, JL52, LbP y LpP por el Ensayo de Placa de Lisis (EPL).

1) Pacientes con Leishmaniasis Cutanea

Cutaneos andinos (Uta) (N=13)

Suero U4 Lbb1 RA1 L.L L.Tc JL5 JL7 JL52 LbP LpP

919 + . ; + + < » + - .
927 - a . . . a . . . -
937 - : : = : : s - 3 -
943 - : 2 < > - . - . .
958 - : : 3 < ’ s - s :
961  + + 2 + a = x s s :
965 - : ; : ’ ” 2 = : :
1105 - ‘ > : . : : ’ : -
1115 - - - : : . : 5 & :
1119 - ! : - : - : : s :
1122 - . - - . : = 5 3 :
1136 - - - - - - ; . 3 :
5052 - - ‘ x s - - - ; :

Cutaneos selvaticos (N=12)

Suero U4 Lbb1 RA1 AL L.Te. JLS JL7 JL52  LbP LpP

271 4
343 +
635 - - - - - . - - - -
639 *
903 ¥
941 -
956 +4 ++ + + = = s " =
980 < - - - - - - - -
1102 - B - - - - - - - =
1425 - - - - - - - - - g
1129 - - - - - = = - - =
1154 - - - - - - = - - -
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2) Pacientes con Leishmaniasis mucocutanea (N=45):

Suero U4 Lbb1 RA1 kb LTie. JLS JL7 JL52 LbP LpP

1) RS + + + = - - 2 =

68 ++ ++ + + - - - - -
140 ++ ++ + + - s - + =

143 +++ ++ ++ ++ + - - - -

144 + + + + - - - - - -
147 ++ ++ + + - - - ++ ++ +¥
148 ++ ++ + + = - - +

150 + # % * - : : - - -
156 ++ ++ + + + & - = -

164 ++ ++ + + - - - + - B
165 ++ 4 + + = = . 44 .

512 - = : + S . - . .

617 + + - + - - - - -

625 ++ ++ = + - E - ++ - -
652 + + - + - - - - - -
805 *: * - ¥ = = & = = v
917 +++ ++ - + - - - + o &
929 ++ ++ + + - - - + - -
931 ++ ++ + ++ + - - - - -
939 +++ ++ 4 + + - = k3 = +
942 ++ ++ + + - - - - - -
979 - - - + + - - + - -
1090 4 + 4 + = - - - -
1093 + + - + - - - - - -
1130 + + + + - - - . -

1178 - - - - - - - - - -
PH F+F ++ + + + - - - - -
ST ++ ++ + + - - w + - -
TT ++ ++ + + - - - = - -
AL s % g 5 4 = . . " .
CA ++ ++ + + = - - - - -
CM ++ B + - - = - e - -
cO ++ ++ + + - - - - - -
CR +4 + - + - - - - - -
L2 - - . B - - - - - :
NE + + x + - = - = - -
PA ++ ++ ++ + - - - - -

PM +++ ++ ++ ++ + - - ~

Ql + + + + - = = + + +
RD ++ ++ + + o = = ++ -

RQ + + - + - - - - =
RU + - . + - - - . : ;
TA #* + + - - - - -

TR + + + + - - - - - -



3) Pacientes con la infeccion mixta Espundia/Enfermedad de Chagas (N=6)

Suero U4 Lbb1 RA1 L.L L.Tc JL5 JL7 JL52 LbP
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LpP

SR bt bt 4t +4 = - - ++

HA - - - . N + ++ +

LGH ++ + 4 + + - + + - -
CB + -+ + + = - -

FR ++ ++ - + - - -

LSH + + + + _ _

Anexo 3

Datos clinicos de los pacientes con Leishmaniasis mucocutanea, cutdnea andina

y cutanea selvatica provenientes de distintas regiones del Peru.

Céd. Proced. Lesién Enferm. Fecha DTH Observaciones

140 Cuzco 1 Mucosa 2/9/90 Positivo 1 cicatriz cutanea

143 Cuzco 2 Mucosa 21/9/90  Positivo

144 Cuzco 2 Mucosa 21/9/90  Positivo

145 Cuzco 2 Mucosa 21/9/90  Positivo

147 Cuzco 1 Mucosa 21/9/90  Positivo

148 Cuzco 1 Mucosa 21/9/90  Positivo

167 Cuzco 1 Muc;,osa 18/2/92 Positivo  Lesiones paladar
- 805 M. de Dios 2 Mucosa 7/3/90 6x6 2 cicatrices

903 M. de Dios 1 Cut. Selv. 25/7/90  13x12

917 M. de Dios 1 Mucosa 1/8/90 17x14 4 cicatrices

924 Huanuco - Mucosa 2/1/91 6x5

931 M. de Dios 1 Mucosa 1/9/90 N.D 2 cicatrices

939 Ting. Maria 1 Mucosa 12/9/90  5x5 1 cicatriz

942 M. de Dios 1 Mucosa 19/9/90  Positivo

956 M. de Dios 3 Cut. Selv. 26/9/90  Positivo

979 M. de Dios 2 Cut. Selv. 17/10/90 N.D



980 Cuzco

988 Cuzco

1090 Huanuco

1093 M. de Dios

1121 Lima

Anexo 4

1) Uso de codones de las hsp70 de Leishmania spp.

Codén  Aminoacido

TTT
TTC
AGT
AGC
TCT
TCC
TCA
TCG
TAT
TAC
TAA
TAG
TGA
TGT
TGC
TGG
CTT
C1C
CTA
CTG
TTA
171G
CCT
CCC
CCA
CCG
CAT
CAC
CAA
CAG
CGT
CGC

<<unuwwuwwuwwunwmm

Stop
Stop
Stop

VOO ITVOVOVIUrrrrrraoon

Cut. Selv.
Mucosa
Mucosa
Mucosa

Cut. And.

17/10/90
21/11/90
19/6/91
19/6/91

11/9/91

Numero % de uso
1 20
4 80
13 38,24
13 38,24
8 2352
11 100
2 100
3 100
2 100
21 91.30

1P -
li= | :'. g
PR X
;ij1 | £116,67
10 | | 66,66
2 33,33
4 66,67
1 6,25
15 93,75
1 73.34
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9x9

Negativo

15x12

N.D 1 cicatriz
21x18 les. multiiples



CGA
CGG
AGA

AGG
ATT

ATC

ATA

ATG
ACT

ACC
ACA

ACG
AAT

AAC
AAA

AAG
GTT
GTC
GTA

GTG
GCT
GCC
GCA
GCG
GAT
GAC
GAA
GAG
GGT
GGC
GGA
GGG

OOoOOMmMmMOoUorrrr<<<<XiXXZZAdA4AH4AZ-—-——IV®VIVAD

13,33

13,33

100

100

42,10

10,53

47,37
100

100
41?18
58:82
22:86

77,14
7,69
92,31
2.5
97,5
18,18
77,27
4,55

2) Composicion de bases por posicion

Posicion

Primera
Segunda
Tercera
Total

% G

40,00
19,01
48,39
35,80

% A

31,11

%T

11,36

38,52 20,25

2,22
23,95

3,21
11,61

% C

17,53
22,22
46,18
28,64
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Anexo 5
1) Uso de codones de las proteinas ribosomales de tipo P2 de Leishmania spp.

Codon  Aminoacido Numero % de uso

T F 2 22,22
TTC F 7 77,78
AGT S 1 5,26
AGC S 4 21,05
TCT S 6 31,58
TCC S 4 21,05
TCA S 1 5,26
TCG S 3 15,79
TAT ¥ E -
TAC Y 2 100
TAA Stop 3 100
TAG Stop - -
TGA Stop - -
TGT C - -
TGC Cc 1 100
TGG W B 3
CTT L . -
CTC L 3 21,27
CTA L - -
CTG L 8 72,73
TTA L - :
T7G L - -
CCT P - -
CCC = 5 45 45
CCA P 1 9,09
CCG P 5 45,45
CAT H . -
CAC H 1 100
CAA Q 1 50
CAG Q 1 50
CGT R - -
CGC R 3 75
CGA R -
CGG R - -
AGA R - -
AGG R 1 25
ATT I - -
ATC I 5 100
ATA I B -
ATG M 10 100
ACT T 2 22,22
ACC T 4 44 44
ACA T -



ACG
AAT
AAC
AAA
AAG
GTT
GTC
GTA
GTG
GCT
GCC
GCA
GCG
GAT
GAC
GAA
GAG
GGT
GGC
GGA
GGG

OOOOMMOoOUPEPPIPIPPLLSTSARNZZ

12
1
1

33,33
100
100
7,14

28,57
7,14

57,14

19,70

39,39
4,55

36,36

35,29

64,71
4,17

95,83

26,32

63,16
5,26
5,26

2) Composicion de bases por posicion

Posicion

Primera
Segunda
Tercera
Total

% G

57,38
11,89
42,21
37,16

% A

19,26
27,05
4,92
17,08

% T

11,88
20,08
14,75
15,57

% C

11,48
40,98
38,11
30,19
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