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Los trabajos de investigacion que se exponen en la presente Memoria titulada
"ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE Trypano-
soma cruzi SUSCEPTIBLES DE PRODUCIR CAMBIOS EN SU CE-
LULA HOSPEDADORA?, han sido realizadas en el Laboratorio del Dpto.
de Parasitologia de la Universidad de Granada, bajo la supervision de la Pro-
fesora Doctora Dha. Carmen Muascaré Lazcano y la direccion del Profesor
Doctor D. Antonio Osuna Carrillo de Albornoz.

EL DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO |
Fdo.: Prof. Dr. D. FRANCISCO MORILLAS MARQUEZ.

Granada, Febrero, 1991.
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1 INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS .-

1 INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.-

Trypanosor.na cruzi es un protozoo hematozoario perteneciente a la Familia Try-
pano. -omai;zdae, descubierto por Carlos Chagas en 1909 1.aientras se realizaba un
estudio epidemioldgico realizado sobre Paludismo en Minas Gerais (Brasil).

Es el responsable etioldgico de la Trypanosomiasis americana o Enfermedad
de Chagas, enfermedad que afecta a unos 14 millones de personas, en un area

geografica tan extensa como la comprendida entre el Sur de USA hasta el sur de
Argentina.

Se considera la endemia parasitaria mas peligrosa y extendida en el continente
americano. Se estima que, aproximadamente unos 65 millones de personas estan
expuestos al contagio de la enfermedad (PHAOQ, 1982; Brener, 1982; Miles, 1983;
OMS, 1985).

Los tltimos watos epidemiolégicos revelan que la enfermedad, considerada
como una enfermedad rural hasta hace muy poco tiempo, se encuentra en vias
de expansién gracias a las migraciones periédicas a los centros urbanos y a la
utilizacién de otras vias de transmisién (no las habituales en el ciclo biolégico:
transmisién sexual, transmisién por bancos de sangre...), estimandose tan sélo que
en Brasil hay unos 850.000 casos anuales como consecuencia de la transmisién
sanguinea (Walsh, 1984).

Dado que no existe actualmente quimioterapia ni inmunoprofilaxis, o quimio-
profilaxis eficaz, el problema aumenta de magnitud.

De esta manera, los estudios seroepidemioldgicos muestran que un 8% de la po-
blacién latinoamericana tienen anticuerpos anti Trypanosoma cruzi, encontrandose
tasas de parasitacién autenticamente desorbitadas en Bolivia, con un 43% de .la

blacién, Venezuela y Argentina, con un 10%, 8 % en Brasil, 14% en Chile
(PHAO, 1989), pudiéndose atribuir el 5% de la muerte de Brasil a esta enferme-

dad.

Estos datos, unidos a que no existe un método de diagnéstico especiﬁcq dela
enfermedad, ni un método de prognosis de la misma, dificultan lf’s estudios de
lucha epidemiolégica, especialmente en los bancos de sangre (Pereira, 1984).
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INTRODUCCION :

2 CICLO BIOLOGICO DE TRYPANOSOMA CRUZI.-

El ciclo biolégico completo fue detallado por Dias en 1934. Consta de dos etapas

clarar‘nente definidas: una en el hospedador intermediario y vector, y otra, en el
mamifero que actua como reservorio.

Los insectos vectores, pertenecientes a la familia Reduviidae, ingieren las for-
mas tripomastigotas sanguineas al succionar la sangre de mamiferos infectados.

En el interior, y a lo largo del tubo digestivo, el parasito sufre una serie de
diferenciaciores, encontrindose en el intestino medio bajo la forma epimastigota,

que se multiplica activamente, y en el recto se diferencia a formas tripomastigotas
metaciclicas.

Estas, al salir con las heces de los insectos vectores, al defecar éste durante
la picadura en el hospedador mamiferc, penetran por cualquier punto de discon-
tinuidad de la piel, introduciéndose en las células de la epidermis, células de la
mucosa o células linfoides (macrofagos) que acuden al lugar de la picadura.

Alli, en el interior del citoplasma celular, se transforman nuevamente a formas
amastigotas, que se dividen activamente por fision binaria, ocupando todo el
citoplasma celular, y tras una nueva transformacién en formas tripomastigotas,
salen al exterior invadiendo el espacio intercelular y el torrente circulatorio, para
de nuevo, cerrar el ciclo exégeno o el ciclo dentro del hospedador mamifero.

3 PATOLOGIA.-

La OMS y la OPS (Organizacién Panamericana de Salud) en 1974, llegan a la
conclusién de que el término "Enfermedad de Chagas” comgrende dos. proce-
sos patoldgicos diferentes: La "Enfermedad de Cha:gas” propxamente‘ c?:cha, la
cual presenta una fase aguda septicémica que evolucnor.la hasta fase crénica y las
" patias chagasi~as”, resultantes de las secuelas producidas durante la fase aguda

de la infeccio

(1) .En la fase aguda de la enfermedad predomina un estado febril inicial, que

desaparece, y una serie de patias del miocardio, aunque también se pueden

Tesis doctoral




3 PATOLOGIA .-

dar lesiones inflamatorias focales por presencia del parasito en el radsculo

esc'luelético y liso, células nerviosas, fibroblastos y ocasionalmente, células
epiteliales. :

Si el grado de parasitacion, y consecuentemente de inflamacién, es intenso
la necrosis de las fibras contractiles del miocardio y del tejido conectivo,
pueden llevar a un infarto agudo, algun tipo de bloqueo cardiaco ( Andradc;
y Andrade, 1980) y a veces a un fallo cardiaco (Andrade y col. 1978).

La destruccién del miocardio esta directamente relacionada con la presencia
del parasito, pero, en el desarrollo de la fase aguda, aparecen focos inflama-

torios mas difusos con edemas y necrosis en zonas donde no existen células
parasitadas.

La necrosis se puede extender al misculo cardiaco y tejido conectivo envol-
viendo las neuronas de los ganglios cardiacos y otras neuronas periféricas,
en particular el plexo de Auerbach en el tracto digestivo.

La dindmica y las alteraciones morfolégicas dependen de la intensidad de la
enfermedad. Si no es severa, desciende el niimero de parasitos al final de la
fase aguda, la infiltracion celular decrece y retornan las funciones normales.

La mortalidad en la fase aguda es menor del 10%, dandose especificamente
en nifos, los cuales mueren debido a meningoencefalitis, fallo cardiaco y
bronconeumonias no especificas.

(ii) Patologia del estado cronico: Se caracteriza por disturbios cardiacos y gas-
trointestinales. Las anomalias en el corazon, incluyen palpitaciones recu-
rrentes y cambios en cl ECG con insnficiencia cardiaca y agrandamiento del

corazon (Texeira, 1979).

La miocarditis e inflamacién son evidentes, con un ca.racteristioo. i-nﬁlt.radc
linfoide, llegando a incrementarse el nimero de espacios i.nterst.lcw.les con
reduccién de la capacidad de difusion del oxigeno (Anselmiy col.,1966). Sc
produce una fibrosis que envuelve la fibra cardiaca.

Como consecuencia del cambio de contractibilidad de las fibras .cardiacas, se
reduce el volumen/latido, el gasto cardiaco y las cimaras cardiacas pueden

Ma. N. Rodriguez Cabezas




INTRODUCCION 5

mostre}r una dilatacién asociada en un intento de compensar lu destruccién
del musculo cardiaco.

Se producen cambios en la conductividad eléctrica, envolviendo preferen-

cialrfnente a la rama del haz derecho (Andrade y col.,1978) con un bloqueo
ocasional completo del atrio ventricular.

Frecuentemente aparece un aneurisma apical ventricular que se considera

como la mayor caracteristica patognoménica de la cardiopatia de la fase
cronica de la enfermedad de Chagas.

Cabe destacar, que estos cambios patoldgicos son debidos a un progresivo
proceso inflamatorio, se presentan con una ausencia virtual de parasitos y
son similares a las lesiones inflamatorias en el tracto digestivo y sistema
nervioso central.

Se producen megaformaciones, generalmente del eséfago y colon, hipertro-

fias de algunas regiones intestinales como consecuencia de las denervaciones

de los ganglios de los plexos mesentéricos, dando lugar a una reduccion del
 peristaltismo y acumulacién del contenido en el colon (Borehan, 1979).

El grado de la patologia de la fase cronica varia dependiendo del area
geogralica. Asi por ejemplo, en Colombia y Venezuela, la fase cronica es
usual: . e asintomdtica y solo ocasionalmente acompaiiada por pequeiias
cardiopatias, mientrds que en regiones de Brasil, predominan manifestacio-
nes digestivas y/o cardiacas.

4 PATOGENESIS.-

Cabria pensar que el dafio ocasionado en la fase aguda esta directamente relacio-
nado con la destruccién celular producida por el parasito, pero existen zonas con
lesiones donde no se encuentra este protozoo.

El edema intersticial puede reducir la capacidad de difusion del_oxigeno y crear
suficientes condiciones de anoxia que causen la muerte celula.r. Sm.emba.rgo, l-os
estudios realizados por Anselmi y col (1966), muestran que la intensidad del dano
cardiaco es mayor del que se produciria por este mecanismo.
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4 PATOGENESIS.-

CmE-SIiUleS' rea.liza.(.ios "in thro” mues.ran que los antigenos excretados por T
- zlz c?s;;uets c(iie la interaccion parasito - célula se asocian a la membrana de ias‘
ulas infectadas y no infectadas (Ribeiro dos S
no tos y Hudson, 1980 a; O
Torres, 1982), sensibilizando al h e , wlis: g
: . ospedador para un proceso de autolisis cel
debido a la respuesta inmune (Ribero dos Santos y Hudson, 1980 b) g

S- . " . n » . - .

[fa C{)atoge.nems de la fase cronica es mas problematica. El dafio tisular parece
asociado con infiltrados celulares, generalmente con ausencia del parasito. Se han
propuesto algunos mecanismos para explicar el desarrollo de las lesiones crénicas:

(i) La excre(_:ién de toxinas por el parasito podrian ser la causa del dafio neu-
ronal (Kéberle, 1970; Casta..ys y col. 1990).

(i) La hipersensibilidad a productos del parasito produciria la inflamacién y
subsecuentemente el dafio tisular (Muiiz y Azevedo, 1947).

(iii) Evolucién de una respuesta autoinmune como respuesta a las interacciones
parasito-célula (Hudson,1983).

Segiin Hudson y Britten ( 1985), las primeras posibilidades carecen de con-
sistencia debido 2 inexistencia del parasito en muchas lesiones crénicas, pero un
mecanismo autoinmune seria consecuente con las investigaciones desarrolladas

hasta el momento.

La intensidad de la parasitacién y la severidad de la enfermedad tiene una
correlacion negativa en la fase cronica de la enfermedad. Los pacientes desarrollan
una inmunidad efectiva contra la infeccién pero son vulnerables a los mecanismos

responsables de la patogenicidad en la fase crénica.

Los autoanticuerpos EVI (Endotelial, Vascular, Intersticial) son los primeros
indicadores de una autoinmunidad en la infeccién por T. cruzi.

Estos anticuerpos se unen al miocardio, estructuras vasculares y a las células
intersticiales del misculo cardiaco (Cossio y col.,1974). Los autoanticuerpos estan
presentes tanto en la fase aguda como en la crénica.

Ma. N. Rodriguez Cabezas




INTRODUCCION

' Szarfrflan y col. (1982), sugieren que la produccién de estos anticuerpos esti
mas relac1or}?.da con los antigenos del parasitc que con los productos liber:dos so:
la degr.a.flacwn celular. Estos autores, muestran que estos anticuerpos recon :
la laminina del hospedador y una pseudo-laminina en T. cruzi. fot:

En ffxperimentos con sueros de chagasicos, se han identificado Ig M e Ig G
que se llga.lf a la laminina en tejidos conectivos pero no al colageno, fibronectina.
co'ndronectma o procolageno. Estos anticuerpos se unen fuertemente a las formas:
tripomastigotas y amastigotas del parasito.

Sza.l_rfman propone que los autoanticuerpos EVI y PN (Periferial Nerve), estan
producidos por una respuesta del hospedador a la molécula similar a la laminina
existente en el parasito.

El papel de los autoanticuerpos en la produccién del dafio en los tejicos del
hospedador no esta claro. '

Los anticuerpos EVI pueden actuar como agonistas f - adrenérgicos, ya que
preparados de rata muestran cambios en el sarcolema y un incremento en la
frecuencia y contraccién en presencia de estos autoanticuerpos.

Ademids, los efectos inotrdpico y cronotropico positivos de estos anticuerpos,
se pueden bloquear con antagonistas B., pero no con B, (Sterin-Borda y col.,
1976).

Experimentos con células infectadas y sanas de corazén fetal humano mar-
cados con S'Cr, muestran que pueden ser lisados por linfocitos de pacientes
chagasicos.

Los linfocitos del estado agudo son mds citotéxicos que los del estado crémico
y ambos, significativamente mas activos que los linfocitos control (Texeira y

col.,1978).

Un trabajo realizado por Ribeiro dos Santos y Hudson (1980 a y b), muestra
que los linfocitos de la fase crénica en ratén pueden matar células musculares no
sensibilizadas por antigenos del parasito, mientras que linfocitos de animales en
fase aguda solo mate™ ~élulas sensibilizadas o infectadas.

4.1 Origen de la autoinmunidad.-

La denervacion del tejido nervioso central o periférico es lo mas destacado en la

:nduccién de la fase crénica de la enfermedad de Chagas.

Tesis doctoral




5 RESPUESTA INMUNE EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.-

! :slbe;o dos ?antczs y Huds.on (1981) proponen que los antigenos del parasito
sorben en las células no infectadas, seguido de la liberacién de los parasitos
y antigenos durante la ruptura celular, produciendo una autoinmunidad

Se conoce que los a.ntlgenos propios del hospedador son inmunogénicos en
numerosas infecciones virales y bacterianas produciendo un estado hiperreactivo
similar al que se desarrolla durante la infeccion por T. cruzi.

Altel:nativa.mente, los conjugados de antigenos propios y del parasito liberados
por la célula destruida, podrian actuar como un hapteno.

Sin embargo, esta posibilidad requiere experimentos que la apoyen, tales como
los realizados en procesos de autoinmunidad en encefalomielitis alérgica, donde
linfocitos T especificos frente a mielina, producen una patologia de autoinmuni-
dad alérgica cuando son inoculados en animales sanos (Ben-Nun y Lando, 1983).

5 RESPUESTA INMUNE EN LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS.-

La infeccién con T. cruzi produce una respuesta inmune elevada tanto humoral
como celular (Brener, 1980). Han detectado anticuerpos citoliticos para las for-
mas tripomastigotas sanguineas en los sueros de enfermos cuando se emplea la
técnica de lisis mediada por complemento (LMC).

Cuando un grupo de pacientes se tratan con Nifurtimox o Benzonidazol (far-
macos empleados en la terapia frente a esta enfermedad) durante periodos pro-
longados de tiempo, aparece un porcentaje elevado de negatividad para la LMC,
pero la serologia sigue siendo positiva (Kretti y Brener, 1982). Los sueros LMC
(-) no precipitan un polipéptido del parasito 160 KD al contrario de )~ que sucede

con los LMC (4).

Cuando se inicia la infeccién, la inmunidad depende de los linfocitos T y por
lo tanto mediada por macréfagos (Trischmann, 1983). Después de tres o mas
semanas de infeccion, se desarrollan anticuerpos frente a la transferencia pasiva

(Scott, 1981).

roduce una fuerte depleccién de la poblacién

La infeccién aguda experimental p _ '
depresién "in vivo” (Cunningham y col.,

linfoide que se expresa como una inmuno
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1978) y a los mitégenos ”in vitro” (Kierszenbaum y Budzco, 1982).

.Sefa.be sin embargo, que el grado de inmunodepresién no es crucial en la
variacion de la susceptibilidad a la infeccion, asi por ejemplo, los ratones de la

cepa C'57B.1 /6 (resistentes) y CH3 (susceptibles), muestran un grado comparable
de la disminucion de la respuesta a antigenos.

Se asume, que esta inmunodepresion es un simple reflejo del estado fisiolégico
por el stress inicial producido en el proceso infeccioso después de la aparicién

de formas tripomastigotas sanguineas, se incrementa la Ig M y la respuesta mi-
togénica.

No existen evidencias de una regulacién de la respuesta inmune por linfocitos
T supresores durante la fase aguda , sin embargo, los macréfagos y ios factores
séricos que restringen el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), se han
mostrado como depresores de la respuesta inmune (Cunningham y col., 1978).

Los linfocitos T supresores (fenotipo Thy 1.2) aparecen duranie la fase crénica
de la enfermedad siendo capaces de regular la respuesta Ig G 1sf como la hiper-
sensibilidad retardada (Reed y col., 1983).

6 INMUNOPROFILAXIS EN LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS.-

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas es dificil debido a la escasez de
parasitos en sangre, por la baja prevalencia de los signos clinicos, por el_lento
desarrollo de la enfermedad y por las limitaciones econémicas de los paises y

zonas afectadas.

En las zonas mas privilegiadas no endémicas, la tripanosomiasis se considera
importada, exdtica y su etiologia no es normalmente diagnosticada.

La transmision a humanos se efectua esencialmente por vectores do:ruicilia.ri.os
como Rhodnius prolizus, Triatoma infectans y Eutriatoma, en un hablta.t- socio-
culturalmente bajo y pobre. Su control depende de la mejora dff las c0f1d1c1oncs
socioeconémicas, especialmente vivienda, y voluntad politica (Dias y Dias, 1979;
Haddock, 1979). :

isi infecciones congénitas y por
Aparte de esto, se producen transmisiones por g
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10 6 INMUNOPROFILAXIS EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS..

transfusiones sanguineas, mas del 50% en zonas endémicas (Cerisola y col., 1972).

Como antes hemos mencionado, solo el Nifurtimox y el Benzonidazol son
usados en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

. Ambos farmacos requieren periodos prolongados de tiempo de administracién
induciendo efectos colaterales como reacciones de hipersensibilidad, neuritis pe-
riférica, disminucion de peso y transtornos gastrointestinales.

Los enfermos tratados con Benzonidazol, pueder presentar una disminucion
marcada en el nimero de leucocitos. La eficacia de estos farmacos es baja y solo
un pequeiio porcentaje de pacientes se curan (Brener, 1984).

El fracaso en las medidas de control del vector asi como la escasa fiabilidad

en el tratamiento quimioterapico, ha llevado a la bisqueda de una vacuna contra
esta enfermedad.

Brener y Camargo (1982) postulan la idea de que una vacuna frente a la
enfermedad de Chagas debe tener las siguientes caracteristicas:

(i) No debe producir infeccion.
(ii) Debe conferir una proteccion total.
(iii) No debe inducir procesos autoinmunitarios.

(iv) No debe producir inmunosupresion.

Estos autores sugieren que los antigenos de superficie del parasito son buenqs
candidatos para la obtencion de anticuerpos protectivos.

En 1981, Bertolini extrajo RNA inmune desde bazo de ratones i‘nf_et.:fa,dos
con T. cruzi. Este RNA se ensayé como antigeno en el test de la mh:bwlo.n .d.e
macréfagos in vitro, y se vié que podia convertir células de ratones no sensibili-

zados en macrofagos sensibilizados a antigenos de T. cruzt.

En 1982 De Lucca y col. vieron que este RNA conferia una proteccién signifi-

cativa frente a la infeccién con T. cruzi en ratones, lo que evaluaron mediante el
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estudio d itemi i i
e la parasitemia y de la supervivencia en ratones infectados con la cepa

Y de T. cruzi.

En 1986, el equipo de Bertolini compara el efecto de RNA aislados de ratones
normales (nRNA) y ratones infectados (iRNA), estudiando como los macréfagos

pentonealf‘ss.de raton expuestos al iIRNA muestran un aumento de la resistencia
a este parasito. :

Asi r'nismo ven que el Poly(A) contenido en el iRNA es la fraccién activa, y no
encontrandose actividad en macréfagos incubados con RNA de ratones normales

(nRNA) o con Poly(A) sintético.

Scharfstein y col. (1983) aislaron una glicoproteina de superficie de 25 kD
presente en todos los estadios del ciclo del parasito. Esta proteina es reconocida
por el 96% de los enfermos.

Sin embargo, la inmunizacién con esta glicoproteina no reduce la parasitemia
ni previene del desarrollo del estadio crénico de la enfermedad.

Snary (1983) utiliza dos glicoproteinas purificadas de la superficie del parasito
como antigenos; una glicoproteina de 90 kD de todas las formas del parasito, y
otra de 72 kD vestringida a las formas epimastigotas y metaciclicas.

La inmunizacién de ratones con la proteina de 72 kD reduce la parasitemia
y aumenta la supervivencia con relacién a los controles, pero no previene de
infecciones con formas tripomastigotas sanguineas. Los ratones vacunados con la
proteina de 90 kD sobreviven a la infeccién pero no se reduce en ellos totalmente
la parasitemia.

Scott y col (1985), inmunizan animales con la glicoproteina de 90 kD mos-
trando una proteccién parcial frente a las infecciones con formas tripomastigotas,
ya que el xenodiagnéstico de los mismos daba positivo tras 60 semanas de la

infeccion.

Andrews y col. (1985) vacunaron ratones con tripomastigotas de cultivo tra-
tados con 8-metoxi-psoralen. Todos los ratones sobreviven a la infeccién y no
detectan parasitos en sangre. Sin embargo, algunos ratones dieron positivo en

hemocultivo.

Estos resultados no difieren cualitativamente de los obtenidos con otros agen-
tes inhibidores de la proliferacion del parasito, Actinomicina D o tratados con

rayos X (Brener y Camargo, 1982).
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Por otro lado, los au
’ tores remarcan que el suero de los
& s ratones va
muestra capacidad litica en el test de LMC. o

7 INTERACCION PARASITO / CELULA.-

El proceso de penetracion de T. cruzi en su célula hospedadora envuelve una
adhesion inicial del parasito en la superficie celular seguida de su interiorizacion.

El mecanismo de entrada de este parasito es similar al de los merozoitos y
esporozcitos de Plasmodium sp. en los eritrocitos (Ladda y col,,1969; Danforth y
col., 1980), Tozoplasma gondii en macréfagos y fib sblastos (Jones y Hirsch, 1972;
Jones y col.,1972) y Leishmania sp. en macréfagos (Alexander, 1975; Chang y
Dwyer, 1978).

El tratamiento con Tripsina y Chimiotripsina de los macréfagos, inhibe com-
pletamente 1a adherencia y penetracién de las formas epimastigotes y tripomas-
tigotas de T. cruzi, lo cual indica la existencia de receptores sensibles a proteasas
en la membrana plasmitica de la célula hospedadora (Osuna y col.,1985).

Los receptores para la Fc o C3b no son esenciales para la captacién del parasito
por los macréfagos.

El tratamiento con Citochalasina B bloquea el proceso de entrada del parasito
en los macréfagos (Nogueira y Cohn, 1976). Una revisién profunda del meca-
nismo de entrada y el papel que juega el citoesqueleto del parasito y de la célula
hospedadora, ha sido recientemente publicada por Osuna y col. 1990.

Las formas epimastigotas no son capaces de penetar en células no fagociticas
tales como HeLa, células L, Vero y fibroblastos de embrién y otras células no

fagociticas.

En los macréfagos, estas formas son destruidas y digeridas por los fagoliaj.oso—
mas, mientras que las formas tripomastigotas escapan de la vacuola fagocitica y
se multiplican en la matriz citoplasmatica como forma amastigota.

Estas formas son capaces de interiorizarse en macrofagos y multiplicarse acti-

vamente en el interior e ir:cluso, son infectivos para animales de experimentacion

(Umezawa y col.,1985).
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D i . i : ;
= 0 ig a} .r:‘lanere}, e‘xlst.en evidencias de que las glicoproteinas de la superfi-
parasito estan involucradas en el proceso de interiorizaciéon en su célula

hospedadora.

Cua.nc'lo las formas tripomastigotas son tratadas con Tripsina, Papaina o Cola-
genasa, pierden la capacidad infectiva (Colli y col., 1984; Osuna y col., 1985). La

adicion de tunicamicina bloquea la interiorizacion (Zingales y col., 1985; Osuna
y col., 1985). ,

_Asi .rr’ﬁsmo, se requiere una sintesis de proteinas por parte del parasito para
la invasion d_e la célula. Al tratar las formas tripomastigotas con Cicloheximida
se reduce la interiorizacién del parasito (Osunz y col., 1985).

. poncentraciones de producto que inhiben €1 un 90% la sintesis de proteinas,
inhiben la entrada del parasito en un 80% (Zingales y col., 1985).

Lima y Kierszanbaum (1982) estudian el efecto de la Pactamicina, inhibidor
irreversible de la sintesis de proteinas, en la interaccién de T". cruzi con su célula
hospedadora. Se produce una inhibicién de la adherencia y penetracion, asi como,
la infectividad en ratén de las formas tripomastigotas.

La adicién de Puromicina, Tunicamicina o Actinomicina inhiben la capacidad
infectiva. Sin embargo, esta tltima estimula la adherencia del parasito sobre la
superficie celular.

Estos resultados sugieren que la adhesion y penetracion son procesos inde-
pendientes y que este tiltimo proceso estd mediado por la presencia de receptores
N-acetilglicosilados (Piras y col., 1983; Osuna y col., 1984 b).

Se ha demostrado que el parasito interacciona con la superficie de la célula
mediante una unién receptor-ligando. En base a ello, se ha postulado que la
adherencia y penetracion estan mediadas por componentes del parasito y la célula
hospedadora (Andrews y Coili, 1982; Piras y col., 1983; Vllalta y Kierszenbaum,
1983, 1984; Mereilles y col., 1984; Piras y col., 1985).

Dvorak y Crane (1981), Osuna y col.,(1984 b), deducen que la.‘in{eccién de las
células por T. cruzise ve incrementada al final de la fase S del ciclo celular, por
el hecho de que durarte la fase S del ciclo =elular, la célula hospedadora expresa
una concentracién alta de componentes de superficie los cuales pueden actuar

como receplores para la internalizacion del parasito.

El tratamiento de células Vero con las lectinas Con A, A.gl.u-t'mina de germen
de trigo, Fitohemaglutinina y Ricina I, da lugar a una inhibicién en el proceso
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de interiorizacién del parasito (Piras col.,1983).

Similares efectos se obtienen cuando la célula hospedadora se trata con sus-

tancias que afectan al citoesqueleto celular (P; _ .
1981; Gamarro, 1983). (Piras y col., 1980; Henriquez y col.,

El tratamiento de mat;réfa.gos de ratén o mioblastos de rata con alfa-manosidasa
d.a lugar a un descenso significativc de la interiorizacién de las formas tripomas-
tigotas sanguineas y mataciclicas (Villalta y Kierszanbaum, 1983).

Por otra parte, recientemente se ha descrito que la Fibronectina, glicoproteina

C. «Ito peso molecular presente en la sangre, tejido conectivo y superficie celular,
se une a las formas tripomastigotas del parasito.

La adicién de anticuerpos antifibronectina al medio de cultivo, inhibe signi-
ficativamente la infeccién de los fibroblastos, lo que indica que la fibronectina

puede actuar como un receptor para la unién de T. cruzi a la superficie celular
(Ovassi y col., 1984; Ouassi y col., 1985).

Todas estas observaciones, sugieren que las glicoproteinas de superficie y el
citoesqueleto de la célula hospedadora juegan un papel fundamental en la inte-
riorizacion del parasito.

En un intento de identificacién de los carbohidratos involucrados en el proceso
de infeccién, se han realizado estudios en los que el parasito y/o la célula hos-
pedadora se incuban con monosacaridos. La N-acetil-D-glucosamina {GLcNAc)
inhibe significativamente la infeccién en células HeLa, LLC-MK2 o BESM con
formas tripomastigotas (Crane y Dvorak, 1982; Colli y col., 1984).

Estos datos sugieren la existencia de una lectina en la superficie de T. cruzi
capaz de reconocer los receptores celulares que contienen residuos de GLcNAc.
Csete y col. (1985) han confirmado esta hipétesis al encontrar una proteina en
el medio de cultivo de las formas tripomastigotas capaz de interaccionar con
GLcNAc ligada a una columna de Sepharosa CL 4B.

Mediante cromatografia de afinidad, se ha aislado una glicoproteina PG 85
especifica de formas tripomastigotas (Katzin y Colli, 1983). Anticuer'pos. frente
a glicoproteinas de las formas tripomastigotas con residuos GLcNAc inhiben la

interiorizacién del parasito en células LLC-Mk2.

Algunos de los antigenos de superficie del pardsito poseen naturaleza en-

zimatica. La presencia de pioteasas en la superficie del pardsito fué estudiada

por Krettli y Eisen (1980), Rangel y col. (1981).
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En recientes eﬁtudios (Pereira, 1983 a; Libby y col.,1986), se ha demostrado
que las formas- t.npomastlgotas sanguineas y procedentes de cultivos celulares
tienen una actividad neuroaminidasa 6-15 veces mayor a la de las formas obte:

md.as. en medios axénicos, mientras que las formas amastigotas carecen de esta
actividad.

: La neuroaminidasa de T. cruzi produce una desialinizacién de las células
miocardiales asi como de las células del epitelio de las venas safenas. Los autores
sugieren que estas alteraciones pueden jugar un papel importante en la interaccién
parasito-célula hospedadora (Andrews y col., 1982).

El mecanismo por el cual los parasitos intracelulares escapan a la accién de
los enzimas lisosomales es desconocido en muchos aspectos. En algunos casos
como Tozoplasina gondii y Mycobacterium tuberculosis, la fusién lisosomal estd
disminuida o ausente (Endo y col., 1982; Gordon y col., 1980).

En otros orgenismos como Mycobacterium lepraemurium y especies de Leis-
hmania (Draper y Rees, 1970; Lewis y Peters, 1977), se produce la fusion lisoso-
mal, pero son capaces de sobrevivir en el interior del fagolisosoma.

T. cruzi, una - que ha penetrado en la célula es capaz de atravesar el
fagolisosoma y transformarse a amastigota en el citoplasma (Nogueira y Cohn,
1976). Sin embargo, mientras reside en el fagosoma, las formas metaciclicas de
este parasito son capaces de inhibir la fusién lisosomal (Osuna y col., 1986).

Leishmania excreta carbohidratos capaces de inferir al parasito una proteccién
frente al ataque de los enzimas lisosomales (Walter y col., 1982; Eilman y col.,
1985). Asi por ejemplo, los factores excretados son capaces e inhibir la fosfatasa
cida, B-glucuronidasa, p—galactosidasa y N-acetil-3-glucosaminidasa (El-On y

col., 1980).

Se conoce poco acerca de los mecanismos moleculares i Jucrados en el de-
sarrollo del parasito en el interior de su célula hospedadora. Bha_tta.charya.y
Janovy (1975), utilizando precursores radiactivos demuestran como .eI}tre :chs-
hmania donovani y macréfagos peritoneales existe un intercambio bidireccional

de macromoléculas entre ambos organismos.

Hay muchos estudios sobre la caracterizacion de virus en protozoos p- ~3sitos.

Wang y Wang (1986 a) estudiaron la presencia de un RNA virus de d9b|e cadena
en Giardia lamblia. Otro RNA virus de doble cadena, se h- asociado a otro
protozoo parasito, Trichomonas vaginalis, (Wang y Wang (1936 b).

Este virus tiene un genoma viral de 5 Kb aproxim. lamente. Recientemente,
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Stuart y co!. (1988)., observaron una infeccién viral en un aislado de Leishmania
y lo denominaron virus LR1 de origen desconocido. :

Gnovanm. Widmer y col. (1989), realizaron un screenig de series de aislados del
p}'otozoo Leishmania (L. braziliensis guyanensis), para averiguar la existencia de
virus. El procedimiento empleado se basa en un anaiisis enzimatico desarrollado
- para RNA polimerasas virales dependicntes de RNA.

Simultaneamente, las preparaciones de acidos nucléicos totales del promasti-
gote, se analizaron para comprobar la presencia del genoma viral o de transcritos.
Finalmente con observaciones a microscopia electrénica, afirmaron la presencia
de RNA virus en estos aislados de Leishmania.

De Luca y col. (1978), utilizando la técnica de migracién de los macréfagos,
observan que los RNA-polisomales de células de bazo de ratones infectados por
T. cruzi, sensibilizan los linfocitos humanos, mientras que el RNA de bazo de
ratones no infectados no produce inhibicién en la migracién de los macréfagos.

Aparte de esta comunicacién a nivel macromolecular, ia célula infectada su-
fre unos cambios metabdlicos que pueden favorecer el desarrollo del parasito a
expensas de los nutrientes que aporta la célula. Plasmedium sp. es capaz de
permeabilizar su célula hospedadora.

Los eritrocitos infectados incorporan mayor cantidad de calcio (Leida y col.,
1981; Krungkrai y Yuthavong, 1983), se produce un aumento de la permeabilidad
para la glucosa, glicina, isoleucina, glutamato, etc. (Ginsburg y col., 1983; Elford
y col., 1985; Castanys y col. 1990).

Los fac.ores excretados por Leishmania sp. producen un incremento en el
influjo de calcio en los macréfagos infectados, lo cual segin Eilam y col. (1?85)
protegeria al parasito de la accién de los enzimas lisosomales por la gran capacidad
de unién del calcio a estos factores excretados. T. cruzi produce un incremento en
la concentracién de calcio Jibre citoplasmatico en la célula parasitada (Gamarro,

1983; Osuna y col., 1590).

Chess y col. (1983) sugieren que las formas tripomastigotas (%e T. cmzz son ca-
paces de incorporar componentes de la célula hospedadora, pudiendo utx.hzar este
recubrimiento de antigenos como mecanismo de evasién de la respuesta nmune.

La mayoria de los autores piensan que los antigenos adquiridos por el parasito

lares a las del hospedador, podrian jugar un papel

; teinas propias simi .
o B P S 2T de la enfermedad de Chagas en pacientes

importante en la inmunopatogenesis
crénicos.
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7.1 Cooperacién Parasito / Célula Hospedadora.-

$1 bien se sai?e que <.ax1ste una cocperacion parasito - célula en los procesos de
n?teraccnc.m e interiorizacion de T. cruzi, se conoce muy poco acerca de los meca-
nismos bioquimicos de regulacién de estos procesos.

At-nteri-ormente a este trabajo, en nuestro laboratorio se realizaron una serie de
experiencias con cultivos celulares infectados con formas metaciclicas de T. cruzi
marcadas con Leucina 3H, Uridina *H y Timidina *H (Jimenez-Ortiz, 1981).

.Cuando se emplearon formas metaciclicas mar:adas con Timidina 3H, se de-
dujo que el DNA marcado del pardsito permanece estable en todo momento,

dado que durante el transcurso de las experiencias no se aprecié un desmarque
del mismo.

Sin embargo, cuando los cultivos celulares se infectaron con formas metaciclicas
marcadas con Uridina 3H, los resultados obtenidos mostraron que a las 4 horas
de la parasitacién, el 100% de las células parasitadas poseen marcas concentra-
das sobre los amastigotas. Pero, a las 7 horas se aprecio que en el 22.6% de las
células parasitadas comienzaban a aparecer ”cursos” de granos en el citoplasma
con direccién hacia el nicleo.

A las 22 horas de cultivo, el 100% de las células tienen marcas dispersas en
el micleo, nucleolos y citoplasma, apareciendo los parasitos desmarcados. De
estos resultados se deduce que el parasito envia, de alguna manera, una seial
constituida en parte por RNA (marcado en este caso con Uridina 3H) al nicleo
y nucleolos de la célula parasitada.

La captacién por parte de la célula de Uridina 3H no puede proceder del
RNA del parasito que se cataboliza, ya que el medio que circunda a las células
parasitadas tiene una concentracién de andlogo sin marcar 400 veces superior a
la que se utilizo para marcar el parasito.

Debemos suponer que el material radiactivo que pasa al interior del nucleo
celular, son moléculas de RNA de! parasito y no moléculas provenientes del ca-

tabolismo de éste, dado que sélo las moleculas de RNA, son capaces de producir

marcas, ya que los nucledtidos y nucledsidos libres son eliminados en el proceso

de fijacién de la célula (Cleaver, 1967).

rd . - 3 .
Cuando las formas metuciclicas se marcarcn con Leucina 3H y posteriormente
se inocularon en cultivos celulares, se encontraron fenomenos similares a los ob-

. . 3
servados cuando se marcaron con Uridina 3H.
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Ag;q pAa.rece pues, que fel parasito en las primeras horas de la parasitacién envia
una - proteina al nicleo de la célula y que unicamente tras la metabclizacién

de estas macromoléculas, se i 10
1 , se produce la estimulacién en la sintesis d
y posteriormente en la del RNA. g

.ASI se penso, que posiblemente de esta manera el parasito influye en el mata-
bo.ll_smo nuclear de la célula hospedadora o quizas que, al igual que algunos virus
utilice la maquinaria nuclear de la célula para que se sintetice RNA que luegt;
podria ser leido (en el caso del parasito) en sus propios ribosomas.

También se vié mediante experimentos con células enucleadas y células tra-
tadas con Actinomicina D, que los amastigotes eran incapaces de multiplicarse,
al igual que en células enucleadas (Osuna y col., 1984 b) aunque si emiten al
citoplasma circundante RNA - proteinas marcadas. Esto nos indicaria que el
parasito para multiplicarse en el interior de la célula necesita que el nicleo de
ésta se encuentre en perfecto estado de funcionamiento.

Con todo esto se puede deducir que el metabolismo intracelular de T. cruzi
es complejo, existiendo una estrecha relacién entre el metabolismo nuclear de
la célula hospedadora y el parisito; estando condicionada esta interrelacion me-
tabolica a un intercambio de macromoléculas entre parasito y célula hospedadora
y a la inversa. Quizds el parasito aprovecha totalmente a la célula para acelerar

su propia multiplicacién intracelular.

Por otra parte, podria tratatse de un mecanismo de evasion de la respuesta
inmune por parte del parasito que rodeindose de ciertos antigenos de superficie,
similares a las de las células, evitaria ser reconocido por el sistema inmunolégico

del hospedador.

Seria por tanto, un fenémeno similar, aunque algo mas complejo, al demos-
trado para Schistosoma mansoni (Celgg y col., 1971) en el que este se todea'. c!e
glicoproteinas similares a las de los grupos sanguineos del hospedadoF, 0 quizas
a un fenémeno parecido al descrito por Helenius y col., 1978 para‘el virus S.f‘.V.
(Semliki Forest Virus) en el que la particula viral se rodea de antigenos de histo-
compatibilidad, en la fase de penetracion en el citoplasma celular, actuando este

antigeno como receptores para dichos viruc
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8 TRANSCRIPTASA INVERSA.-

La transcriptasa inversa fué descubierta por Temin y Mizutani en 170.

.Es un c'anzima que transcribe RNA a DNA. Los virus que contienen dicho
enzima reciben el nombre de Retrovirus. Estos tienen un genoma de RNA, qu
transcrito a DNA puede ser incorporado al genoma del hospedador. :

Este enzima es comparable a una pequefia proteina de cadena simple, de 60-70
Kd. En algunos virus, como el retrovirus avial, es un dimero. La transcriptasa
tiene tres »-tividades diferentes:

(i) Puede fabricar un DNA cdmplementario (cDNA), desde el RNA viral.

(i) Tiene una actividad ribonucleasa (llamada ribonucleasa H), que digiere solo

la cadena de RNA de este hibrido DNA/RNA.

(iii) Fabrica la cadena de DNA para dar la doble cadena.

rus, se ha detectado una actividad endonucleasa.

En algunos vi

El mecanismo de la transcripcion inversa de los Retrovirus es tnico. Este
enzima, al igual que las DNA - polimerasas, necesita un iniciador. En el RSV, es
una molecula de triptéfano - tRN A. En otros retrovirus, esta union, es a 10-40

nucledtidos y en otros, es un tRNA especifico.

Es casi seguro, que los virus han desempeiiado un papel importante en l? evo-
lucién de otros organismos por el hecho de presentar la capacidad extraordinaria

de transferir DNA a través de las barreras entre las especies.

mbinan frecuentemente con los cromosomas de sus

hospedadores, tomando al azar piezas de estos cromosomas y transporténd'o!as
a células u organismos diferentes. Ademds. las copias integradas de DNA virico
han llegado a convertirse en una p.. > permanente del genoma de la mayoria de

organismos.

La mayoria de virus reco
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8 TRANSCRIPTASA INVERSA.-
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Figura 1.1: El ciclo vital de un Retrovirus. El enzima transcriptasa inversa es una
DNA polimerasa que primero produce una copia de DNA a partir de lu molécula
de RNA virico, y luego una sequnda hebra de DNA, generando asi una copia
de DNA diplez desde el genoma de RNA. La integracion de este DNA diiplez
en el cromosoma huésped, catalizada por enzimas desconocidos del huésped, es
necesaria para la sintesis de nuevas moléculas de RNA virico.
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Aur?que a fnenudo este DNA queda alterado de tal manera que es incapaz de
prod’ut.:lr un virus completo, atin puede codificar proteinas; algunas de las lt):uztles
son utlles. para la célula. Por consiguiente, los virus hacen posible que se produzca
la evolucién, al mezclar las reservas génicas de diferentes organismos (Fig.- 1.1).

: .Hz.!,ce afios se descubrié que un grupo de virus convertian el RNA en DNA
invirtiendo la secuencia normal de los procesos moleculares. Segiin parece ahora’
también pueden hacerlo otros virus y muchos organismos superiores (H. Va.rmus,
1987). El material hereditario de casi todos los seres vivos esta formado por do;
cadenas de DNA entrelazadas en una doble hélice.

Los genes que alli se encuentran controlan la actividad celular mediante dos
procesos: la transcripcién, en la que el DNA se copia a RNA, y la traduccion,
proceso en el que el RNA dirige la sintesis de proteinas. Esta secuencia de DNA
- RNA - proteina resulta ser practicamente universal.

Existen, no obstante, algunas excepciones. En ciertos virus, el material
genético es RNA, y no DNA. Una subclase de virus de RNA, los Retrovirus,
se apartan mas de la secuencia convencional: pueden fabricar DNA a partir de
RNA. Esta capacidad se denomina retrotranscripcion a transcripcién inversa.

Actualmente se ha detectado retrotranscripcién en otros virus distintos de los
Retrovirus (Summer y col., 1982), e incluso en células de levaduras, insectos y
mamiferos no infectadas (Wickner, R.B., 1981; Garfinkel y col., 1985; Boeke y
col. 1985; Fink y col. 1986).

La existencia de retrotranscripcién fuera del ciclo de vida de un virus expli-
caria una serie de confusas observaciones, si bien plantearia otras interrogantes.

En los primeros estudios, no se consideré la posibilidad de que se diera acti-
vidad retrotranscriptasa fuera del ambito de los Retrovirus.

Asi, los analisis revelaron varias similitudes entre el DNA retroviri(io y cier-
tos elementos genéticos que constituian rasgos permanentes, aunque moviles, de
los cromosomas de la mayoria de los organismos, si no ds todos. Se trata de
los llamados elemeatos transponibles, o transposones, que se han detectado en
bacterias, lévaduras, insectos, vegetales y vertebrados.

Los estudios del elemento mévil Ty, de levaduras (Roeder y col., 1980; Scherer

82; Kostriken y col., 1983; Boeke y col., 1985; Clare y col., 1985; Mellor

y col., 19 entes en favor de la retrotrans-

y col., 1985), brindaron argumentcs mas consist

cripcior..
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8 TRANSCRIPTASA INVERSA .-

; Pl vinculo entre provirus y elementos méviles, como el Ty de levaduras, su
. ’ ’

gir10 un nuevo nombre para dichos elementos: Retrotransposones (Watson y col
*

1987).

Ret.:lentemente, M: Inouye (1989) ha causado sensacién al mostrar que un
mecanismo de transcripcion inversa existe también en algunas células sin niicleo,

nas bacterias, especialmente en ciertas cepas de colibacilo aisladas en enfermos
afectados de colibacilosis.

Posteriormente, se ha descubierto también en la cepa B del mismo organismo,

cepa no patogena, pero no asi en la cepa K12 (Lampson y col., 1989; Lim y col.,
1989; Yee y col., 1984 y Dhundale y col., 1987).

Esto da al fendmeno un caracter de universalidad, ya que, generalmente, se
piensa que los procariotas, de los que forman parte los colibacilos, se separaron
de las células eucariotas muy pronto en el curso de la evolucién, quizd inmedia-
tamente después del inicio de la vida.

La existencia de una transcriptasa inversa en bacterias se sospecha desde hace
varios afios. Al estudiar ciertas bacterias del suelo, las mixobacterias, que tienen
la propiedad de agragarse en colonias més o menos diferenciadas, se descubrid que
ademis de su cromosoma, formado como el de todas las bacterias por una doble
hélice de DNA, estas bacterias poseen un DNA llamado "satélite” en la estruc-
tura original (Yee y col., 1984), enlazado quimicamente a un RNA de estructura
ramificada (Dhundale y col., 1989).

El estudio de esta molécula en la bacteria Myzococcus zhantus permitio a estos
autores no sélo comprender la naturaleza del enlace quimico entre el DNA y el
RNA, sino descubrir su mecanismo de sintesis y demostrar que se trata de un
caso de transcriptasa inversa (Lampson y col., 1989; Inouye y col., 1989).

Hasta ahora, se admitia que las bacterias no posefan ningin gen que hiciera
posible especificar la sintesis de este tipo de enzima. Pero se ha demostrado
que esta actividad se encuentia en las mixobacterias y en el colibacilo aislado de

enfermos (Inouye y col., 1989).

Analizando la region responsable de la sintesis del DNA satélite, se h.a visto
una regién que podria traducirse en una proteina muy similar a las transcriptasas

inversas de los Retrovirus.

En el genoma de levadura, existen secuencias repetitivas que son generalmente

lementos genéticos méviles que portan genes internos, algunos de los cuales

i i izacio mosémica.
codifican para enzimas que los mueven de su localizacion cro
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El elemento mdvil mas c0fm'm en genomas de levadura, es el Tyl: est empa-
re?ntado con el elt:.nlt?nto movil copia de Drosophila y con los genomas de Retro-
virus que se multiplican en células de vertcbrado (Roeder y col., 1980).

Algunas de las 35 copias de elementos Tyl completos, de 6 kbp estan presentes
en los genomas de la mayoria de cepas de levadura (Scherer y col., 1982; Boeke
y col., 1985). Estas contienen una gran regién central, que codifica para‘los dos
productos proteicos mayoritarios, uno de los cuales es la transcriptasa inversa.

La similitud en la estructura g=nomica y funcion entre el elemento Tyl y
el genoma de los Retrovirus, sugiere no sélo que estos dos elementos tienen un
origen evolutivo comun, sino también que ellos se mueven hacia una localizacién

cromosomal nueva por, esencialmente, el mismo mecanismo molecular (Kostriken
y col., 1983; Clare y col., 1985).

Asi, parece altamente probable que Tyl siguiera un patrén retroviral y se
transpusiera por un mecanismo de transcripciéa inversa de su cadena de RNA
hasta producir una cadena de DNA complementario (Mellor y col., 1985). Después
de la conversién de este DNA en un DNA de doble hélice, se insertaria en una
nueva situacién cromosomica.

La comprobacién de que cada transcripcion inversa ocurre de hecho, viene
desde el descubrimiento de que uno de los genes Tyl codifica para una transcri-
ptasa inversa. Asi, podemos referirnos a los elementos Tyl como "Retrotranspo-
sones”.

Por el momento el papel de la transcripcién inversa, aparte de permitir la
multiplicacién de los Retrovirus, es desconocido. La presencia de dos transcri-
ptasas inversas en las bacterias sugiere un origen muy antiguo de la actividad
enzimatica, tal como sefialé Temin (1989).

9 INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA
INVERSA.-

Actualmente se estdn estudiando inhibidores de la transcriptaf.sa. il‘wefs.a como un
paso mas en la lucha frente al Sindrome de Inmunode{‘ici_._. ia ac’ -unda... Entre
los agentes que se han mostrado activos frente a la replicacic « del IV (Virus de
[nmunodefiencia Humana) en cultivos celulares se encuentre i
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9 INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA .-

(i) 3'-azidotimidina (Mitsuya y col., 1985)

(ii) 2'3'dideoxinucledsidos (ﬁitsuya y col., 1983)

(iii) Suramina (Mitsuya y col., 1984)
(iv) Amonio-21-tungto- 9-antimoniato (Dormont y col., 1985)
(v) Fosfonoformato (Sarin y col., 1985)

(vi) Antibicticos quinénicos como la estreptonigrina (Oogose y col., 1987).

Mediante los 4 tltimos compuestos se puede inhibir el HIV por inhibicién
de la Transcriptasa inversa. En cambio, los dos primeros compuestos inhiben la
transcriptasa inversa a través de sus metabolitos trifosfatados.

Algunos de estos compuestos han sido empleados en cribados de pacientes
afectados de SIDA, pero los resultados no han sido concluyentes.

Para nuestro trabajo, hemos escogido como inhibidores de la transcriptasa
inversa un compuesto de cada mecanismo de accién: 2'3'dideoxicitidina (ddCTP)

y la Suramina sédica, Fig.- 1.2'y Fig.- 1.3.

(i) 2'3'ddCTP: procede do los Laboratorios Boehringer-Manheim. En general,
los dideoxinucledsidos han sido empleados para determinar la secuencia de
nuclestidos en el DNA (Sanger y col.,1977).

Mitsuya y Breder afirman que las actividades inhibitorias de los dideoxinu-
cledsidos frente al efecto citopatoldgico producido por el virus son ddCTP
> ddATP > ddGTP > ddTTP.

Sin embargo, el orden de actividad inhibitoria frente a la transcriptasa
inversa es ddTTP= ddGTP > ddCTP > ddATP.
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Figura 1.3: Suramina sodica
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9 INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA .-

(ii) Suramina sédica: Cedida a nuestro laboratorio por los Laboratorios Bayer.

Su férmula es (3”-urea de la sal sédica de 8- (3- benzamido- 4- metilben-

zamido) naftaleno- 1,3,5- icido sulfénico) 2 (Maregraith, 1980). Es una
sustancia facilmente soluble en agua.

Es una farmaco empleado en el tratamiento de la tripanosomiasis africana y
oncocercasis (Markell y col., 1986). Es un inhibidor enzimitico gue parece

ser selectivamente atrapado por los trypanosomas y filarias y no por las
células del marnifero.

Se han hecho estudios recientes frente a células infectadas por virus tales
como el HTLV-I]I o el productor del Adenocarcinoma colénico humano. En
el primer caso, el virus HTV-III es trépico para las células T produciendo
un efecto citopatolégico sobre las mismas (Mitsuya y col., 1984).

Se ha visto en este caso, que la Sura-iina bloquea "in vitro” la infeccién y
el efecto citopatolégico de HTV-III a dosis que son clinicamente accesibles
en el ser humano.

En el caso del Adenocarcinoma colénico humano, la Suramina inhibe el
crecimiento de las células infectadas (F .atini y col., 1989)
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1 MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO.-

1 MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO.-

1.i Kl pardsito: Trypanosoma cruzi.-

Los trabajos de esta tesis se han realizado sobre la cepa de T. cruzi denominada

Maracay, aislada de un caso clinico en el Insti ri
cay, nstituto de Malariologia i
Ambiental de Maracay (Venezuela). e

Es un flagelado de desarrollo polimérfico, que dependiendo del tipo del hos-
pedador y su localizacion en el mismo, muestra distintos aspectos morfolégicos
con unas caracteristicas, que resumidas, son:

(i) Formas tripomastigotas sanguineas: aparecen en sangre del hospedador
vertebrado. Miden 10 a 25 um de largo por 1 a 5 pm de ancho. El cuerpo
presenta generalmente forma de "C” o "§”, tiene un kinetoplasto grande,
redondo o puntiagudo, situado a poca distancia del extremo posterior.

El nicleo ocupa un tercio dzl cuerpo. Desde el kinetoplasto parte un flagelo
que recorre el cuerpo y queda libre un tercio de su lozgitud total.

Formas amastigotas: Al penetrar las formas tripomastigotas en las células
nucleadas del mamifero, sufren una reorganizacién dando lugar a las for-
mas amastigotas. Estas son ovoides y miden aproximadamente 4 pm de
diametro.

El kinetoplasto tiene forma bacilar y esta situado préximo al nicleo que
ocupa casi la totalidad del citoplasma. Tras un periodo de reposo de unas
36 horas, se dividen por fisién binaria cada 12 horas.

Formas epimastigotas: Se encuentran en el intestino del vector procedentes
de la diferenciacién de las formas tripomastigotas sanguineas ingeridas por
el insecto. Presentan un cuerpo de 6 a 15 um de longitud y mayor anchura

que las formas tripomastigotas.

El kinetoplasto es baciler con situacién anterior y préximo al nicleo. Poseer:
un flagelo largo con membrana ondulante corta. Estas formas poseen en €
hospedador invertebrado una alta capacidad de divisién. La reproduccion

se lleva a cabo por fision binaria longitudinal.
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(iv) .Forma:us tripornastigotas metaciclicas. Aparecen en el extremo posterior del
intestino del insecto hematdfago por diferenciacién de las formas epimasti-

gotas. Son formas més delgadas que las tripomastigotas sanguineas, miden
unos 17 pm de largo.

El ?:inetopla.sto es grande, redondo y se encuentra cercano al extremo pos-
terior. El niucleo es alargado. El flagelo permanece unido al cuerpo desde
su salida proxima al kinetoplasto quedando una pequefia porcién libre en
el extremo znterior. Posee una gran capacidad de invasion sobre mucosas y

conjuntiva. Cuando se introduce en las células del hospedador vertebrado
se diferencia a amastigote.

1.2 Células Hel.a.-

Son células aisladas de un carcinoma de cérvix de una mujer de color de 31 aiios
por Gey y col. en 1951. Se han empleado las células HeLa como soporte celular
en nuestras experiencias.

La cepa empleada procede de los Laboratorios Flow y fue donada a nuestro
laboratorio por el Instituto de Investigaciones Citolégicas de Valencia en el afio
1976. Para el mantenimiento en el laboratorio se han empleado las siguientes
técnicas:

(i) Criopreservacion. Este método parte de cultivos en monocapa cuyas células
son despegadas del sustrato y se suspenden en medio MEM suplementado
con un 20% v/v de suero bovino fetal, previamente inactivado a 56 oC
durante 30 minutos (SBFI), y un 10% v/v de dimetilsulfoxido (DMSO,
Merck). La suspensién se ajusta a una concentracién final de 10° a 10°

células/ml.

Esta suspension celular se introduce en »s sometiéndose a 1 enfria-
miento progresivo de 1oC/minuto ha  llegar a -170 oC en Nitrogeno

liquido (Naj.

Cuando se requieren estas células se descongelan rapidamente por inmersion
de los viales en .n bano maria a 37 oC. Las células se traspasan a <.:ontene-
dores estériles de fondo conico (Eurotube) en esterilidad‘y se centrifugan a
600 g 10 minutos previa adicién de 2 volumenes de medio MEM (20% v/v

SBFI).
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g‘,sta] opcr’acién se re‘pit_e para eliminar el DMSO y finalmente se resuspen-
: 3;1 aT células en medio MEM con 20% de SBFI en una conceniracién de
células/ml. Esta suspensién se vierte en frascos Roux de 25 em? de

superficie y se cultivan a 37 oC en atmésfera hiimed i i
de CO,. meda enriquecida con 5%

(i) S.ubcultivm de células HeLa. El medio utilizado para el cultivo de células ha
31‘(1(? el MEM 20% v/v SBFI al que se le afiade 100 U.I./ml de Penicilina G
sodica, 100 pug / ml de Sulfato de Estreptomicina y 50 ug / ml de Sulfato de

Kanamicina. Este medio se esteriliza por filtracion a través de membranas
de 0,45 pm de tamaio de poro.

El cultivo se inicia inoculando en un frasco Roux (Costar) de 25 o 75 cm? de
superfizie una suspensién de 10° células;ml. A estos frascos se adiciona medio de
cultivo renovandolo cada 4 dias aproximadamente.

La alta capacidad de crecimiento de estas células hace necesaria la realizacién
de subcultivos por tripsinizacion, para lo cual se retira el medio y se adiciona una
solucion estéril de EDTA disédico (Merck) 2l 0,02% en tampén PBS-Tripsina al
0,25%, pH 7,2.

Tras un primer lavado con esta solucién, se anade nuevamente y se mantiene
durante 1 minuto en contacto con la superficie celular. Posteriormente se retira la
solucién y se comprueba a los 5 minutos, por observacién al microscopio invertido
de contraste de fase, si las células se han despegado del frasco.

Una vez despegadas, se adiciona medio de cultivo y se disgregan muy bien
por agitacion hasta formar una suspensién homogénea.

Se inoculan 10° 6 5210° por cada frasco de 25 6 75 cm? respectivamente. Estos
se llevan finalmente al incubador de CO, a 37 oC.

1.3 Células Vero.-

Esta linea celular se inicié desde rinén de un mono verde africano adulto, por

Yasumara y Kawakita, en 1962, en la Universidad de Chiba, en Japon.

) 1 1 donada a nuestro centro por
Esta cepa proviene de los Laboratorios Flow y fue de entro
el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
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Tabla 2.1: Medio NNN

* agar nutritivo

* Tripticasa :}’ég 2

* CINa 0’50 g

* Agua destilada 95:00 ml
* Sangre conejo: inactivada, 56 oC, 30m  5,00ml

de GFana.da en 1982. Se mantienen en el laboratorio de igual forma que se ha
descrito para las células HeLa.

2 CULTIVO IN VITRO DE T. CRUZI.-

2.1 Cultivo de formas epimastigotas.-

El cult‘vo de estas formas se realiza en medios, en general, bifasicos que se em-
plean para el cultivo de la mayoria de las formas epimastigotas de otros parasitos
pertenecientes al orden Kinetoplastida.

Este medio bifasico posee como fasc siida el medio de Nicolle, Novy y McNeal
(NNN), (1908), y como fase liquida el medio MEM (20% v/v SBFI).

El medio NNN esta constituido como se muestra en la Tabla 2.1.

Los componentes de este medio, a excepcién de la sangre, se disuelven en
agua bidestilada y se esterilizan al autoclave durante 20 minutos a 120 oC. Tras
la esterilizacién, el frasco se lleva a un bano maria regulado a 45 oC.

Previamente, la sangre se inact. ante 30 minutos a 56 oC y se mezcla
con los demas compor.cntes del mediv y se distribuyen en los frascos de cultivo

dejando solid.ficar el agar.

El medio solidificado se deja a 37 oC durante 48 horas para comprobar su

esterilidad. Una vez estéril, se inocula en la superficie del medio parte de la

suspension de formas tripomastigotas sanguineas obtenidas a partir de ratones

- nfectados, adicionandose igual volumen de medio MEM (20% v /v SBFI).

Tras 5 dias de cultivo a 28 oC, las formas tripomastigotas se diferencian a
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2 3 CULTIVO DE T. CRUZI EN CELULAS HeLa.-

. ‘l - . .
Epl:inas‘lgcftas, obteniéndose un cultivo en masa de estas formas de T cruzi
ada 15 dias, se realiza una resiembra manteniéndose los cultivos a 28 oC :

2.2 Cultivo de formas metaciclicas.-

Para la obtencion de estas formas utilizamos la metodologia descrita por Osuna
y col. (19_79, 1990) y Adroher (1985). El medio de cultivo empleado es el medio
Grace (Gibco) suplementado con un 10% v/v de SBFI y 100 mEq/] de CINa.

Las formas epimastigotas obtenidas en el medio NNN con MEM (20% v/v
SBFI), y en el inicio de la fase estacionaria de desarrollo, se dejan en reposo

durante 2 horas a 28 oC al objeto de obtener en el sobrenadante las formas mas
activas.

1 sobrenadante se centrifuga a 1000 g y el bot6n de parasitos se resuspende en
el medio ajustando el nimero de flagelados a 10° /ml. Seguidamente se inoculan
en frascos Roux de 75 cm? de superficie con un volumen de medio de 10 ml.

Los cultivos se mantienen a 28 oC y aproximadamente a los 9 dias el porcentaje
de formas metaciclicas oscila entre un 60% y un 90%.

La diferenciacién se comprueba por visualizacién de los parasitos al micros-
copio de contraste de fase, recuento en cimara hemocitométrica de Neubauer y
tincién con solucién acuosa de Giemsa al 10% v/v previa fijacion de los parasitos
con metanol durante 30 segundos.

3 CULTIVO DE T. CRUZI EN CELULAS Hela.-

La metodologia empleada ha sido puesta a punto en nuestro laboratorio a través
de los estudios realizados sobre la interaccion parasito-célula (Osuna y col.,1984

b).

Las células HeLa se cultivan en frascos Roux (Costar) de 25 6 75 cm? de
superficie, o bien en placas de microtitulacién (Nunc) con pocillos de fond? plano.
En este dltimo caso, tras cortar a medida del receptaculo unos cubre-ob jet.O.S de
vidrio borosilicado, se lavan con una mezcla de etanol:eter (1:1) y se esterilizan

al autoclave a 120 oC durante 20 minutos.
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Los cubre - objet?s son colocados en los pocillos de la placa de microtitulacién
con ayuda c‘.le unas pinzas estériles. Seguidamente con ayuda de una micropipeta
(Flow), se inocula en cada recepticulo una cantidad igual y conocida de una

suspension de células en medio MEM (20% v/v SBFI) y se llevan las pl
incubador de CO, regulado a 37 oC. )y an las placas al

Para ]a infeccion de las células, los cultivos se sincronizan previamente durante
12 horas con medio MEM (20% v/v SBFI) mas 25 mM de Timidina (Sigma).

Los cultivos siticronizados en !a fase S del ciclo celular, se lavan con solucién
de Hanks y se inoculan las formas metaciclicas purificadas suspendidas en medio

M.-3 de Meyer (1970).

La relacién parasito - célula oscila entre 1/1 y 10/1, dependiendo de la expe-
riencia de que se trate. Los cultivos se mantienen a 37 oC y 5% de CO; durante
el periodo de interaccion que puede oscilar de 1 a 12 horas, dependiendo de las
expericncias.

Transcurrido este tiempo, se retira el medio y se lavan tres veces con so-
lucién de Hanks al objeto de retirar los parasitos que no hayan penetrado, com-
probandose al microscopio de contraste de fase la ausenciu total de parasitos
extracelulares.

Después del 1iltimo lavado se adiciona medio de cultivo. Para interrumpir los
cultivos, se retira el medio y con ayuda de unas pinzas se recogen los cubre -
objetos, en los que estin adheridas las células, se lavan con solucién de Hanks,

se fijan con metanol 30 segundos y finalmente se tifien durante 15 minutos con
solucién acuosa de Giemsa al 10% v/v.

4 OBTENCION DE FORMAS EPIMASTIGOTAS, ME-
"~ TACICLICAS Y AMASTIGOTAS DE T. CRUZL.-
4.1 Cultivo de formas epimastigotas.-

Medio bifasico.-

imi i 1 jores.
Este procedimiento ha sido comentado ya capitulos anterior
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AMASTIGOTAS DE T. CRUZI.-

Tabla 2.2: Medio LIT

* NaCl

* KCl1 044gg
* PG,HNa; 8 g

* Glucosa 2g

* Suero bovino fetal inactivado 100 ml
* Solucién de hemoglobina al 10% 20 ml
* Agua bidestilada 750 ml
* Solucién 5% infusién higado buey 100 ml/1
* Triptosa 5g/1

Medio monofasico.-

Se emplea el medio LIT adicionado con un 10% de SBF1. Este medio se esteriliza

mediante filtracién por membrana de 0,45 pm de poro, y se distribuye en frascos
Roux con 10 ml en cada uno.

Después de unos 7 dias de cultivo, se obtiene el maximo nimero de epimasti-
gotes. La composicién del medio LIT se recoge en la Tabla 2.2 y se ajusta el pH
a 7,3 con CIH o KOH 0,1 M.

4.2 Cultivo de formas metaciclicas.-

Una vez que hemos obtenido la diferenciacién de formas epimastigotes a me-
taciclicas segin sc ha descrito en el capitulo anterior, la purificacién se realiza

siguiendo la metodologia puesta a punto por Castanys y col. (1984).

La purificacién de las formas metaciclicas se realizé en gradiente discontiauo
de Percoll (Pharmacia Fine Chemical). Estos gradientes se separaron usando una
solucién stock de Percoll isotonizado con CINa 1,5 M y ajustando el pH a 7,4 con

CIH 0,1 N.

"ara la isotonizacién se mezclan 9 partes de Percolly 1de CINa 1,5 M dando
como resultado una densidad de 1,122 g/ml. Se prepararon tres gradientes de
3 ml cada uno: 1,070, 1,065 y 1,060 g/ml, por dilucién de la solucién stock con

CINa 0,15 M.

nutos, se resuspenden en

Los flagelados se centrifugan a 1000 g durante 10 mi
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3 ml de la solucié 3 :
i solucion stock de Percoll y se colocan en tubos de vidrio de 15 ml de

Después de adicionar los gradientes, los tubos se centrifugan a 250 g durante

1. hora a 4.QC en una centrifuga Beckman (J2-21M) con rotor basculante JS-13
siendo el tiempo de aceleracién de 4 minutos y de deceleracién de 6 minutos. :

’Se. recoge la interfase 1,065/1,070 donde se encuentran la mayoria de los me-
taClC}-lCOS con un porcentaje de pureza préximo al 100%. El Percoll se elimina por
centrifugacion a 200 g en 10 volumenes de solucién de Hanks. Los metaciclicos
obtenidos son los que se utilizan en las experiencias realizadas para este trabajo.

4.3 Obtencién de formas amastigotas a partir de cultives celulares.

Como soporte cejular para la obtencién de formas amastigotas intracelulares de
T. cruzi, hemos empleado células Vero.

Las formas amastigotas intracelulares de T. cruzi se obtienen a partir de
células Vero, man‘enidas en frascos Roux (Costar) de 25 cm? de superficie en
medio MEM (20% v/v SBFI), e infectadas con formas metaciclicas obtenidas de
acuerdo con la metodologia descrita en la seccién anterior.

Transcurrido el periodo de interaccién, los cult. vos se lavaron exhaustivamente
con solucion de Hanks para eliminar los parasitos extracelulares.

Los cultivos se mantienen durante 7 dias a 37 oC y 5% de CO,, con un cambio
de medio en el tercer dia. A partir del séptimo dia pueden observarse abundantes
formas amastigotas salidas de las células.

Para la purificacién de las formas amastigotas , se siguié la metodologia des-
crita por Gamarro y col. (1985), utilizando un gradiente discontinuo de densidad

de Percoll.

La solucién stock de Percoll se prepara mezclando 9 volumenes de Perool! con
1 volumen de CINa 1,5 M. Se preparan 5 gradientes de 2 ml cada uno por adicién
de CINa 0,15 M a la solucién stock de Percoll:1,10, 1,09, 1,08, 1,07 y 1,06 g/ml.

La formas amastigotas suspendidas en la solucién stock de Percoll se c?loca,n
en el fondo de un tubo de 15 ml de capacidad. Después de adicionar los gradxe'ntfs,
los tubos se centrifugan a 250 g durante 30 minutos a 4 oC en una centrifuga
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PARASITADAS POR T. CRUZI.-
Beckman (J2-21M) con rotor basculante JS-13.
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La mayoria de las formas amastigotas se obtienen en la interfase 1,07 / 1,08
’ ) =

Para eliminar el Percoll, se adici
: ; icionan 10 volumenes de solucién Hank
trifuga a 200 g durante 10 minutos. AN

5 OBTENCION DE NUCLEOS DE CELULAS HeLa
NO PARASITADAS Y PARASITADAS
POR T. CRUZI.-

Cultivos de células HeLa en frascos Roux de 75 cm? de superficie (52106 células
| frasco), fueron infectados durante 6 horas a 37 oC con formas metaciclicas de
T. cruzi, en una relacién parasito : célula de 10:1 en medio MEM sin SBFL

Transcurrido el periodo de interaccién, se procedié al lavado de los cultivos
con adicién de PBS para retirar los parasitos que no habian penetrado en las
células, adicionandoles posteriormente, medio MEM con SBFI durante 15 horas.

Posteriormente los cultivos infectados y otros no infectados que iban a actuar
como control, se procesaron para la obtencién de niicleos procedentes de células
HeLa parasitadas y no parasitadas como se detalla a continuacion:

(i) Se procedié a un lavado de los cultivos con tampén PBS para eliminar los
restos de medio. Una vez lavados, estos cultivos fueron tratados con tripsina
(1:250) al 0,25% en tampén PBS durante 5 minutos a 37 oC para despegar
las células del sustato.

(ii) Estas células despegadas fueron centrifugadas a 1000 r.p.m. durante 10
minutos, y al botén obtenido se le agregaron 4 ml de Nonidet-NP 40 al
0,1% en solucién 0,25 M de sacarosa conteniendo 3 mM de Clo.Ca y 1,5

mg/ml de Heparina (Krawczyk, 1987).

Se agité durante 4 minutos en frio para obtener los nicleos celulares y las

formas amastigotas intracelulares del parasito libres.

(iii) Una vez conseguido ésto, se procedio a un lavado en solucién .de sacarosa
025MyClCaai oC por centrifugacién a 1000 g durante 7 minutos. Este
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lavado se repiti6 2 veces.

El botén obtenido, se resuspendié en la solucién anterior y se deposito en
la parte superior de un gradiente discontinuo de densidad de sacarosa 0.5
0,675 y 1,5 M conteniendo Cl,Ca 3 mM y Heparina 1,5 mg/ml. Se proce,d;.
a una centrifugacion a 1000 g durante 30 minutos a 4 oC.

De c?s.te modo, los niicleos se obtienen en el botén del tubo, mientras que los
parasitos y las membranas celulares se encuentran en las fases superiores.

Finalmente, los nucleoc se lavaron con solucién de sacarosa 0,25 M y de este
modo se dejaron listos para su procesamiento.

Las pipetas y tubos de centrifuga empleados en este proceso son todos previa-
mente pasados por diclorodimetilxilano y se dejan secar antes de su utilizacion.

La ausencia de formas amastigotas en la fase donde recogemos los nicleos se
comprueba mediante fijacién con metanol de una muestra en ur. porta, posterior
tincién de la muestra con Giemsa al 10% y observacién al raicroscopio éptico,
asi como con la posterior inoculacién de una alicuota de los niicleos en medio de
cultivo y en un cultivo de macréfagos, donde no se observa crecimiento de los
kinetoplastidos.

6 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE
PROTEINAS.-

Una vez obtenidos los nicleos de células HeLa no parasitadas y pa_ra..sitad.a\.s por
T. cruzi, se procedio a la sonicacion de las muestras (So.nicador Vl’rtls, Vlrsor.nc
50), y a la determinacion de la cantidad de proteina§ sigulendo el método descrito
por Bradford (1976), (BioRad). La técnica fue la siguiente:

(i) Se prepara una solucién de albiimina (Sigma) a la concentracién de 1mg/ml.

(ii) Se adiciona 0,8 ml de solucién de PBS a cubetas con 1 ml de capacidad.
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7 OBTENCION DE ANTICUERPOS FRENTE A NUCLEOS DE CELULAS
HeLa PARASITADAS POR T. CRUZL-
(1) A las cubetas patrén se aniaden 2,4, 8 y 1€ ul de la solucién de albimina
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(iv) A las cubetas problema se afiaden 5 a 10 ul de la solucién de proteinas

prf)blenla. Previa a la adicién de los patrones y los problemas se retira el
mismo volumen de tampén de l»s cubetas.

(v) A todas las cul?etas se adicionan 200 ul de la solucién del Kit y se agitan
para homogeneizar el contenido de cada cubeta.

(vi) Se incuba a temperatura ambiente de 15 a 60 minutos.

(vii) Se efectua la lectura a 595 nm en un espectrofotémetro Zeiss (PM2K),
previo ajuste del 0 con un blanco formado por el mismo volumen de tampén
y de solucién del Kit empleado en nuestras muestras.

Con los valores de densidad dptica de los patrones se construye una recta de
regresién por el método de los minimos cuadrados y su correspondiente coefi-
ciente de correlacién lineal, representando densidades 6pticas a 595 nm frente a
la cantidad de proteinas. '

Segiin la ecuacién de la recta y con ayuda de un ordenador estimamos la
cantidad de proteinas de la muestra problema.

7 OBTENCION DE ANTICUERPOS FRENTE A
NUCLEOS DE CELULAS HeLa PARASITADAS
POR T. CRUZL.-

Obtenidos los niicleos de células HeLa parasitadas por T. cruz, tal como se
ha descrito en el capitullo anterior, dichos nicleos se sonicaron en un sonicador

(Virtis, Virsonic 50),durante 30 pulsaciones por minuto, con una intensidad del
99%.

Comprobado microscopicamente que los niicleos se habian disgregado, el frasco

conteniendo los mismos, se guardo a 0 oC hasta la realizacion de los liposomas.

Ma. N. Rodriguez Cabezas




MATERIAL Y METODOS

Tabla 2.3: Fase lipidica

: Fosfa.t?dilcolina de huevo (IX-E Sigma) 2 mg
Desoxicolato sédico (Sigma) 1m
* Cloroformo 5 m?

Tabla 2.4: Fase acucsa

* Proteinas 80, 40, 20 y 10 ug
* PBS 500 ul

7.1 Preparaciéon de Liposomas.-

Para la preparacién de los liposomas, se siguié el mé : :
) método d
col. en 1986. g o descrito por Medina y

(i) Fase lipidica: Tabla 2.3.

(i) Fase acuosa: Tabla 2.4.

Se solubilizaron los componentes lipidicos en el disolvente organico volatil.
Este disolvente se evapord en un rotavapor Buchi modelo R-100, y a 37 oC (tem-
peratura superior a la de transicion del fosfolipido empleado). Como resultado
aparece adherida a las paredes del matraz una pelicula lipidica.

Se adiciond al matraz la fase acuosa por agitacién consiante durante 30 mi-
nu oS a una temperatura superior a la de transicién del fosfolipido empleado
(temperatura de transicién par: la fosfatidilcolina de 25-30 oC) para dispersar

los componentes lipidicos en el agua.

Dado que la relacion molar lipido/agua es baja, los fosfolipidos tienden a
adoptar de forma espontanea su conformacién termodinamica mas estable, es
decir, adoptan una estructura de bicapas lipidicas concéntricas englobando en
sus compartimentos acuosos la proteina, en funcion del caracter hidrosoluble de

la misma.

lechoso de liposomas transporta-

El resultado fue una suspensién de aspecto
La suspensién se mantuvo en

dores de proteinas, en el exceso de la fase acuosa.
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HeLa PARASITADAS POR T. CRUZIL.-

[l re i l
1

1 Ijlsta tecn.:ca es especifica para la obtencion de liposomas multilaminares o
pluricompariimentales. El tamaiio de los mismos oscila entre 0,5-10 um
g \

7.2 Inmunizacién de los ratones.-

Los fz?tones BAFB /C fueron inoculados por via intraperitoneal mediante la sus-
pension de los liposomas con la cantidad de proteina citada anteriormente, du-
rante 4 semanas, espaciandose las dosis cada 7 dias.

Transcurridos 7 dias de la ltima inyeccién, los animales fueron sacrificados
desangrandose mediante la rotura de la carétida, dejando coagular la sangre y
obteniendo asi el suero.

7 3 Inmunizacién mediante Coadyuvante de Freund -

El Coadyuvante de Freund constituye un conjunto de lipidos y paredes bacte-
rianas procedentes del Mycobacterium (Roitt y col. 1989). Dicho coadyuvante
permite conseguir upa respuesta inmunolégica clevada, superior a la inyeccion de
antigenos libres no atrapados en liposomas.

Dada la respuesta inmunolégica que el coadyuvante de Freund puede producir
en los animales inoculados con el mismo, procedimos a realizar 2 lotes:

(i) Un loteinoculado inicamente con 0.1 ml de coadyuvante de Freund + 0,1 ml
de PBS, mediante la misma pauta ‘a administraciin descrita anteriormente

(i1) Otro lote de ratopes al que se le inoculé una suspension formada por 0,1
ml de coadyuvante de Freund + 0,1 ml de la suspensién de los nécleo§

sonicados.

Tras realizar la ultima inyeccién y obtener a los 7 dias el suero de los anima-
les, éstos, al igual que los procedentes de la inmunizacion por liposomas, fueron
mantenidos en alicuotas separadas de 0,2 ml a -20 oC.
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8 TITULACION DEL SUERO ANTI - NUCLEOS DE
CELULAS HeLa PARASITADAS POR ™. CRUZI.-

Los sueros obtcnidos mediante los distintos métodos de inmunizacion, fueron
ads:,orbldos sobre una capa de células HeLa previamente fijadas con acetona al
objeto de eliminar aquellos anticuerpos obtenidos Jde la inmunizacion especificos

de. células HeLa no parasitadas, v asi, retener e'.clusivamente los que fuesen de
origen parasitario.

La adsorcién se hizo incubando el suerc con la monoc? Ha celular durante 12
horas a temperatura de laboratario. Al objeto de evitar las posibles contamina-
ciones bacterianas, se le adicions al suero azida sodica al 0,1%.

Transcurrido este tiemp~ fre recogido y quedé listo para su titulacion me-
diante Inmunoflorescencia L. lirecta (IFI).

Cultivos de células i.eLa en placas de microtitulacién, de fondo plano, conte-
niendo cubres borosilicados redondos y estériles, s infectaron durante dos horas
con formas metaciclicas de T. cruzi.

Tvanscurrido este tiempo, se lavaron para retirar los parasitos que no hubiesen
pene..ado y se fijaron con 7 *ona durante 30 minutos a -20 oC. Pe<teriormente,
anos cubreobjetos se tifie.on con Giemsa al 10%, al objeto de poder evaluar
microscé camente el porcentaje de parasitacion y el indice pai asito / célula.

El resto de los cubr~~bjetos con los cultivos celulares, se permeabilizo con
Triton X-100 2! 6,1% v/v en PBS, durante 1V minutos.

Transcurrido este tiempo, y tras varios lavados con PBS para arrastrar el
exceso -le detergente, las células se incubaron durante 1 hora a 37 oC con distintas
diluciones de los sueros. Las diyuciones fueron: 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 y 1/400.

Tras la incubacién, las células fueron sometidas a 5 lavados de 10 minutos cada
uno, con PBS conteniendo Tween 20 al 0,05% v/v, incubandose posteriormente
durante 30 minutos a 37 oC con un anticuerpo anti. o de raton obtenido en cfo-
nejo, marcado con fluoresceina, diluido al 1 /200 como especifica la casa comercial
en PBS conteniendo 1/10.000 de Azul de Evans (Sigma).

Transcurridos los 30 minutos de incubacién en cimara himeda, se realizaron 5
lavados, de 10 minutos cada uno, con PBS-Tween 90 a la concentracion de 0,05%
7
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v/v, vy un ulti é o ;
/v,y iltimo lavado con PBS, montandose las preparaciones en glicerina

tamponada al 10% para su ob i6n al mi :
BH 2 RFCA). 0 p 1 observacion al microscepio de fluorescencia (Olympus

Los sueros se titularon frente a:

(1) Celu_la.s parf'asi!,adas durante 2 horas y sacrificadas transcurrido este tiempo
mediante fijacién con acetona(Merck).

s o :
(i1) Células infectadas durante 2 horas y sacrificadas a las 12 horas de la in-
feccion mediante fijacion con acetona.

(iii) Células infectadas durante 2 horas y sacrificadas a las 24 horas de la in-
feccion mediante fijacion con acetona.

(iv) Control de células no parasitadas.

Este suero también se titulc irente a:

(i) Formas epimastigotas de T. cruz.
(ii) Formas metaciclicas de T. cruzi.

(i) Formas amastigotas de T. cruzi.
Estas formas fucron obtenidas como se detall6 en el capitulos anteriores. Con

~stas formas de} parasito se hicieron extensiones sobre portaobjetos y se fijaron
c( 1 acetona para continuar con la técnica de IFL

9 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.-

9.1 Obi ion de las IgG de svere de ratones inmunizados frente a niclecs de
céiulas HeLa parasitadas por T. cruzi mediante una columna de Proteina

A - Sepharosa.-

obtenidas de los inmunisueros de

Al objeto de purificar las inrmunoglobulinas G -
de ins mismos con nicleos de células HeLa parasita-

ratén tras la inoculacion

e
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das var i’ .5 :
por T. cruzi, se procedic a realizar una cromatografia de afinidad mediante
Sepharosa iigada a Proteina A.

L‘? proteina A tiene la propiedad de ligar inmunoglobulinas G de muchas
especies de mamiferos (Kronvall y col., 1970; Langone, 1978; Goudswaard, 1978).

Al objeto de ligar dicha proteina A procedente de cultivos de Staphilococcus
aureus, a la sepharosa activada con bromuro de ciandgeno, se siguié el procedi-
miento descrito por el manual de Pharmacia.

Para ello, se pesa 1 gramo de Sepharosa CL 4B activada con bromuro de

cianogeno, teniendo en cuenta que 1g de peso seco produce aproximadamente 3,5
ml de gel.

Dicha sepharosa fue hidratada durante 15 minutos en una solucién de CIH 1
mM. Tras este proceso de hinchado, la s=pharosa se filtré a través de un filtro
de vidrio, lavindose con CIH 1 mM. Se utilizaron aproximadamente 200 ml de
solucién de CIH por gramo de gel.

Preparada la sepharosa, se le adiciond la proteina A previamente disuelta en
tampén de acoplamiento (NaHCO5 0,1 M a pH 8,3, conteniendo 0,5 M de CINa).
La mezcla de sepharosa - proteina A se mantuvo en agitacién durante toda la
noche a 4 ¢C. La cantidad de proteina A/ml de gel fue de 10 mg.

Tras filtrar nuevamente a través de filtro de vidrio, se transfirié a tampén de
bioqueo (Glicina 0,2 M a pH 8), manteniéndose en el mismo durante 2 horas en
agitacién a temperatura de laboratorio.

Se lav’ el exceso de tampén de blogueo con tampén de acoplamiento, se
filtré nuevamente y se transfirié a tampon acetato (Acetato sédico 0,1 M a pH
4, conteniendo 0,5 M de CINa). Posteriormente se volvié a lavar con tampdn de
acoplamiento al que se le habia adicionado 0,1 M de azida sédica

Una vez acoplada la proteina A a la sepharosa, se procedio al monta._]c? de
la columna. Dicha columna fue empleada para separar las Inmunoglobulinas
G tanto de los ratones normales, como de los ratones inmunizados con nucleos
mas coadyuvante de Freund, nticleos mas liposumas y ravones control, solo con

coadyuvante de Freund.

Los sv- s se diluyeron en tampén glicina a pH 8,9, conteniendo 0,5 M de
CINa. El wujo de la columna fue en todos los casos de 35-40 ml/hora.
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-La (:(')lur.nna fue conectada a un monitor UV 1 (Pharmacia), compuesto de un:
unidad optica con una célula de flujo de 3 mm y longitud de onda de o eracin;:
de 280 nm y una unidad de control ajustada a una sensibilidad de 0,1 I}J)nidades
de Absorbancia (UA), todo ello conectado a una unidad de control ;lel monitolr
UV 1, y un registrador grafico acoplado a la unidad de control (Linseis, modelo

L 600).

L)a.s soluciones tampén empleadas en todos los casos fueron (Sjoquiwt y col.
1972): ,

(i) Tampon Glicina pH 8.9 conteniendo CINa 0.5M.

(i) Tampon Citrato pH 4.0 conteniendo CINa 0.5M.

(iii) Tampon Citrato pH 3.0 para la regeneracién de la columna de afinidad.

Al eluir el suero total, por la absorbancia del mismo. se obtiene un pico
correspondiente a las proteinas del suero no ligadas a la proteina A.

Tras obtener un registro en el que la absorbancia baja hasta la linea basal
inicial, la columna fue eluida ~on tampén citrato pH 4 conteniendo 0,5 M de

CINa.

Con el cambio de pH las inmunoglobulinas G acopladas a la proteina A,
se desligan de la misma, obteniéndose y recogiéndose las mismas para analisis
posteriores. La columna fue regenerada con tampén citrato pH 3, almacenandose
en etanol al 20% a 4 oC.

9.2 Formacién de una columna de Sepharosa CL4B - IgG.

Se procedi6 con las inmunoglobulinas G purificadas(lg G), procedentes de cada
uno de los lotes de ratones, a la preparacion de las diferentes columnas de sepha-

rosa - 1g G.

Para ello, las Ig G procedentes de sueros de ratones normales (Ig Gn) y las
s de sueros de ratones inmunizados con nuclecs de células Hela pa-
rasitadas por T. cruzi (Ig Gp), se dializaron y lioﬁliza‘xr(.)'n, determinandose la
cantidad de proteina mediante el método de Bradford ( 1976).

procedente

El método seguido para la unién de la sepharosa fue el mismo que se describe

en el apartado anterior para la union de sepharosa y proteina A.
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10 OBTENCION DE ANTIGENOS DE NUCLEOS DE
CELULAS HeLa PARASITADAS POR T. CRUZI.-

S; paraéfltaron cultivos en monycapa de células Hel.a con formas metaciclicas de
. cruzi en una relacién 1:10, durante un periodo de tiempo de 6 horas en medio

MEM sin SBFIL

Transcurrido este tiempo, estos cultivos se lavaron para quitar todos los
parasitos que no habian penetrado en las células, y se dejaron en medio MEM
con un 10% SBFI durante 15-18 horas. Pasado este tiempo, se obtuvieron los
nucleos de esas células segin la metodologia ya descrita.

Estos ndcleos se sonicaron y se disolvieron en solucion de PBS con Triton X-
100 al 0,1%, centrifugindose y cromatografiandose por la columna de Seph..rosa
- Ig Gn, para purificar los antigenos que nos interesaban.

Tras recoger las proteinas no ligadas a las Ig Gn, se procedié a una elucién
de las proteinas ligadas a las Ig Gn, empleando como eluyente 0,1 M de tampén

Glicina - CIH, pH=3.

La fraccién que nos interesaba era la primera fraccién, con la cual continua-
mos trabajando. Esta fraccién se cromatografio posteriormente por la columna
de Sepharosa -Ig Gp, obteniendo dos fracciones. En esta segunda fraccion se
encuentran los anuigenos de nicleos de células Hela parasitadas por T. cruzi.

En todos los casos, el flujo de las distintas columnas fue de 30-40 ml/hora.

Los tampones empleados en esta cromatografia de afinidad fueron:

(i) Tampon Fosfato a pH 7.2, que se empled para la obtencién de la fraccién
de proteinas no rctenida por la columna.

(ii) Tampén Glicina - CIH a pH 3,0. Se empled para la elucion de los proteinas

retenidas en la columna.

A través de las columnas, no sélo se pasaron los nicleos de las celu!as Heléa
parasitadas por T. cruzi, sino que también se pasaron extractos de miicleos de
células HeLa sin parasitar, extractos de formas metaciclicas purificadas, formas

epimastigetas y formas amastigotas de T. cruzi.
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11 ELECTROFORESIS EN GELES DE POL'ACRILAMIDA -

En todos los casos el flnio fue de 30 ml/hora. Las fra:ciones obtenidas se

desalinizaron T : i
. por dializaciv.. frente a agua bidestilada, y se liofilizaron para su
posterior ensayo.

11 ELECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA .-

Los geles de poliacrilamida al 12,5% se preparan de acuerdo con el método de

Il;j:emmii y Favre (1973), de tampén discontinuo de dodecilsulfato sédico (SDS-
GE).

11.1 Aparato de electroforesis.

La cvoeta de electroforesis empleada en nuestras experiencias es de limina plana
vertical.

El montaje para la colocacion del gel comprende dos placas de vidrio en forma
rectangular con un margen de separacién entre las placas de 1,5 mm, determinado
por dos tiras de teflon situadas a los laterales de las placas.

Estas se sellan por los laterales menos por la parte superior con parafiim. Para
mejorar la adherencia se colocan unos clips de doble canto en los laterales.

11.2 Preparacidn de los geles.

Se utilizan dos tipos de geles, unc de poro pequeiio o gel separador, en el que se
realiza la separacién de los polipéptidos, y otro de poro grande o almacenador,
situado en la parte superior de la placa, que tiene como finalidad ir disponiendo

los polipéptidos para su entrada en el gel separador.

* Golicién stock de acrilamida - bisacrilamida al 30%: Tabla 2.0.

* Gel amacenador al 4%: Tabla 2.6.

y esta formado como se

El gel separador se prepara normalmente al 12,5 %
sefiala en la Tabla 2.7.
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Tabla 2.5: Solucién stock acrilamida / bisacrilamida 30%

29,2 g de acrilamida (Merck) 29.2 ¢
0,8 g de bisacrilanida (Merck) 0.8 g
Agua bidestilada c.s.p. 100 ml

- Tabla 2.6: Gel amacenador 4% (+N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina, Merck)

~Solucién stock acrilamida
- bisacrilamida 0,55 ml
Tampén del gel almacenador
(SDS 0,4% y 0,5 M Tris-CIH, pH=6,8 1,00 ml
TEMED+ 4,00 gl
Persulfato amoénico (Merck) 10% 12,00 pl
Agua bidestilada 2,415 ml

Tabla 2.7: Gel separador

* Solucion stock de acrilamida - bisacrilamida 14,315 ml
* Tampén de gel separador L
SDS al 0,4% y Tris-CIH 1,5 M, pH=8,8 8,75 mi
* TEMED 35,00 ¢!

* Persulfato aménico al 10% 0,1 ml
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11 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA -

Tabla 2.8: Tampén de corrido

* Tris

* Glicocola

* SDS

* Agua bidestilada c.s.p 1000 ml

Tabla 2.9: Tampén de muestra

* Tris-CIH 62 mM
* 5D5 2%
* 9-mercaptoetanol (Merck) 5%
* Glicerol 17% v/v
* Azul de bromofenol 0,024%

Tanto el persulfato aménico como el TEMED se afiaden después de desgasear
los geles.

El gel separador se vierte entre las dos liminas de vidrio y a continuacion se
adiciona una pequeiia cantidad de agua para conseguir la superficie del gel lo mds
recta y homogénea posible, e impedir el contacto del oxigeno del aire con el gel.

Después de la polimerizacién del gel, se retira el agua y se vierte el gel almace-
nador previa introduccién del peine para formar los pocillos de la muestra. Estos
pocillos son de 0,5 cm de ancho aproximadamente. Cuando ha polimerizado el
segundo gel, se retira el peine.

Se retira el sello de parafilm y se montan los cristales en la cubeta. Se aiade

el tampén de corrido en los depésitos inferior y superior.
La composicién del tampon de corrido se recoge en la Tabla 2.8. El pH se

ajusta con CIH IN a 8,3.

11.3 Preparacién de las muestras.-

Las muestras se disuelven en el tampén de muestra formado por: Tabla 2.9.

un sonicador y se calientan durante 5 minutos a
| se afiaden de 5 a 10 pl de la muestra conteniendo
conecta a un voltaje de 60 V durante

Las muestras se agitan en
ebullicién. A los pocillos del ge
un méaximo de 20 pg de proteinas y se
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Tabla 2.10: Solucién fresca de plata amoniacal

* NHOH 1,4 ml
* NaOH al 0,36% 21 ml
* NO; Ag al 20% 4 ml

* Agua bidestilada c.s.p 100 ml

30 minutos, fijandolo en 120-130 V durante 6-9 horas, o bién se mantiene el

amperaje constanie de 10 mA durante 30 minutos y | :
: y luego se fija a 20
aproximadamente 4 horas. . 4 mA durante

U.n‘a‘ vez rea.izada la electroforesis, el gel se fija durante toda la noche en una
solucién de metanol : acético : agua (5:1:4).

12 TINCION DE PLATA PARA LA DETECCION DE
POLIPEPTIDOS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.-

Empleamos la metodologia descrita por Oakley y col. (1980).

Tras la fijacién de los geles se procede de la siguienie manera:

(i) El gel se sumerge en una solucién de gluteraldehido (Merck) al 5% v/v en
agua bidestilada, manteniéndose durante 30 minutos.

(ii) Se somete a 5 1avados de 10 minutos cada uno con 300-400 ml de agua
bidestilada.

(iii) Tras eliminar el agua, se adiciona una solucién fresca dé plata amoniacal

costituida por: Tabla 2.10.

La solucién de nitrato de plata se adiciona ler:tamente en agitacion continua
con el fin de evitar la

a la formada por el hidréxido sédico y el aindnico,
formacién de precipitado marrén irreversible. Una vez disuelto el nitrato

de plata, se completa con agua bidestilada.
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GEL DE POLIACRILAMIDA .-

Tabla 2.11: Solucién recién preparada del revelador

* Acido citrico 5 mg
* Formaldehido al 36% 25 ul
* Agua bidestilada 100 ml

El gel se sumerge y se agita constantemente durante 10 minutos.

(iv) Se elimina la solucién de nitrato de plata amoniacal y se lava el gel con
300-400 ml de agua bidestilada durante 2 veces durante 10 minutos.

(v) Se transfiere el gel a una solucién recién preparada del revelador: Tabla
2.11.

Las bandas de desarollo se visualizan lenta y gradnalmente. Para parar la

tincién, se lava 3 veces con agua bidestilada y se sumerge 1 minuto en fijador
acido de Kodak.

Para conservar loc geles se pueden someter a secado. Para ello, el gel se incuba
toda la noche en solucién de metanol:glicerina:agua (30:3:67), se deposita sobre
un papel Whatman 3MM y se cubre con una pelicula de poliester.

Se introduce en un secador de geles regulado a 900C y se aplica vacio durante
un periodo de 2-3 horas.

También se empleé otro método de tincién de nitrato de plata mediante el
cual se tifien los polipéptidos < : distinto color dependiendo de su composicion

(Adams y Sammons, 1981).
(i) Fijacion: etanol:acético:agua (50:10:40): 2 horas

(ii) Lavados con agua bidestilada (3x): 1 hora

(iii) Equilibracion del gel con nitrato de plata (0,19%): 1 hora

(iv) Lavado con agua destilada: 10-20 segundos
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(v) Tratamiento con solucién reductora de fo 9
rmol (36%) 0,75 ml
NaOH 0,75 N: 10 minutos (36%) ml en 100 ml de

(vi) Intensificador de color, carbonato sédico al 0,75%,: dos tratamientos de 2
horas

(vil) La reaccion se para con agua destilada o acido acético al 5% v/v.

13 MEDICION DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA.-

Al objeto de estudiar el posible papel enzimatico del antigeno de T. cruzi rete-
nido en la columna especifica, tras la inmunizacion y adsorcién de los sueros, se
procedi a estudiar si dicha fraccién poseia un papel de Retrotranscriptasa, pa.a
lo que se procedié a seguir la metodologia de Chandra (1972) y Schleif (1931),
optando por este segundo método modificandole para ponerlo a punto de acuerdo
con nuestro material. '

La metodologia de Chandra (1972), consiste en la preparacién de una mezcla
de incubacién formada por: tabla 2.12.

Tabla 2.12: Mezcla de incubacién segin el método de Chandra

* Tinidina tritiada 5 trifosfato tetrasédica
(metil- *H) 100 xC/2 ml 49 pl
* dATP (5 mg/ml) 0,01 ml
* dCTP (5 mg/ml) 0,01 ml
* dGTP (5 mg/ml) 0,01 ml
* poli A(dT)12-18 (1 mg/5 ml) 0,01 ml
* (loruro magnésico (0,025 M) 0,02 ml
* Noni .. 0,01 ml

Nonidet NP 40 {5%) B

* Tampén de incorporacion ‘

** Tris-ClH 1M, pHT78
** CIK 2M

** Ditiotreitol 0,02 M
0,10 ml
0,02 ml.

* Agua bidestilada estéril
* Preparacion enzimaiica (muestra problema)
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13 MEDIDA DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA .-

L .
a mezcla es incubada durante 2 horas a 37 oC. Posteriormente se le afiaden

0,03 ml de solucion de albiimina bovi
uc mna (12 mg/ml ACl i ot
al 10%. Se deja en hielo durante 15 mirfutos. R

: c;l.'x:a.nscurrldo este tiempo, se filtran a vacio sobre filtros Millipore de 0,45 um
e diametro de poro y se lavan 3 veces con 5 ml, cada una, de acido tricloa.c;’atico al

5%. Los filtros se secan durante 12 mi
4 minutos a 100 oC - :
en el liquido de centelleo. oC y una vez frio se introducen

La técnica de Schleif (1981), con las modficaciones pertinentes de acuerdo a
nuestras muestras es:

(1) Com‘o .marcador radiactivo se emplea la Timidina tritiada 5'-trifofato te-
trasédica (metil- 3H), a una concentracién de 0,5 nmoles por frasco epen-

dorf.

Manteniendo el tubo ependorf en frio se le afiade: Tabla 2.13. Incubandose
el conjunto durante 5 minutos a 420C.

(ii) Se anade la muestra problema(40 pl, con 0,4 pg/ pl en PBS. Con objeto
de facilitar la reaccién se afiade en este paso 25 ug de ARNt, incubandose
durante 3 horas a 42 oC.

(i11) Se toman diferentes muestras a los tiempos de 15, 30, 60 y 120 minutos,
cogiendo 0,5 pl y llevandolos a 200 ul de tampén de ensayo compuesto de:
Tabla 2.14.

Transcurrido este tiempo se ponen los tubos en hielo y se les afiade Albamina
bovina (20-500 pg / ml), adicionandoles 2 ml de acido Tricloracético al 5%
a 4 oC. Se agita y se mantiene en hielo durante 10 minutos.

Parada la reaccién, se filtra a través de filtros de vidrio GF/C (Whatman),
lavandose con acido Tricloracético al 1% a 4 oC. Tras este lavado con tri-
cloracético al 1%, los filtros fueron lavados con Etanol al 95%, secandose

con la ayuda de una lémpara de infrarrojos

Finalmente, se procedio al contaje en liquido de centelleo del material ra-
diactivo precipitado, mediante un equipo Beckman (LS 7500) de centelleo
beta. Para ello, los filtros se introdujeron en viales de plastico llenos de
liquido de centelleo, como s€ describe en el apartado siguiente.
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Tab.la 2.13: Solucién para anadir al tubo ependorf en frio, tras el marcador
radiactivo, segin la técnica de Schleif (modificada)

* 11.5 pl agua bidestilada estéril
* 5.0 ul solucion salina 5x

** 250 mM Tris-CIH pH=8,2

** 50 mM MgCl12 (Merck)

** 500 mM KCl (Merck)

** 2 mM Ditiotreitol (Sigma)
*0,5 ul Pirofosfato sodico 200 mM
*30 Iniciador 10x

(Poly AdT12-18 100 p1g/ml)
* 5,0 pul Trifosfatos 5% |
(5 mM de dGTP, dATP, dCTP) -

Tabla 2.14: Tampén de ensayo

* 400 pg/ml  de Albimina bovina
*10 mM de EDTA
t 3% de SDS

14 TECNICAS DE CENTELLEO LIQUIDO.-

Esta técnica se empled para cuantificar ¢l material radiactivo incorporado a DNA.

(i) Liquido de centelleo descrito por Byefeld y col. (1966): Tabla 2.15.

(ii) Método de P. Chandra: Tabla 2.16.

.bla 2.15: Liquido de centelleo {Byefeld, 1966)  Tabla 2.16: Método de P. Chandra

* PPO 40 g
* POPOP 0)1¢g
* Tolueno 1000 ml

eI e e
* PPO 6,00 g
* POPOP 001 g

* Tolueno 1000 ml
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54 15 INHIBIDORES DE LA TNANSCRIPTASA INVERSA -

15 INHIBIDORES PE LA TRANSCRIPTASA
INVERSA .-

Como inhiibidores de la transcriptasa inversa hemos empleado el ddCTP (Mitsuya
y col., 1986; Chen, 1987) y la Suramira sédica (Mitsuya y col., 1984).

Para la seleccién de las concentraciones 6ptimas, donde las células no viesen
afe :tado su crecimiento, se realizé previamente un cribado de concentraciones.

Las concentraciones seleccionadas fueron las sigvientes:

(i) ddCTP (Laboratorios Boheringer - Manheim): Basandonos en los datos
aportados por Chen (1987), y después de un screening de concentraciones,
se empled la concentracién de 50 uM, concentracién a la cual los cultivos
celulares .0 se ven afectados.

Suramina sédica (Cedida por los Laboratorios Bayer): se empled sobre
cultivos celulares a la concentracién de 100 pg / ml. Esta concentracion
fae seleccionada después de la realizacién de un screening basado en las
concentraciones dadas por Mitsuya y col.( 1984) y Fantini y col.( 1989).

15.1 Accién de los inhibidores de la Transcriptasa inversa sobre la
reacc.6n i vitro”.-

Los inhibidores v las concentraciones seleccionadas fueron probadas nc sclamente
£ 3 d B T Now ] J
sobre los cultivos celulares, sino tambien sobre la propia reaccion "in viiro de

transcriptasa inversa.

Para ello, se prepararon las concentraciones descritas anteriormente 7 tras
disolverlas en agua bidestilada estéril, se afiadieron a la muestra problema al

inicio de la reaccion.

1 120 10 ina . por centelleo
Posteriormente, se 1ezlizo la reaccion completa, determinandose po

liquido la radiactividad presente en el material precipitable.
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15. by G ;
2 Accion 'dc’. los inhibidores de la Transcriptasa - inversa sobre cultivos ce-
lulares infectados por T. cruzi "in vitro”.-

Al objelo de conocer el efe-to de los inhibidores de la transcriptasa inversa sobre
el desarrollo intracelular de T. ervzi, procedim-s a infectar unas células cultiva-

fias en p.lacas ‘de microtitulacion de fondo plano, donde previamente habiamos
introducido cristales borosilicados y estériles.

% e

Una vez aue los cultivos estaban cc ifluentes se infectaron durante 6 horas con
g : e . : i

formas metac. %cas de T. cruzi, en medio M¥M sin SBFI. La purificacién de las

formas metaciclicas y el método de infeccion rue similar al descrito anteriormente.

Con estas ce 'ac infectadas se realizaron 3 lotes, a los que se las anadio ¢ los

distintos tiempos, la concentracion de ddCTP o Suramina sddica, disueltas en
medio MEM sin suero.

(1) Cultivos que después de las 6 horas de infeccién, se lavaro: y se pusieron
en contacto durante 2 horas, unos con suramina (100 pg / ml), oiros con
ddCTP (50 uM), dejando otro grupe como control, al que se le adiciond un
volumen similar de medio MEM sin suero.

Transcurride este tiempo, ios cultivos se lavaron para quitar los restos de los
productos y se dejaron en medio MEM a! 10% de SBFI hasta su sacrificio
o las 24, 48 v 72 horas de dicho tratamie.ito.

Cultivos que después de las 6 horas de inteccion se lavaron y se dejaron en
medio MEM adicionado con un 10% de SBFI durante 15 horas.

Transcurrido este tiempe, se adicioné durante 2 horas a unos cultivos Su-
. ; v s

ramina (100 , ; / ml), a otros ddCTP (50 uM), dejando un control al que

se adicioné un volumen similar de medio MEM sin suero.

Pasadas las 2 horas, los cultivos se lavaron y se dejaron en medio M EM al
10% de SBFI hasta su sacrificio a las 94, 48 y 72 horas de dicho tratamiento.

(iii) Cultivos que después de o horas de inf ~cién, se lavaron y se pusieron €n
contacto -on los dos inhibidores de la transcriptasa inver 1 durante 15 horas,
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16 OBTENCION DE cDNA CON TRANSCRIPTASA INVERSA .-

dejando un control de la infeccién al que se le adicioné el mismo volumen
de medio MEM sin suero.

Transcurrido este tiempo, los cultivos se lavaron y se dcjaron en medio

MEM adicionado con un 107" de SBFI hasta su sacrificio a las 24, 48 y 72
horas de dicho tratamiento.

Una vez transcurridos los distintos tiempos se procedié al sacrificio de los
cultivos infectados. Se fijaron por inmersion en metanol durante 30 segundos.

Seguidamente, los cristales se adhirieron sobre portas con DePeX y se tifieron
con Giemsa al 10%, procediéndose al recuento en microscopio optico de al menos
300 células por cristal, calculando el porcentaje de parasitacion (%P) y el indice
parasito-célula (p/C).

16 OBTENCION DE cDNA CON TRANSCRIPTASA
INVERSA.-

* Se siguié el método de Sciileif y col.(1981), método descrito para la sintesis de
DNA marcado -adiactivamente complementario a un RNA.

Para ello se prepararon las siguientes soluciones, todas ellas con agua bi-
destilada estéril y esterilizadas posteriormente excepto el ditiotreitol, PolyA-dT,

albiimina bovina y SDS.

(i) Solucién salina 5X. Esti compuesta por: Tabla 2.17.

(ii) Iniciador 10x. 100 pg / ml de Poly A-dT12-18 (Boehringer Manheim).
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Tabla 2."7- Solucidn salina 5 x

* Tris-CIH 250 mM pH 8,2

* KCl 500 mM
* Ditiotreitol 2 mM

(iii) Trifosfatos 5x. 5 mM de dGTP, dATP y dCTP (Boehringer Manheim).

(iv) Tampon de ensayo. Esta formado por: Tabla 2.18.

(v) Tampé6n de parada. Esta compuesto por: Tabla 2.19.

El procedimiento consiste en anadir 0,5 nmoles de Timidina tritiada 5'-
trifostato tetrasodica en tubos ependorf de polipropileno. A los tubos man-
tenidos en hielo se les anade: Tabla 2.20.

Se incuba a 42 oC durante 5 minutos, adicionandosele 40 ul de la mues-
tra problema, en nuestro caso fue la fraccién correspondiente al segundo
pico de niicleos parasitados pasados por una columna de Sepharosa - IgG
procedentes de un suero de ratones inmunizados frente a nicleos de células
HeLa infectadas con formas metaciclicas de T. cruzi. Se incuba durante 5
horas a 42 oC.

Transcurride este tiempo los tubos se pasan a 0 oC en hielo en fusién, y se
les afiaden 200 ul de tampén de parada, 30 ug de RNAt, 200 ul de Aceiato
aménico 5M y 3 volimenes de etanol de 95% a -20 oC, almacendndose

durante toda la noche a -20 oC.

(viii) Seguidamente, los tubos son centrifugados durante 10 minutos a 10.000

. 6n d d
Tabla 2.18: Tampén de ensayo Tabla 2.19: Tampon de parada

. , * EDTA 10 mM
* Albamina bovina 400 pg / mi * SDS 0,1%

* EDTA 10mM * Acetato aménico 0,2 M a pH 5,0
* SDS 2%
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17 ELECTROFORESIS DE AGAROSA -

Tabla 2.20: Solucién a afadir a los tubos mantenidos en hielo

*11,5 ul  agua bidestilada esteril
* 5,00 pul solucién salina 5x

* 0,50 ul Pirofosfato sédico 200 mM
* 3,00 ul Iniciador 10x

* 5,00 ul Trifosfatos 5x

r.p.m., desechdndose el sobrenadante con cuidado y el sedimento se resus-
pende en 300 xl de TE (EDTA 1 mM y Tris-CIH 10 mM, pE 8,0) a los

que se les afiaden 10 ul de NaOH 10 M, al objeto de hidrolizar el RNA,
incubdndose durante 2 minutos a 100 oC.

Posteriormente se transfiere a un baiio de hielo. Se neutraliza adicionando
9 ul de CIH 10 M y pequeiios volimenes de CIH 2 M hasta conseguir un
pH de 7,0. Se agita con cuidado cada vez que afiadimos acido.

Una vez neutralizada la mezcla, se almacena durante toda la noche a -200C
con 2 volumenes de Etanol al 95%.

El botén nuevamente recogido mediante centrifugacién a 10.000 r.p.m. du-
rante 10 minutos, se lava con etanol al 70% a -20 oC, se vuelve a centrifugar,
eliminando el sobrenadante y secando las paredes del tubo. El botén reco-
gido se resuspende en 200 ul de TE (10 mM de Tris-CIH pH 8,0 y 1 mM
de EDTA).

17 ELECTROFORESIS DE AGAROSA. .-

Se prepara siguiendo el protocolo de Maniatis (1982). Esta técnica permite sepa-
rar fragmentos de DNA de distintos tamaios, que no pueden separarse adt?cua-
damente por otras técnicas, como es la centrifugacién en gradiente de densidad.

Ademis, el DNA en el gel se localiza directamente: las bandas de DNA se w
sualizan en el gel tras el tratamiento del mismo con Bromuro de Etidio, sustancia
intercalante y fluorescente a la luz ultravioleta (Sharp, 1973).

e de pardametros como son:

La separacion electroforética depende de una seri
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(1) Peso molecular del DNA, en funcién del nimero de pares de bases

ii i 3 i
(i) Concentracién de agarosa en el gel. Existe una relacién lineal entre el

logaritm? de la movilidad electroforética (u) y la concentracién del gel (T)
la cual viene descrita por la siguiente ecuacién: ;

log u = log uo - leg KT

(1) Conformacion del DNA. Hay que tener en cuenta si es DNA lineal o circular.

(iv) El voltaje al que se desarrolla el corrido.

(v) La temperatura de corrido.

El gel de agarosa fue preparado de la siguiente manera:

(i) Se pess 1,5% de agarosa (LKB), disolviéndose el tampén TAE al 1%.

(ii) Tampén TAE (Tris-Acetato- EDTA) 10 x/litro: Tabla 2.21.

La suspension se funde durante 2 minutos en un horno microondas, dejandose
enfriar, una vez fundida la agarosa, hasta 45 oC (temperatura de fusién de la
misma). Posteriormente, se vierte en la placa del gel con el peine formador de
pocillos, dejandose solidificar lentamente.

Transcurrido este tiempo, el gel se pone sobre la cubeta de electroforesis,
baiiandolo con tampén de corrido (TAE al 1%)

Para la preparacion de las muestras, éstas se disolvieron en el tampén de
muestra formado por: Tabla 2.22.

Tabla 2.21: Tampén TAE

* Tris-ClH 48,50 g
* Acido acético glacial 11,42 ml
* EDTA (5 M) 20 ml
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18 MARCAJE NO RADIACTIVO DE DNA.-

duristan:de; ; cada pocilllo 15. pul de la muestra, corriéndose la electroforesis
e 4 - 5 horas a 50 V mediante una fuente de alimentacién LKB (modelo

2303 Multridrive XL).

4 Ufl; vez finalizada la electroforesis, el gel se transfiere a un baiio de bromuro
e etidio (0,5 pg / ml) durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo, se le

da al gel un breve lavado en a i
gua destilada y se observa en un transilumi
(Fotodyne Incorporated 3-3002) a luz ultravioleta. R

Tabla 2.22: Tampon de muestra para la preparacion de las muestras (+Tris-CIH
10 mM y EDTA 1 mM, pH 8)

* 50,0% Glicerol
* 0,25% Azul de Bromofenol
* 49.7% Medio TE+

18 MARCAIJE NO RADIACTIVO DE DNA.-

Hemos utilizado el kit de marcaje no radiactivo de los laboratorios Boheringer
- Manheim Fig.- 2.1. Este método se basa en que el DNA se marca por in-
corporaci6n al azar de dUTP-marcado con digoxigenina (Feinberg y col. 1983).
El dUTP se encuentra ligado, via "spacer - arm” a un hapteno esteroideo de

digexigenina (Dig-UTP).

Después de la hibridacién al DNA diana o blanco, los hibridos se detectan
por inmunoensayo enzimatico empleando un anticuerpo conjugado (conjugado
de antidigoxigenina fosfatasa alcalina), detectandose color por una reaccion con
5- bromo -4 -cloro -3 indolil fosfato (X-fosfato) y nitroazul de tetrazolio (NBT).

El método de marcaje de DNA permite el marcaje de pequeiios (10 pg) o

grandes cantidades (mas de 8 ug) de DNA por ensayo. Los fragmentos de DNA
aislados de agarosa de bajo punto de fusién se marcan también de una forma

efectiva.

La reaccién de marcaje es rapida y hay una incorporacion de digoxigenina c;da.
El tamafio de los fragmentos

20-25 nuclestidos en el DNA sintetizado de ”novo".. : 3
marcados depende del DNA de partida. Asi, este kit permite la deteccion de 0,1

pg de DNA homélogo.
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La técnica de marcaje fue la siguiente:

(i) Se pueden marcar por cada reaccién de 10 ng-3 ug de DNA lineal. Canti-
dades mayores pueden marcarse por aumento a escala de todos los compo-
nentes y volumenes. Se recomienda purificar el DNA lineal por extraccién
con cloroformo / fenol y posterior precipitacién con Etanol.

(i1) Sies DNA de doble cadena, debe desnaturalizarse en un bafio de agua a 98
oC durante 10 minutos, refrigerando rapidamente en hielo. La desnaturali-
zacion debe ser completa.

(i) En un tubo de microfuga, que empleamos como control del marcaje, pone-
mos:

* 1 pg de DNA desnaturalizado fresco corresnondiente a 5 pul de DNA
control.

* 2 yul de mezcla de hexanucleétidos (dATP, dCTP y dGTP a 1 mmol/l y
dTTP a 0,65 mmol/l).

* 9 ul de hexanucleétidos marcados (dATP, dCTP y dGTP a 1mmel/l,
dTTP a 0,65 mmol/l y digUTP a 0,35 mmol/1).

* Se completa hasta 19 pl con agua bidestilada estéril. Se adiciona 1 pl de
Enzima de Klenow con un grado de marcaje de 2 L/pl

(iv) Otro tubo se prepara igual pero con nuestro DNA problema.

(v) Ambos tubos se incuban a 37 oC durante al menos 1 hora. Mayor tiempo
de incubacién (hasta 20 horas), puede incrementar la cantidad de ADN

marcado.
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19 LECTURA DEL MARCAJE DE DNA POR DETECCION
INMUNOLOGICA .-

Tabla 2.23: Disolucién del botdn seco al vacio

* Tris-CIH pH 8 10 mM
* EDTA 1 mM

Transcurrido este tiempo, la reaccién se para :dicionando 2 ¢l de una so-
lucién de EDTA 0,2 M a pH 8. El DNA asi marcado, se precipita con CILi
4 M y 75 pl de Etanol al 95% precongelado a -20 oC. Se mezcla todo bien
y se deja al menos 30 minutos a -70 oC o 2 horas a -20 oC.

(vi) Transcurrido este tiempo, se centrifuga a 12.000 g y el botén se lava con
Etanol al 70% (v/v) previamente enfriadc a -20 oC. Se seca el botén a vacio
y se disuelve en 50 pl de: Tabla 2.23.

La cantidad de DNA marcado sintetizad» de "novo” depende da la cantidad
y pureza del DNA patrén. En la reaccién standar, con 1 pg de DNA por
ensayo aproximadamente, el 10% de los nucledtidos son incorporados sobre

250 ng de DNA.

Las reacciones con menor cantidad de DNA patrén (30 ng) resultan en una
relacién 1:1 de DNA marcado y no marcado.

La cantidad de DNA marcado generado puede ser aproximado por com-
paracién con el DNA control marcado, en hibridacién o deteccién directa.

19 LECTURA DEU MARCAJE DE DNA
POR DETECCION INMUNOLOGICA.-

El color de la reaccién se inicia a pH alcalino por la adicién de X-fosfato y NBT.

Un precipitado a~ul comienza a formarse en pocos minutos y continua hasta 3

dias. La reaccién se puede dar por terminada a las 24 horas.

El procedimiento seguido fue el siguiente:
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BN
(1) Un DNA marcado con concentracién conocida (0,4 pg/ pl), se emplea como

control. Se prepara a las diluciones de 1
S 1 :
1/100.000. es de 1/10, 1/100, 1/1.900, 1/10.000 y

(ii) Sobre una membrana de nylon (Hybond, de 9,45 pym) se pone:

* 1 ul de cada una de las diluciones del DNA marcado control.
* 1 pl de DNA control de la reaccion de marcaje.
* 1 pl de supuesto cDNA de nicleos de células no parasitadas.

* 1 ul del supuesto cDNA desde nicleos de células parasitadas.

Estos DNA se fijan a la membrana de nylon por calentamiento durante 2
horas a 80 oC o por transiluminacién con luz ultravioleta durante 3 minutos

(Kbandjian, 1987).

(iii) Una vez fijados sobre las membranas, éstas se lavan durante 1 minuto con
la soluciér. 1 compuesta por: Tabla 2.24.

Tabla 2.24: Solucién I para lavar las membranas en las que se han fijado los DNA

* Tris-CIH 100 mM pH 7,5
* NaCi 150 mM

Incubéndose posteriormente durante 30 minutos con 100 ml de la solucion
de reactivo de bloqueo (kit) al 0,5% en la solucion 1.

(iv) Transcnrrido este tiempo, las membranas se lavan durante 1 minuto con
la soiucién I y se incuban durante 30 minutos von 20 ml de Conjugado-
Anticuerpo (anticuerpos de oveja antidigoxigenina-Fab, conjugados con fos-

fatasa alcalina).

(v) Transcurrido ese tiempo, se quita el anticuerpo-conjugado no ligado me-
" " diante 2 lavados de 15 minutos cada uno con 100 ml de solucion 1. Después-

de estos lavados, se equilibran las membranas durante 2 minutos con 20 ml

de : tabla 2.25.

Tesis doctoral




19 LECTURA DEL MARCAJE DE DNA POR DETECCION
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DNA | "NEAL

+ Hexanuclebtidos™ ~~ + 9ATP. CTP, dGTP, dTTP + Dig-dUTP (5

+ Klenow enzyme =

Sintesis de DNA

marcado : M“(S-“-“a}w. W--é“""'é""'

DNA hamflogo +

DNA marcado M--é--——--z). /
P

Hibridacitn / e /

+ Mb conjugado : '
;x:g -' A‘P é 6 6 g
ip.ejo
Ab hapteno E)
| + X-Fosfato + N8 . é} <‘5
Reaccién color Y g).
puple/blue colour

.Figura. 9.1: Kit de marcaje de DNA no radiactivo. (Laboratorios Boehringer -
Manhein
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Tabla 2.25: Solucién para equilibrar las membranas tras los lavados (20 ml)

* Tris - CIH pH 9,5 100 mM
* NaCl 100 mM

Incubandose las membranas posteriormente con 10 ml de la solucién de
color compuesta por:

* 45 pl de NBT (nitroazul de tetrazolio 75 mg/ml de dimetilformamida).

* 35 pl de X-fosfato (5- bromo -4- cloro -3 indolilfosfato 50 mg/ml de di-
metilformamida 10 ml de la solucién anterior.

Este proceso de coloracién se realiza en bolsas de plastico selladas o en
una caja apropiada en oscuridad. El color comienza a aparecer a los pocos
minutos, y la reaccion estd completa a las 24 horas. No debe agitarse
mientras se esta desarrollando el color.

Cuando se detectan las bandas deseadas, se para la reaccion lavando las
membranas durante 5 minutos con 50 ml de la solucion de: TE

El resultado fue fotocopiado anotandose las concentraciones de DNA y los
resultados cbtenido-

20 PRESENCIA DE VIRUS EN T. CRUZI.-

Para poder poner de manifiesto la presencia o ausencia de virus en T. cruzi, se
partié de un cultivo de formas epimastigotas de T. cruzi en medio LIT.

Cuando se encontraba en su mayor crecimiento este cultivo se centrifugé a
1000 g durante 15 minutos en una centrifuga Beckman (J2-21M), con un rotor J

20.

Transcurrido este tiempo, los parasitos se sonicaron y el lisado se clarificd
mediante una centrifugacion de 30 segundos en una microcentrifuga en frio. Una
vez clarificado, el lisado se suspendié en medio TNE a una concentracién final de

0,5x y CsC! al 33% (p/p)-
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21 TINCION NEGATIVA EN MICROSCOPIA ELECTRONICA .-

En esttz gradiente de CsCl, se centrifuga durante 16 horas a 50.000 g en una
ultracentrifuga Beckman (L8 70 M) con un rotor 50 Ti a 4 oC.

Transc.urndo este tiempo, se recogieron las fracciones que presentaban mayor
absorbancia a 260 nm. Estas fracciones se dializaron frente a TNE 0,5x y se
procesaron para realizar microscopia electrénica.

21 TINCION NEGATIVA EN MICROSCOPIA
ELECTRONICA.-

La preparacion del material necesario asi como la obtencién de las muestras y
su procesamiento para examinarlas al microscopio electrénico, se llevaron a cabo
siguiendo técnicas generales.

Esta tincién consiste en que los objetos particulados que carecen del con-
traste suficiente para observarlos directamente al microscopio, se incrustan en
una pelicula de material denso a los electrones.

Cuando se observan al microscopio electrénico aparecen como objetos cla-

ros sobre fondo oscuro (de ahi el nombre de tincién negativa). Es un método
particularmente adecuado para virus y moléculas.

21.1 Preparacién del soporte: Rejillas con Formvar -Carbén.-

Se han empleado rejillas de cobre de 300-400 mallas. Para la pelicula plastica,
se ha utilizado el Formvar (polivinil-formol), disuelto al 0,25 o al 0,30% en cloro-

formo para microscopia (Merck).
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'El Procedimiento veguido para colocar la pelicula plastica sobre las rejillas fue
el siguiente: se toma un portaobjetos perfectamente limpio y seco Y se sumerge en

la solucién de Formvar, retirandolo inmediatamente y dejandolo escurrir y secar

sobre la solucié icion i : i
n, en posicion vertical. De esta forma se evita el que durante e!

sccado absorba humedad y se formen agujeros en la pelicula.

Sf:guidamentc se cortan los bordes de la pelicula, raspando los bordes del por-
taobjetos con una cuchilla. Esta operacion debe realizarse lo mis cuidadosamente
posible para evitar que la pelicula se ensucie con particulas de vidrio.

A continuacién se desprende la pelicula del portaobjetos, haciéndola flotar
sobre agua destilada. Para ello, se introduce el portaobjetos por su borde de

menor longitud, muy lentamente en el agua, vigilando si la pelicula se desprende
uniformemente.

Una vez que la pelicula esta flotando sobre el agua, se disponen las rejillas
sobre ella, con la superficie mate en contacto con la pelicula.

Finalmente, para extraer la pelicula con las rejillas adheridas, se deposita un
trozo de papel de filtro sobre la citada pelicula, dejindolo estar hasta que se
empape de agua totzlmente, sacandolo y dejandole secar en una caja Petri a 37

oC.

Posteriormente, se procede a cubrir la pelicula con una capa de carbén, lo que
se lleva a cabo en un evaporador Hitachi HUS-4B, haciendo pasar una intensidad
de corriente de 40 amperios por los electrodos de carbén durante 1-2 minutos.

21.2 Preparacién de las muestras.-

El lisado de formas epimastigotas de T. cruzi, una vez procesado como se de-
talla en el capitulo 2.20., se empleo para la preparacion de lﬁs mues’ ras para
microscopia electrénica. Se recogieron las fracciones de un gradiente de CsCl que

presentaron mayor absorbancia a 260 nm.

Estas fi acciones se dializaron, liofilizaron y posteriorme.nte se resuspendlero.n
en un volumen de 0,5 ml de medio TNE 1x, dejandolas listas para su montaje

en la rejilla.
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AT. _
21.3 Tincién.- SRV

Los materi inci
teriales que se emplean para las tinciones negativas tiener que tener una

densidad electronica alta
: , no deben tener estructura fina y deb ;
haz de electrones. . Bme

Asi, se emplean anci AC ] 1
’ : o
; P sustancias como el acido fosfotungstico, molibdato amonico,

siendo los de mayor contraste las sales de uranilo, tales como acetato, formiato y
oxalato. :

Ell nuestro caso, hemos empleado el acetato de uranilo al 1%. Tiene el incon-
veniente de que precipita en presencia de la luz.

21.4 Montaje de las muestras en las rejillas y tincién.-

El procedimiento consisti6 en depositar gotas de las suspensiones sobre las rejillas,
dejandolas estar durante 1-2 minutos, y retirando a continuacion el exceso con
un papel de filtro.

De esta forma queda sobre la rejilla una pelicula muy fina de la suspensién,
que se deja secar protegida del polvo.

Para la tincién se procedié de un modo sem.ejante. Se coloc una gota de
acetato de uranilo al 1%, retirando el exceso con ayuda de un papel de filtro. Se
dejé secar al aire y por Gltimo se lavé con agua destilada.

Conviene dejar secar las rejillas antes de ser introducidas en la columna del
microscopio electrénico, pues de otra forma, la rejilla resultara danada.

Dara la observacién de las muestras se empleé un microscopio electronico
(Zeiss M-10-C) con unos aumentos de 50000 y 120000.

22 DETECCION INMUNOLOGICA DEL VIRUS CON
UN SUERO FRENTE A T. CRUZI.--

ediante gradiente de cloruro de cesio, de formas epimasti-

La fraccién obtenida m ‘ ‘ . mast
presencia de virus mediante tincion

gotas de T. cruzi, en la cual determinamos la
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negativa pa 1 1 5ni
g para microscopia electrénica, fue puesta en contacto con cultivos de

células HeLa, en medio MEM con un 10% de SBF1I, durante 24, 48 y 72 horas

; fhstos cultivos de_ células HeLa se realizaron sobre placas de microtitulac’
e fondo plano provistas de cubreobjetos borosilicados, redondos y estériles.

' Transcurridos estos tiempos, los cultivos fueron divididos en dos lotes: un
primer lote de células HeLa no tratadas y células HeLa tratadas durante 24, 48 y

72 hox_‘as con dicha fraccién, las cuales se fijaron con metanol durante 30 segundos
y se tineron con Giemsa al 10%.

Y un segundo lote formado por células HeLa no tratadas y células HeLa tra-
tadas durante 24, 48 y 72 horas con dicha fraccién, las cuales se fijaron con
acetona durante 10 minutos a -20 oC, y se procesaron para realizar una inmuno-
fluorescencia indirecta frente a un suero antitrypanosoma titulado anteriormente.

Este suero antitrypanosoma, ademas, fue adsorbido sobre una capa de células
HeLa fijadas ~on acetona durante 12 horas a temperatura ambiente.

Después de Ja fijacién con acetona a -20 oC durante 10 minutos, se permeabi-
lizaron con Triton X-100 al 0,1% v/v en PBS durante 10 minutos. Transcurrido
este tiempo, las células se incubaron durante 1 hora a 37 oC con una dilucion
1/100 del suero antitrypanosoma cruzi. :

Tras la incubacié.. las células fueron sometidas a 5 lavados de 10 minutos cada
uno, con PBS conteniendo tween 20 al 0,05% v/v, incubandose posteriormente
durante 30 minutos a 37 oC con un anticuerpo antisuero de ratén obtenido en
oveja, marcado con fluoresceina, diluido al 1/60 como especifica la casa comercial
(Boheringer) en PBS conteniendo 1/10.000 de Azul de Evans (Sigma).

Transcurridos los 30 minutos de incubacién en cimara himeda, se realizaron,
5 lavados de 10 minutos cada uno, con PBS-tween 20 a la concentracién de
0,05% v/v, monténdose las preparaciones en glicerina tamponada al 10%, para
su observacién al microscopio de fluorescencia (Olympus BH 2 RFCA).
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23 MEDIDA DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA EN LA FRACCION
OBTENIDA POR ULTRACENTRIFUGACION.
MEDIDA DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA EN

LA FRACCION OBTENIDA POR ULTRACENTRI-
FUGACION.

Un lisado de formas epimastigotas de T. cruzi, se sonic y se sometié a una
centrifugacion en gradiente de cloruro de cesio, recogiéndose aquellas fracciones
con mayor absorbancia a 260 nm y se realizé un estudio para poner de manifiesto
la presencia de virus mediante tincion negativa.

Sobre estas fracciones se realizé una medida de la transcriptasa inversa, si-

guiendo la metodologia de Schleif y col. (1981), tal como se ha descrito en
apartados anteriores.

En dicha medida se empleé como marcador radiactivo la Timidina 5'trifosfato
tetrasédica (metil- 3 H), procediéndose posteriormente a la precipitacién con acido
tricloracético al 5% y medida en un contador Beckman (LS 7500) en liquido de
centelleo.

Ademas de esta fraccién se preparé un control de liquido de centelleo y un
control como blanco de la reaccién, en el cual se afiadié todo y en el lugar de la
fraccién problema, se le anadié el mismo volumen de media TNE al 0,5%, medio
en el que estaba disuelta la fraccion problema.
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3.1 OBTENCION DE NUCLEOS DE CELULAS HeLa PARASITA-
DAS POR T. CRUZI.-

Una vez obtenidos los nicleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi, tal como
se redacta en la seccion correspondiente, estos niicleos se lavaron con solucién de
sacarosa 0,25 M , quedando ya listos para su procesamiento.

Para comprobar la ausencia de formas amastigotas de T'. cruzi junto con los
nucleos de las células HeLa, una muestra de los mismos fué depositada sobre un
portaobjetos previamente humedecido con suero bovino fetal inactivado. Esta

muestra fué tefiida con Giemsa al 10%, y se observé al microscopio éptico. Fig.
3.1 y Fig. 3.2

Para la obtencidn de i10s micleos, se parte de células HeLa parasitadas durante
6 horas con formas metaciclicas de T. cruzi, sacrificadas a las 15 horas de dicha
infeccion.
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3.1: Nicleos de células Hela parasitadas, durante el ‘proceso de purifi-

Figura
cacion.
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3.9: Nicleos de células Hela parasitadas, ya purificados.

Figura

Ma. N. Rodriguez Cabezas




RESULTADOS
75

Tabla 3.1: Titulacién de los distintos sueros antinicleos de células HeLa parasi-
taid&s por T.’ cruzi. TABLA 1 Suero A: Suero de ratones inmunizados frente a
nicleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi, sonicados e incluidos en lipo-
somas. Suero B: Suero de ratones inmunizados frente a nicleos de células H:I(,)a

parasitadas por T. cruzi, sonicados, con coadyuvante de Freund. Suero C: Suero
frente a coadyuvante de Freund.-

: SUERO A | SUERO B | SUERO C
Células HeLa no parasitadas () (-) ()

Células HeLa parasitadas y () (-) (-)
sacrificadas a las 2 h |
Células HeLa parasitadas y 1/50 1/80 )
sacrificadas a las 12h
Células Hela parasitadas y 1/50 1/80 (-)
sacrificadas a las 48h

T. cruzi _1/40 1/40 (-)

3.2 TITULACION DE LOS DISTINTOS SUEROS ANTINUCLEOS
DE CELULAS HeLa PARASITADAS POR T. CRUZI.-

Los sueros de ratones inmuni.-uos frente a nicleos de células Hela parasitadas
por T. cruzi, mediante liposomas o coadyuvant~ de Freund, fueron adsorbidos
sobre un rultivo de células HeLa no parasitades, iijadas con acetona. Una vez
realizado ésto, los distintos sueros fueron titulados mediante una técnica de in-
ynunoflorescencia indirecta (IFI) frente a :

(i) Células HeLa no parasitadas.

(ii) Células HeLa parasitadas por formas metaciclicas de T. cruzi durante 2
horas, y sacrificadas inmediatamente después de la infeccion.

(iii) Células HeLa parasitadas por formas metaciclicas de T. cruzi durante 2
horas, y sacrificadas a las 12 horas de la infecciés.

(iv) Células Hela parasitadas por formas metaciclicas de T. cruzi durante 2
horas y sacrificadas a las 48 horas de la infeccién.

(Tabla 3.1 y Fig. 3.3, Fig. 3.4 y Fig. 3.5).

(v) Formas metaciclicas de T. cruzt.
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lacién de los sueros frente a niicleos de células HeLa parasitadas
udios realizados sobre células HeLa no parasitadas (a)

Figura 3.3: Titu
por T. cruzi. Est
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frente a niicleos dc c*'las HelLa varasitadas
bre células Hela parasitadas por T. cruzi (b).

Figura 3.4: Titulacidn de los sueros
por T. cruzi. Estudios realizados so
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Figura 3.5: Titulacidn de los sueros frente formas de T. cruzi (c).
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3.3 CROMATOGRAFIA DF AFINIDAD EN COLUMNA
DE SEPHAROSA - PROTEINA A.-

Tras obtener los sueros de ratones inmunizados frente a niicleos de células HeLa
parasitadas por T. cruzi, se procedid a la separacién de las Inmunoglobulinas G
(Ig G) de dichos sueros mediante una cromatografia de afinidad de Sepharosa
CL 4B - Proteina A, tal como se detalla en el apartado correspondiente de Ma-
terial y Métodos. Dicha columna se empled para la separacién de Ig G tanto de

ratones normales como de ratones inmunizados frente a nicleos de células Hela
parasitados por T. eruzi.

En todos los casos, el flujo de la columna de Sepharosa - Proteina A fué de
35-40 ml/hora. Al cromatografiar el suero total, por la absorbancia del mismo, se
obtiene un pico correspondiente a las proteinas del suero no ligadas a la proteina
A. Tras obtener un registro en que la absorbancia disminuye hasta la linea basal
inicial, la columna fué eluida con tampén citrato a pH 4, conteniendo 0,5 M de

ClNa.

Con el cambio de pH, las Ig G acopladas a la proteina A, se desligan de la
misma, obteniendo una segunda fraccion. Fig. 3.6.

Con las fracciones obtenidas se proéedié a la realizacién de una electroforesis
en gel de SDS - Poliacrilamida y posterior tincién con nitrato de piata.
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os sueros de ratén frente a nicleos de células
omatografia de afinidad de Sepharosa

Figura 3.6: Obtencion de las IgGdel
HeLa parasitadas por T. cruzi mediante ¢
- proteina A.
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3.4 DESARROLLO EN GEL DE SDS- POLIACRILAMIDA DE LAS
FRACCIONES OBTENIDAS EN LA SEPARACION DE LAS
Ig G DE LOS SUEROS DE LOS RATONES INMUNIZADOS

FRENTE A NUCLEOS DE CELULAS HeLa PARASITADAS
POR T. CRUZI.-

Tras el desarrollo de las electroforesis, se obtuvieron una serie de bandas, las

cuales se encontraban en nucleos de células parasitadas y no aparecian en nicleos
de células no parasitadas.

Las muestras fueron:

(i) Patron de pesos moleculares compuesto por Albimina bovina (66 Kd),
Albimina de huevo (45 Kd) y Lisozima (14.3 Kd).

(ii) Fraccién del suero de ratones frente a nicleos de células HeLa parasitadas
por T. eruzi que no se ha ligado a la columna de cromatografia de Sepharosa
- Proteina A.

(iii) Fraccién del suero frente a niicleos de células HeLa pare‘).sitadas por T. cruzi
que se ligd a la columna de Sepharosa - Proteina A. Fig. 3.7.
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Figura 3.7: Electroforesis de SDS - poliacrilamida de las fracciones obtenidas por

cromatografia de afinidad de los sueros antinicleos de células parasitadas.

Tesis doctoral




84 RESULTADOS

3.5 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN COLUMNA
DE SEPHAROSA CL4B - Ig G.-

Tras la unién de las inmunoglobulinas G obtenidas de sueros de ratones inmu-
nizados frente a nicleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi (Ig Gp) a la
Sepharosa CL4B, se procedié a la separacién de las fracciones de un sonicado de
nucleos de células HeLa no parasitadas y parasitadas por T. cruzi que se ligaban
o no por afinidad a dicha columna. Fig. 3.8 y Fig. 3.9.
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Sepharosa - Ig Gp de nicleos

Figura 3.8: Cromatografia de afinidad en columna de
de células HeLa no parasitadas.
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en columna de Sepharosa - Ig Gp de nicleos

Figura 3.9: Cromatografia de afinidad
de células Hela parasitadas gor T. cruzi.
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3.6 DESARROLLO EN GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA DE LAS
FRACCIONES OBTENIDAS EN LA SEPARACION DE LAS
PROTEINAS DE NiCLEOS DE CELULAS HeLa PARASITA-

DAS POR T. CRUZI POR TROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
EN UNA COLUMNA DE SEPHAROSA - Ig Gp.-

Para realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida se siguié }a técnica descrita
anteriormente. Las muestras fueron las siguientes:

(i) Patrén de pesos moleculares compuesto por Albimina bovina (66 Kd),
Albimina de huevo (45 Kd) y Lisozima (14.3 Kd).

(1) Fraccién de suero frente a nicleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi
que no ligé a la columna de Sepharosa CL4B - Proteina A.

(iii) Fraccién de suero frente a micleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi
que ligé a la columna de Sepharosa CL4B - Proteina A.

(iv) Fraccién de nicleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi que no ligo a
la columna de Sepharosa CL4B - Ig Gp.

(v) Fraccién de nicleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi que ligé a la
columna de Sepharosa CL4B - Ig Gp. ,

(vi) Nicleos de células HeLa no parasitadas.

(vii) Nicleos de células HeLa parasitadas. Fig. 3.10 y Fig. 3.11.
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Figura 3.10: Electri;:»foresis en SDS - Poliacrilamida.

Ma. N. Rodriguez Cabezas




RESULTADOS

3.11: Detalle de la electroforests.

Figura
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Tabla 3.2: Medida de la transcriptasa inversa en niicleos de células no parasitadas
y parasitadas.-

MUESTRAS CPM
Liquido de centelleo 1.5

Nicleos de células no parasitadas | 15865

Niicleos de celulas parasitadas | 51403

3.7 MEDIDA DE LA TRANSCRIPTASA YNVERSA SOBRE LAS
DISTINTAS FRACCIONES DE LOS NUCLEOS DE CEéLULAS
HeLa NO PARASITADAS Y PARASITADAS POR T. CRUZI.-

Al objeto de poder estudiar el posible papel enzimatico del antigeno de T. cruzi
retenido en la columna especifica, se procedis a estudiar si dicha fraccién poseia
un papel de retrotranscriptasa. Después de probar diversos métodos, se opté por
el método de Schleif y col. 1981. Para ello, se parti6 de la fraccién de nicleos de
células HeLa no parasitadas y parasitadas por T. Cruzi que quedaban ligadas en
la columna de Sepharosa - Ig Gp, Tabla 3.2.
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Tabla 3.3: Medida de DNA - polimerasas en T. cruzi.-

MUESTRAS CPM
Control liquido de centelleo | 6,00
Extracto de epimastigotas | 6145,60
Extracto de metaciclicos | 19319,85
Extracto de amastigotas 657,45

3.8 MEDIDA DE DNA-POLIMERASAS EN EPIMASTIGOTES, ME-
TACICLICOS Y AMASTIGOTES DE T.CRUZIL.-

Con extractos de formas metaciclicas, epimastigotas y amastigotas de T. cruzi,
se realizé una medida de la sintesis que se producia en cada uno de esos estados
del ciclo biolégico. Como marcador radiactivo se empled la Timidina tritiada §’
trifosfato tetrasodica (metil- *H). Estos extractos se incubaron con este precursor
radiactivo y dGTP, dATP y dCTP. Los resultados se expresan en la Tabla 3.3.

MEDIDA DE DNA-POLIMERASAS
EN DISTINTAS FORMAS DE T.cruzi

CPM (x1000)

BB .. centelleo ] Epimastigotes Sl Metaciclicos Bl Amastigotes
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3.9 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD SOBRE LA COLUMNA

DE SEPHAROSA - Ig Gp DE LOS EXTRACTOS DE EPIMAS-
TIGOTES, METACICLICOS Y AMASTIGOTES DE T.CRUZI.-

Por la columna de Sepharosa - Ig Gp (Inmunoglobulinas procedentes de un suero
frente a nicleos de células HeLa parasitadas por T. cruzi), se cromatografiaron
los extractos de epimastigotes, metaciclicos y amastigotes de T. cruzi, obteniendo
una primera fraccién que no se ligaba a dichas inmunoglobulinas, y una segunda
fraccion que se ligaba a dicha columna y que se obtuvo mediante elucién con
tampon glicina a pH 3; Fig. 3.12.
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J g

1 " i

'l A i A

EPIMASTIGOTES MASt 1

a2 3.12: Obtencion de las fracciones de epimastigotes, melaciclicos y amas-

Figur
mna de Sepharosa - Ig Gp.

‘tigotes a su paso por la colu
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Tabla 3.4: Medida de la Transcriptasa inversa en presencia de Suramina sédica

y ddCTP.-

MUESTRAS [ xCPM
Liquido de centelleo 30.42

Nicleos de células no parasitados | 4892.00
Nicleos de células parasitadas | 40023.33

Epimastigotes 13875.00

Metaciclicos 14501.70

Amastigotes 14904.20

Nicleos de células no 3763.00
parasitadas mas Suramina
Nicleos de células 4596,30
parasitadas mas Suramina
Nicleos de células no 1005.53
parasitadas mds ddCTP
Niicleos de células 2573.60
parasitadas mas ddCTP

3.10 MEDIDA DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA EN PRESEN-
CIA DE LOS INHIBIDORES DE LA MISMA: SURAMINA
SODICA Y ddCTP.-

Las concentraciones seleccionadas de los inhibidores (Suramina 100 pg/ml y dd-
CTP 50 uM), se prepararon en agua bidestilada estéril y se afiadieron a la muestra
problema al inicio de la reaccién. Posteriormente se realiz la reaccién completa,
determinandose por centelleo liquido la radiactividad presente en el material pre-
 cipitable, tal como se ha descrito en el capitulo correspondiente.

En este caso, los niicleos de células HeLa no parasitadas y parasitadas por
T. cruzi y los extractos de epimastigotas, metaciclicos y amastigotas de T. cruzi,
fueron pasados por la columna de Sepharosa - Ig Gp. Las fracciones que quedaros
ligadas a dicha colnmna son las que se emplearon en esta experiencia Tabla 3.4.
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3.11 TRATAMIENTO IN VITRO DE CELULAS HeLa INFECTA-
DAS CON T.CRUZI CON LOS INHIBIDORES DE LA TRAN-
SCRIPTASA INVERSA: SURAMINA SODICA Y ddCTP.-

Se cultivaron células HeLa en placas de microtitulacion de fondo plano donde
previamente habiamos introducido cristales borosilicados redondos y estériles.
Una vez que los cultivos estuvieron confluentes se infectaron durante 6 horas con
formas metaciclicas de T. cruzi en medio MEM sin SBFI. Entonces se hicieron
3 bloques de cultivos infectados a los que se les afiadieron en distintos tiempos
Suramina (100 ug/ml) o ddCTP (50 uM), previamente disueltos en medio MEM

SIn Suero.

Tratamiento tipo 1

Cultivos que después de las 6 horas se lavaron y se hicieron 3 lotes:

(i) Un primer lote se empleé como control de la infeccion.
(ii) Un segundo lote se traté durante 9 horas con Suramina (100 pg/ml).

(iii) Un tercer lote se traté durante 2 horas con ddCTP (50 uM).

Transcurrido este tiempo, los cultivos infectados se lavaron para retirar los
productos afiadidos y se deiaron en medio MEM con 10% de SBFI hasta su

sacrificio a las 24 (Tabla 3.5), 48 (Tabla 3.6) y 72 horas (Tabla 3.7).

i : i j tanol durante 30 se-
Transcurridos estos tierapos, los cultivos se ﬁ:]aron con me ; .
gundos y se tifieron con Giemsa al 10%, procediéndose al recuento al microscopio
éptico de al menos 300 células por cristal, calculando el porcentaje (_:le psagsl-
tacién (% P) y el indice parasito/célula P/C) Tabla 3.5, 3.6 y 3.7. Fig. 3.13y

Fig. 3.14.
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Tabla 1?.5: % .P e P/C a las 24 horas del tratamiento con los inhibidores de la
transcriptasa inversa (Tratamiento de 2 horas después de la infeccién.-

% P
29+4/-1.29

P/C
1.57+/-0.013

Control infeccién
Tratadas Suramina | 29+/-1.35 | 1.424/-0.021*
Tratadas ddCTP | 34+/-0.81 | 1.574/-0.039*
* no significativo para la t de Student.

* * significativo para la t de Student.

Tabla 3.6: % P e P/C a las 48 horas del tratamiento con los inhibidores de la
transcriptasa inversa (Tratamiento de 2 horas después de la infeccién).-

% | "t

34+/-1.54 | 2.40+/-0.02
Tratadas Suramina | 19.4+/-1." | 1.52+/-0.04**
Tratadas ddCTP | 26+/-2.16 | 1.6+/-0.025**
* no significativo para la t de Student.

* * gignificativo para la t de Student.
e R e

Control infeccion

es de la

P e P/C a las 72 horas del tratamiento con los inhibidor
atamr.iento de 2 horas después de la infeccion).-

_________—-————""_'__"_—-——"—_

Tabla 3.7: %

transcriptasa inversa (Tr

e T P/

Control infeccion
Tratadas Suramina
Tratadas ddCTP

16+/-1.63
20.6+/-1.91
19.33+/-1.7

13.55+/-0.6
4.92+/-0.24**
5.38+/-0.32**

* no significativo para la t de Student.

*

* significativo para la t de Student.

-_____’_____——___—____—_'_’——/_—/_—_-___
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Tratamiento tipo 2.

Cultivos que después de las 6 horas de infeccién se lavaron, y se dejaron en medio

{VIEM al 10% de SBFI durante 15 horas. Transcurrido este tiempo se hicieron 3
otes:

(i) Un primer lote control de células infectadas.

(i1) Un segundo Ic'e se trat6 durante 2 horas con Suramina.

(iii) Un tercer lote se traté durante 2 horas con ddCTP.

Transcurrido este tiempo, los cultivos infectados se la.vart;n para retirar los
productos afiadidos y se dejaron en medio MEM al 10 % de SBFI hasta su
sacrificio a las 24 (Tabla 3.8), 48 (Tabla 3.9) y 72 horas (Tabla 3.10).

Pasados estos tiempos, los cultivos se fijaron con metanol durante 30 segundos
y se tifieron cou Giemsa al 10 %, procediéndose al recuento al microscopio 6ptico
de al menos 300 células por cristal, calculando el porcentaje de parasitacién (%P)

y el indice parasito/célula (P/C) a las 24 horas (Tabla 3.8); 48 horas (Tabla 3.9);
y 72 horas (Tabla 3.10); Fig. 3.15. y Fig. 3.16.
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Tratamiento de cultivos de células HeLa infectados por T. cruzi.

Figura 3.13:
Tras la infecct
CTP (b). Se sacrificaron @ las 24,

én los cultivos se trataron durante 2 horas con Suramina (a), dd-
48 y 72 horas del tratamiento.
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s HeLa infectados por T. cruzi.
ol (c). Se sacrificaron a las 24,

Figura 3.14: Tratamiento de cultivos de celula
Tras la infeccion, un cultivo se dejé como conin

48 y 72 horas del tratamiento.
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Tabla 3.8: % 'P e P/C a las 24 horas del tratamiento con los inhibidores de la
transcriptasa inversa (Tratamiento de 2 horas a las 15 horas de la infeccién).-

%P P/C
Control infeccion | 28+/-3.59 | 1.58+/-0.10
Tratadas Suramina | 24+/-1.82 | 1.40+/-0.07*
Tratadas ddCTP | 29+4/-3.16 | 1.45+/-0.09*

* no significativo para la t de Student.

* * significativo para la t de Student.

Tabla 3.9: %P e P/C a las 48 horas del tratamiento con los inhibidores de la
transcriptasa inversa (Tratamiento de 2 horas a las 15 horas de la infeccion).-

% 1 BB
Control infeccion | 26.0+/-2.08 | 6.68+/-0.49
Tratadas Suramina | 20.5+/-2.59 | 5.504/-0.42*
Tratadas ddCTP | 24.5+/-2.21 | 5.65+/-0.23*
* no significativo para la t de Student.
* * significativo para la t de Student.

C a las 72 horas del tratamiento con los inhibidores de la

2 horas a las 15 horas de la infeccion).-

Tabla 3.10: %P e P/

transcriptasa inversa (T ratamiento de

g %P P/C
Control infeccion | 18+/-1.82 15.504/-1.5
Tratadas Suramina | 17+/-1.29 17.704/-0.96*
Tratadas ddCTP | 17+/-2.38 15.02+/-0.48"
* no significativo para la t de Student.

* * significativo para la t de Student.
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Tratamiento tipo 3.
Cultivos que tras 6 horas de infeccién, se lavaron y se hicieron 3 lotes:
(i) Un primer lote control de infeccién.

(i1) Un segundo lote se traté durante 15 horas con Suramina.

(111) Un tercer lote se traté durante 15 horas con ddCTP.

Transcurrido ese tiempo, los cultivos infectados se lavaron para quitar los
restos de los productos y se sacrificaron a las 24 (Tabla 3.11), 48 (Tabla 3.12)
y 72 horas (Tabla 3.13) del tratamiento. Estos cultivos, se fijaron con metanol
durante 30 segundos y se tifieron con Giemsa al 10%, procediéndose al recuento
al microscopio dptico de al menos 300 células por cristal, calculando el porcentaje
de parasitacién (% P) y el indice parasito/célula (P/C) Tablas 3.11, 3.12, 3.13;

Fig. 3.17 y Fig. 3.18.
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Figura 3.15: Cultivos de células HeLa infectadas por T. cruzi. A las 15 horas de
la infeccidn los cultivos se trataron durante 2 horas con Suramina (a), ddCTP (b),
dejando un grupo como control de la infeccion (c). Estos cultivos se sacrificaron

a las 24, 48 y 72 horas.
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Figura 3.16: Cultivos de células HeLa infectadas por T. cruzi. A las 15 horas de
la infeccidn los cultivos se trataron durante 2 horas con Suramina (a), ddCTP (%),
dejando un grupo como control de la infeccién (c). Estos cultivos se sacrificaron

a las 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 3.11: % P e P/C a las 24 horas del tratamiento con los inhibidcres de la
transcriptasa inversa de 15 horas.-

%P P/C
Control infecci” | 26.75+/-1.1 | 1.35+/-0.04
Tratadas Sura .2 | 26.00+/-0.4 | 1.16+/-0.014+
Tratadas dd” 1P | 22.75+/-1.7 | 1.30+/-0.017*
+ marginalmente significativo para la t de Student.
* no significativo para la t de Student.

* * significativo para la t de Student.

Tabla 3.12: %P e P/C a las 48 horas del tratamiento con los inhibidores de la
transcriptasa inversa de 15 horas.-

. 3o RP P/C
Control infeccion 24.7+/-0.47 5.23+/-0.38
Tratadas Suramina 21.3+/-2.86 1.76+/-0.23**
Tratadas ddCTP | 23.34/-1.70 2.86+/-0.15**
* no significativo para la t de Student.
* * significativo para la t de Student.

Tabla 3.13: %P e P/C a las 72 horas del tratamiento con los inhibidores de la

transcriptasa inversa de 15 horas.-

%P P/C
Control nfeccion | 11.3+/-1.24 | 22.32+ /-2;4*
Tratadas Suramina | 22.7+/-2.3 | 7.00+ /-0.5

Tratadas ddCTP | 18.0+/-0.8 6.73+/-0.8**
* no significativo para la t de Student.
* * gignificativo para la t de Student.

—
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Tabla 3.14: Obtencién de cDNA .-

MUESTRAS CPM

Liquido de centelleo 36,01
Nucleos de células no parasitadas | 28132.50
__Nucleos de células parasitadas | 47968.00

3.12 OBTENCISN DE cDNA.-

Se sigui6 el método de Schleif y col. (1981) adaptado a nuestros objetivos. A las
3 horas de reaccion se tomaron unas alicuotas de las muestras con el fin de poder
seguir la reaccién. Una vez finalizada ésta, el cDNA obtenido se lavd con etanol

a -20 oC y el botén obtenido se disolvié en TE, dejandolo almacenado a -20 oC
Tabla 3.14.
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s de células HeLa infectadas por T. cruzi. Se trataron durante
(a). Estas células se sacrificaron a las 24, 48y 72 horas

Figura 3.17: Cultivo
15 horas con Suramina

del tratamiento.
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Se trataron durante
Estas

Figura 3.18: Cultivos de células HeLa infectadas por T. cruzt.
15 horas con ddCTP (b), Jejando un lote como control de la infeccion.

células se sacrificaron a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento.
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3.13 ELECTROFORESIS DE AGAROSA PARA LA DETECCION
DEL cDNA.-

Se procedi6 al desarrollo en gel de agarosa al 1% de los cDNA obtenidos partiendo
de nicleos de células HeLa no parasitadas y parasitadas por T. cruzi.

Esta electroforesis se realizé en un gel de agarosa (LKB) al 1% en medio
TAE, con unas condiciones de corrido de 4 horas a 50 V, mediante una fuente de

alimentacion LKB 2303 Multidrive XL. Fig. 3.19.

En esta electroforesis no pudimos visulizar el supuesto cDNA obtenido, pero si
pudimos poner de manifiesto la no existencia de RNA en las muestras problema.

Las muyestras fueron:

(i) Control Peso Molecular: DNA de pBR328 (100 g g/ml). Este pBR328
habia sido previamente digerido separadamente con Bam HI, Bgl 1 y Hinf
1, y mezclados en una proporcion 2:3:3. Aparecen 16 fragmentos de: 4907,
2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298(x2), 234(x2), 220 y 154(x2)

pares de bases.

(ii) Control de RNA. El RNA empleado en las pruebas de transcriptasa inversa
y sintesis de cDNA.

(iii) cDNA de nicleos de células no parasitadas.

(iv) cDNA de nicleos de células parasitadas.

(v) Control de Peso Molecular. Fago lambda cortado con HindIII. Aparecen 7
fragmentos de 23,1, 9,4, 6,6,4,23,2y06 Kb.
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Figura 3.19: Electroforests de Agarosa al 1%.
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3.14 MARCAIJE DE cDNA DE FORMA NO RADIACTIVA .-

Hemos empleado el kit de marcaje no radiactivo de los Laboratorios Boheringer-

Manhei : Sy .
eim. La-c:antuda.d de cDNA se determiné mediante deteccién inmunolégica
con una reaccion de color.

Sobre una membrana de nylon (Hyb ]
. ybond-N de 0,45 i-
guientes muestras, (Fig. 3.20.): e T

(1) Control de concentracion de DNA marcado. Forma parte del kit y consiste
en DN‘A de pBR328 linearizado y marcado siguiendo el protocolo de dicho
kit. Tiene una concentracién de 0.4 pg / pl. Se prepard a las diluciones de:

1/10: 0.04 pg / pl
1/100: 4x 1072 pug /pl (4 ng/ pl)
1/1000: 4x 10~* pg/ pl (0.4 ng/ pl)
1/10000: 4x10~5 ug/ ul (0.04 ng/ pl)

1/100000: 4x 10~° zg/ pl (4 pg/ u))

(ii) Control de la reaccién de marcaje. Consiste en DNA de pBR323 lineari-
sado con Eco RI. Este DNA de concentracién conocida (1 pg/ 5 pl), se
marca a la vez que las muestras problema, y de esta manera podemos ob-
servar la eficiencia de esta reaccion. Al final del marcaje el DNA obt. .ido
por precipitacion, se resuspende en 50u1 de TE por lo que obtenemos una
concentracion final de 1 pg/50 pl (0.02 ug / u).

cDNA procedente de la incubacién con.o transcriptasa iuversa de la fraccion
de nicleos de células HeLa no parasitadas que se ligd a la columna de

Sepharosa - Ig Cp (cDNA noP).

cDNA procedente de la incubacién como transcriptasa inversa de la fraccion

de niicleos de células Hel.a parasitadas por T. cruzi que se ligd a la columna

de Sepharosa - Ig Gp (cDNA P).
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(v) Medio TE.

El DNA se fij6 a la membrana mediante transiluminacién a la luz ultravioleta
durante 3 minutos, y se detecté la concentracién por una reaccién de color. Las
concentraciones obtenidas fueron:

¢DNA noP < 4pg/pul.

0.4 ng/pl > cDNA P > 0.04 ng,/pl.
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Figura 3.20: Deteccion inmunolégica del cDNA marcado no radiactivamente.
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3.15 PRESEN ’IA DE VIRUS EN T. CRUZI.-

Tras la centrifugacion en gradiente de Cloruro de Cesio de un lisado de formas
epimastigotas de T. cruzi, se procedio a la realizacion de una tincion negativa
para microscopia electrénica de las fracciones que poseian mayo: absorbancia a

260 nm (Fig.3.21.).

e —————
e e
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Figura 3.21: Presencia de virus en T. cruzi.
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3.16 DETECCION INMUNOLOGICA DEL VIRUS CON UN SUERO
FRENTE A T. CRUZI.-

La fraccién obtenida mediante gradiente de cloruro de cesio, de formas epimasti-
gotas de T. cruzi, fué puesta en contacto con cultivos de células HeLa, en medio
MEM, durante 24, 48 y 72 horas. Transcurridos estos tiempos, se fijaron con ace-

tona y se procesaron para una inmunofluorescencia indirecta, frente a un suero
anti Trypanosoma cruzi.

Este suero, previamente, habia sido adsorbido sobre una capa de células HeLa
fijadas con acetona.

Observamos que dicho suero producia fluoresceucia hasta una dilucion del
mismo de 1/200. Tarnbién cbservamos ia prasencia de efectos citopatolégicos en
dichas células, frente a un control de células HeLa no tratadas Fig. 3.22 y Fig.
3.23.
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irus con un suero frente a T. cruzi en

Figura 3.22: Deteccién inmunoldgica del v

células no tratadas.
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del virus con un suero frente a T. cruzi en

Figura 3.23: Deteccion inmunolégica
células tratadas durante 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 3.15: Medida de la transcriptasa inversa en la fraccién de mayor absorban-

cia a 260 nm procedente de la centrifugacién en cloruro de cesio de un sonicado
de formas epimastigotas de T. cruzi.-

MUESTRAS CPM

Control liquido de centelleo | 59.00
Blanco control 14402.22
Fraccion de virus 33416.66

3.17 MEDIDA DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA EN LA FRAC-
CION OBTENIDA POR ULTRACENTRIFUGACION.-

Con la fraccién de gradiente de cloruro de cesio, de un sonicado de formas epi-
mastigotas de T. cruzi, que poseia mayor absorbancia a 260 nm, y en la cual
pusimos de manifiesto la presencia de particulas semejantes a virus mediante
tincién negativa para microscopia electrénica, realizamos una prueba de transcri-
ptasa inversa, con TTP- 3H como marcador radiactivo, y posterior precipitacion
con acido tricloracético. Los resultados obtenidos se reflejan en la TABLA 3.15.
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T anosoma cruzi el uni 1
ryp cruzi es I unico irypanosoma de los que afectan al hombre que
y

presenta un ciclo obligado de multiplicacion i ’
R e o plicacion intracelular en las células del hospe-

Junto 1
nto con este Trypanosoma, existen otros con un ciclo similar intracelular,

apare )
dp ntczr'nente apatogenos para el hombre, como Trypanosoma dionisii, parasito
e murciélagos, también del area americana.

De.antro de la patologia de la Enfermedad de Chagas, como quedo indicado
a.nterlormente, se encuentran una serie de manifestaciones degenerativas, produ-
cidas por la entrada y destruccion de los parasitos en el interior de las,célula.s
y otlras, como degeneraciones nerviosas, denervacion del aparato digestivo y co-1
razén, que son imputadas actualmente a autoanticuerpos o a toxinas liberadas
por el propio parasito.

Sin embargo, la diferente patologia que muestran algunos individuos, en los
que las manifestaciones cardiacas o intestinales son inexistentes o practicamente
nulas, es atribuido a diferencias entre las diferentes cepas del parasito o al estado
inmunoldgico del huesped.

La fase patoldgica de la enfermedad se inicia con una parasitemia elevada, que
se corresponde con una fase inicial de inmunodepresién. Transcurrido un tiempo,
"0s parasitos desaparecen del torrente circulatorio, pasando a la fase crénica de
la enfermedad, donde tienen lugar todas las manifestaciones patologicas.

Desde 1908, afio en que se iniciaron los primeros cultivos in vitro, se pudo
comprobar que el parasito inducia en su célula hospedadora una serie de cambios
y alteraciones, producidas o inducidas por su propia parasitacion.

De esta manera, se comprobé que habia alteraciones en la capacidad de mul-
tiplicacion de la célula, es decir, v-riaciones en la cariocinesis y citocinesis de
la misma, asi como variaciones en ia metafase y formacion del huso acromatico

Dvorak y Hyde, 1973).

Warren en 1958, encuentra variaciones en los niveles respiratorios de las células
parasitadas. En 1965, Leikika, de igual manera, encuentra alteraciones a nivel de
algunas enzimas, como citocromooxidasa, difosforasa, cambio en el metabolismo
proteico y de los 4icidos nucleicos de la célula parasitada, estudiando que estos
cambios inducian modificaciones de la multiplicacién celular, provocando una
inhibicién de la mitosis de lineas celulares tumorales.

Danilova y Kalunikova en 1968, atribuyeron estos cambios a la existencia de
. s ” % n
ibiético” denominado por ellos como "cruzina”, presente en los

un posible "ant
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ex B 1
tractos de los formas promastigotes del parasito en cultivo.

En 11975, Bhatte}charya y Janovy, trabajando con cultivos de Leishmania, en
lfm excelente ‘tra.bajo, encuentran un intercambio de macromoléculas entrc’ las
ormas amastigotas dei parasito y el niicleo de las células parasitadas.

En dicho trabajo, empleando tecnicas autorradiograficas, llegan a la con-
Flusron de‘ que el material de intercambio son RNA - proteinas, y que dicho
intercambio, ocurre bidireccionalmente.

En el ano 1984, Jimenez - Ortiz y col., estudian las variaciones en el contenido
de acidos nucleicos en el nicleo de las células parasitadas por T. cruzi.

Observan como dicho aumento se debe a un mayor contenido de DNA, que
corresponde a las fases iniciales del ciclo intracelular, y no se ve acompainado
por una mayor incorporacién de Uridina radiactiva, ni de RNA nuclear, lo cual
parece indicar que dicho aumento de DNA no se ve acompanado por una mayor
transcripcion ni traduccion.

Este mismo autor, en 1981, en una tesis doctoral de la Universidad de Gra-
nada, encuentra asi mismo, mediante técnicas autorradiograficas, la existencia
de un intercambio macromolecular a nivel también de RNA - proteinas, entre el
parasito y el niicleo celular.

Dicho intercambio se mantiene, ain cuando las células han sido tratadas con
altas concentraciones de Actinomicina D, como son 200 pg/ml, lo cual parece
indicar que, dicho intercambio no es un mecanismo de reutilizacién de compo-
nentes nucléicos por parte de la célula, y que para dicho intercambio, existe una
colaboracién activa por parte del parasito.

La existencia de antigenos parasitarios en la membrana de la célula huesped
se conoce desde hace anos.

Asi, en Plasmodium vivaz, en 1970, Brown y col., encuentran antigenos pa-
rasitarios sobre la membrana de los glébulos rojos parasitados, confirmandose
posteriormente dichos antigenos en otras especies de Plasmodium, como ocurre

en Plasmodium falciparum.

La validez de que alguno de estos antigenos, sean antigenos excretados - se-

, y s ; g _ ilwth
gregaaas por el parasito, o sean modificaciones estructurales de algu.nas pl.'o’ L
a antigenicas

‘ntrinsecas de la célula inducidas por el parasito, y como consecuenci

para el sistema inmunolégico que las reconoce como extrafias y no propias, ha

sido postulado recientemente.
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e i sy
p.robar que los anticuerpos dirigidos frente a ellos, reconocen proteinas de la
cara interna de la membrana de los eritrocitos.

Baker y col., en 1977, encontraron antigenos parasitarios en la membrana de

macréffxgos parasitados por Trypanosoma dionisii, y en macréfagos infectados
por Leishmania donovani (Farah y col., 1975).

La existencia de antigenos del agente infeccioso en la membrana de la célula
huesped, no se ha encontrado exclusivamente en protozoos intracelulares.

En algunos sistemas virales (Zinkernagel y col., 1974) o bacterianos (Zinker-
nagel y col., 1977) , la presencia de estos antigenos da lugar a reacciones autoin-
munes, contribuyendo a aumentar la patologia de los mismios.

En el caso especifico de la infeccién por T. cruzi, Margarino y col., en 1929, ya
observaron la intensa destruccién e células de miocardio, que no se correspondian
con la existencia de parasitos en las mismas.

Ribeiro dos Santos y col., en 1977, detectaron antigenes de T. cruzi, en la su-
perficie de neuronas cardiacas que no se encontraban parasitadas por el protozoo.

Ribeiro dos Santos y Hudson, en 1980, en estudios realizados in vitro sobre
células de miisculo y neuronas, comprueban la aparicién masiva de antigenos de T.
cruzi, no sélo en las células parasitadas, sino también en las células no parasitadas
a partir de las 72 horas de cultivo, observacion comprobada por Abrahamson y
Kloetzel sobre células LLC-MK, en 1980.

Ortega-Torres (1983), empleando técnicas inmunologicas, detecté antigenos
del parasito en los primeros momentos de la infeccién sobre la membrana celu-
lar, inicialmente presentes en las células parasitadas y transcurridas 48 horas de
cultivo, en la membrana de las células no parasitadas.

De igual manera, esta autora encontré Gue, a partir de las 9 hor’as de cultlv-o
existen antigenos de T. cruzi en membrana y citoplasma de las células parasi-
de cultivo hasta el final del mismo (72 horas), tanto
. como por la técnica inmunoquimica pe-

dichos antigenos aparecen mayoritarios en el nicleo y

tadas, y que tras 24 horas
por Inmunofluorescencia indirecta (IFT)
roxidasa - antiperoxidasa,
nucleolo de las células parasitadas.
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Dicha observacion corresponde con las llevadas a cabo por Jimenez-Orti
(198.0-), la cual observa como el flujo de marcas radiactivas de RNA - eZ.t o
se dirige df:f;dc el amastigote intracelular a partir de las 7 horas postpar::.)sri(z e
interrumpiéndose el mismo hacia las 19 horas, mientras que los nucleolos 3(:(]):;

cell.llas.[')ara.snadas muestran el maximo marcaje entre las 10 y 22 horas postpa-
rasitacion. .

como se'decm anteriormente, se empleaba Actinomicina D en el pretratamiento
de las células.

Castanys (1987), haciendo una electroforesis y posterior fluorcgrafia de nicleo.
de células que habian sido previamente parasitadas por formas metaciclicas de
T. cruzi marcadas intensamente con metionina radiactiva, encuentra tres protei-
nas fuertemente marcadas, que unicamente pueden corresponder a proteinas del
parasito, de pesos moleculares de 53, 47 y 43 Kd.

Este mismo autor, en su Tesis Doctoral, extrae nicleos de células parasitadas,
procurando eliininar las formas amastigotas del parasito, y los hibrida con células
HeLa no infectadas, encontrando que hasta los 15 dias posteriores a la hibridacién,
las células hibridas resultantes expresaban antigenos antiT. cruzi

En una serie de estudios inmunoldgicos 1l ados a cabo por Ne Lucca y
col.(1981), encontraron que el mRNA extraido de bazos de ratones infectados
por T. cruzi, era capaz de activar macréfagos frente a T. cruzi.

La actividad del mRNA se elimin6 mediante el tratamiento con RNasa pan-
credtica. Asi ven, que el Poly(A) contenido en este RNA fué la tnica fraccion
activa en la hipersensibilidad retardada transferida a ratones que poseian un
Chagas experimental.

En 1982, los mismos autores estudian la actividad del RNA polisomal aislado
de bazos de ratas infectadas por T. cruzi. Este RNA transferia reactividad de
antigenos de T. cruzia linfocitos humanos no sensibilizados de sangre periférica ,
confiriéndole una hipersensibilidad retardada y una proteccion significativa frente

a la infeccién por T. cruzt.

En 1986, continuando con el mismo tipo de trabajos, encuentran un péptido

dializable aislado de ratones infectados TFi, capaz de transferir inmunidad frente

a T. cruzi en ratones normales.

Ellos emiten la hipétesis dc que el TFi es un derivado diiecto del RNA obte-

nido de bazo de animales parasitados con capacidad inmune.
_/,/______ﬂ___,___—————-—____.
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En £ G ¢ ; .
4 :asc 2 los datus obtenidos por los miembros de nuestro equipo, y a otros
ue . i - .. . . ! i
que se han reflejado brevemente en esta discusién, decidimos abordar el estudio

: Paia t?llo, y como se ha reflejado en Material y Métodos, procedimos al aisla-
mIEIIItO e inmunizacion de ratoues con nucleos procedentes de células parasitadas
sacrificadas a las 15 horas de parasitacién, tiempo en que trabajos anteriores,
tanto autorradiograficos como inmunclogicos, nabian revelado la presencia dé
antigenos del parasito integrados en ei nicleo de la célula hospedadora.

Estudios inmunoq: icos realizados por algunos autores habian revelado la
presc 1cia de "autoanticuerpos” frente a RNA - proteinas nv ' -es.

Los suero. obtenidos tras la inmunizacién fueron adsorbidos frente a células
no parasitadas fijadas con acetona y titulados.

La posterior purificacién de Ig G y su unién a Sepharosa nos permitié mediante
cromatografia de afinidad, purificar el antigeno presente en el niicleo de la célula.

La electroforesis de las fracciones cromatografiadas (procedentes de micleos de
células parasitadas y no parasitadas), revel la existencia de una serie de bandas
presentes en los micleos de células parasitadas, que no existian en el niicleo de
las células no parasitadas, y que aparecian el la fraccién purificada.

I- istencia de un antigeno del parasito en el niicleo de una célula parasitada,
com. -~mos visto anteriormente, habia cido demostrado por otros miembros de
nuesi: equipo, y constituye un hecho biolégico no extrano en otros sistemas

bioldgicos.

Asi, como ejemplo, el Antigeno T del virus SV40 es inmunologicamente de-
tectable en el nicleo de las células parasitadas (Reer y col., 1975; Tjian, 1978).

La presencia de un antigeno parasitario en el nicleo de la célula puede, a
nuestro entender, indicar la existencia de un complejo biolégico en el que el
parasito necesite desrrepr.mir, inducir o transformar la maquinaria biosintetica

de la célula en su propic beneficio.

En el presente trabajo hemos pretendido contestar algunas de e.tas cuestiones,

. g . .
para més adelante poder explicar las modificaciones que a nivel n. ecular conlleva

la parasitacion por T. cruz

Ma. N. Rodriguez Cabezas
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Para poder explic: : ' ]
I r explicar la ¢ tencia de este antigeno de T. cruz. procedimos a

estudiar si mostraba actividad de Retr inscriptasa

Para ello, seguimos la metodologi chlei

Lo, se s ctodologia de Sc 81), © i

e i ologia de cﬁhlelfy col. (1981), con la posterior

ot n acido t_rlc cracético y medida de la radiactividad sobre fltros
: A atman) en hqmdkf de centelleo del posible DNA, tanto con la fraccién

procedente de nicleos de células HeLa no parasitadas, como con la fraccién ob-

tenida de las céluas parasitadas por T. eruzi, tal como se muestra en la Fig 4.1.

Pudimos observar la mayor incorporacion radiaciiva en la iraccién procedente
de nucleos luls itad: ' i
® nucleo d‘e celulas Hel.a parasitadas por T. cruzi, frente ia procedente de
nucleos de células Hela no parasitadas.

Cuandc la cromatografia de afinidad se realizé con un extracto de las formas
del parasito (epimastigotas, metaciclicas y amastigotas), en las tres formas mor-
folégicas se observa una incorporacién similar, lo que nos hace pensar que "lc
que buscamos” se “ncuentra en las tres formas del parasito, tal como podemos
observar en la Fig. 4.2.

La Suramina sodica y el ddCTF, son dos de los inhibidores de la Transcriptasa
inversa (Mitsuya y col., 1984; 1986; Chen y col., 1987; Fantini y col., 1989).

Cuando dichos inhibidores, fueron incorporados a . reaccion de deteccion de
Transcriptasa inversa, segin la metodologia expuesta, con la fraccion purificada
procedente de los micleos de las células parasitadas, pudimos comprobar que se
producia una inhibicién total de TTP marcadn, lo cual venia a demostrar una
vez mas, que .a actividad enzimdtica de dicha fraccién correspondia con una
reversotranscriptasa, como podemos observar en la Fig. 4.3.

Al objeto de conocer si dicha reversotranscriptasa juega un papel importante
en el ciclo intracelular de 7. cruzi, y, si e alguna manera, esto inhibidores
afectaban a la capacidad de multiplicacion del parasit., decidimos realizar un
cribado previo, de la posible citotoxicidad que dichos compuestos podian mostrar
frente a las células HeLa, células empleadas como hospedador a lo largo de tod~s

los ensayos.

Para ello, diferentes concentraciones de Suramina o ddCTP, fueron disueltos
en medio MEM enriquecido con suero bovino fetal inactivado. Las concentra-
~jones que no produjeron efectos citopatolégicos sobre las células fueron.de.ll{](]
pg/ml oara la Suramina sodica, y de 50 uM para el ddCTP, datc:s que coincidie-
ron con las concentraciones observadas por Fantini y col. (1985}, y Chen y col.

(1989).

___—_-___“_____'_'____._
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INCORPORACION DE TTP
MEDIDA TRANSCRIPTASA INVE'[;!‘S%A[TIADA

CPM (x1000)

Bl . centelleo Nucleos NO P - Nucleos P

3H ).Medida en CPM con

rasitadas y no parasitadas.

Figura 4.1: I'ncorporacion de material radiactivo (TTP

fraccion de nicleos de células HeLa pa
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INCORPORACION TTP TRITIADA
MEDIDA DE TRANSCRIPTASA INVERSA

CPM (x1000)
16 -/i
e

|
14 H

12

B .. centelleo [ild Epimastigotes B vetaciclicos @M Amastigotes

e material radiactivo (TTP2H) en Epimastigotes,

Figura 4.2: Incorporacién d
Metaciclicos y Amastigotes de T. Cruzi.
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INCORPORACION DE TTP TRITIADA
TRATAMIENTO CON SURAMINA Y ddCTP

CPM (X1000)

B L centelleo EE Nucleos NO P Bl nNocleos P B ~ NO P+Suramina

=1 x p+ Suraminallll N NO P+ddcTP [ M P+ddCTP

diactivo (TTP-:’H ) con fraccién de

3. Incorporacién de material ra '
rasitadas y en prescneia de Suramina

flulas HeLa parasitadas y no pa

Figura 4.
ntcleos de ce

y ddCTP.
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E :‘:] i(;o:om:lo qu;:, a.pla.rtt:c de la actividad reversotranscriptasa que muestra la
, esta molécula fué inicialmente sintetiz b

ada como antiparasitari ili

- . ; parasitario, utili-

do frente a Trypanosoma brucei y frente a ia Filariasis (Markell y col. ,1986)

El modo de accién propuesto recientemente, como antitrypanosoma brucei
Trypanosoma qu= difiere en su ciclo biolégico y manifestaciones patolégicas en 1i
hospedador a T. cruzi (por lo que este compuesto no se emplea en la tera éuti:a.
frente. al mal de Chagas), es una inhibicién de los portadores de glucosa al ipnt.erior
~ del glicosoma, organulo propio de la Familia Trypanosomatidae, donde, se agru-

pan to.dos los enzimas glucoliticos, asi como algunos involucrados en la sintesis
de purinas (Opperdoes, 1987).

. Para los ensayos de comportamiento de los inhibidores de la transcripasa
inversa, sobre el c?mple]o amastigote - célula, los cultivos infectados se pusieron
en contacto con dichos inhibidores, a tres tiempos diferentes.

: El primero fué de 2 horas después de la parasitacién; corresponde al momento
justo de internalizacion del parasito en su célula.

El segundo tiempo fué de  horas de tratamiento, a las 15 horas post - para-
sitacion.

El tercer tiempo, correspondié con un tratamiento de 15 horas después de la
parasitacion.

Los tiempos escogidos corresponden a los observados tanto por Jimenez - Ortiz
(1981), como por Ortega - Torres (1983), en los que aparecen mar~as radiactivas
o antigenos detectabies en los nticleos de las células parasitadas.

En este seiitido, pudimos comprobar que, cuando los inhibidores de la tran-
scriptasa inversa se ponen a las 15 horas de la realizacidn de la. infeccion, es
decir, cuando el material habia sido transferido, no se »fecta apenas el indice
parasito/célula, como se observa en la Fig. 4.4.

Sin embargo, cuando los cultivos infectados se ponen en contacto con los
inhibidores de la transcriptasa inversa Suramina y ddCTP durante 2 horas o 15
horas después de la infeccién, obtuvimos inhibiciones del indice parasito/célula
de hasta el 70% a las 48 y 72 horas de la infeccion, tanto para la Suramina y el

'ddCTP. (Fig. 4.5 y Fig. 4.6.

Por tanto, podemos decir que la inhibicién en la multipliacién del parasito en
el interior de la célula hospedadora es casi total, maxime si tenemos en cuenta
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INHIBICION INDICE PARA
TRATAMIENTO A LAS 15 H osé-[uae,cggi!;'ULA

B surAMINA B ddcCTP

cultivos de células HeLa
urante 2 horas, @ Fas

Figura 4.4: Inhibicién en el Indice pardsito / célule d=

infectadas por T. Cruzi tratadas con Suramina y ddCTP d

15 horas de la infeccion.
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INHIBICION INDICE PARA
TRATAMIENTO Posnuso:’izzgo’NCELULA

B suraMINA B8 ddcTP

rdsito / célulade cvltivos de células Hela
uramina y ddCTF durante 2 horas postin-

Figura 4.5: Inhibicién en el Indice pa
“infectadas por T. Cruzi tratadas con S

feccion.
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INHIBICIGN INDICE PARA
TRATAMIENTO DE 15 HORAS ?AIRNﬁE%EISELA

48

B surRAMINA HEE ddCTP 2

la de cultivos de células HeLa
dCTP durante 15 horas pos-

Figura 4.6: Inhibicién en el Indice pardsito / célu

infectadas por T. Cruzi tratadas con Suramina y d

tinfeccion.
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que la inhibicion producida por estas dos sustancias sobre la transcriptasa inversa
no es total, como demuestran Fantini y col.(1989).

Estos autores mantienen una concentracién determinada del inhibidor durante

lta.: ll2 horas en que realizan la experiencia, para poder asi conseguir una inhibicién
otal.

D e 1 S ;
ado que durante la realizacién de los ensayos "in vitro” se producia una

incorporacién de TTP-*H en el material precipitable, decidimos intentar obtener
el cDNA supuestamente sintetizado.

Pa.ra. ello seguimos el método de Schleif y col. (1981), y terminada la reaccion
, precipitamos con Etanol y acetato aménico, eliminando el RNA mediante ca-
lentamiento en un baiio hirviendo y tratamiento con NaOH.

Con el cDNA precipitado, realizamos una electroforesis, y si bién, no pudizios
detectar el DNA, como consecuencia probablemente de la baja resolucion que
tiene el Bromuro de Etidio y la visulizacién en €' transiluminador al ultravioleta
(Maniatis, 1989), y pequeiio tamano que deben poseer los cDNA obtenidos, si
pudimos comprobar la ausencia de RNA.

Por todo lo cual, decidimos utilizar otro método que mostrase un mayor poder
de resolucién. Para ello, empleamos el método de marcaje de DNA de forma no
radiactiva, mediante digoxigenina-dUTP. De esta forma marcamos el supuesto
cDNA procedente tanto de niicleos de células HeLa no parasitadas, como parasi-
tadas por T. cruzi

Posteriormente este DNA marcado se puso sobre membranas de nylon de 0,45
um, y se fijé a ellas mediante transiluminacién con luz ultravioleta (Kbandjian,

1987).

Una vez fiiadas las muestras a las membranas de nylon, hicimos una deteccion
inmunoldgica, con anticuerpos de oveja antidigoxigenina - Fab conjugados con
fosfatasa alcalina, para observar el ma.erial marcado.

Una vez llevada a cabo la reaccién inmuuolégica, las membranas de njflon s
tiieron con NBT (Nitroazul de tetrazolio) y X - Fosfato (5-bromo-4-cloro-3-mdohl

fosfato).

Observamos que habia un cDNA procedente de miclecs de células para.s'itada.s'
(cDNAp), en una concentracion de 0,4 ng/ pl > cDNAp > 0,04 ng/ pl, mientras
que el de la muestra procedente de niicleos de células no parasitadas (cDNAnop)
se observaba un color semejante a la muestra control de color.
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.
s
% h tf)ls3 resultf-tdos nos hacen pensar que hay una transcriptasa inversa en T
& ” - §
uzi. (Es propia del parasito o procede de un virus asociado al parasito?

La transcriptasa inversa es un enzima que poseen un grupo de virus, los

. o i i)
Rjetro.vuus, por la cual pueden sintetizar DNA a partir de RNA. Cuando un
virus infecta a una célula, lo primero que hace es obtener una copia de su genoma

de RNA en DNA. Este DNA virico lo inserta en el DNA de la célula hospedadora
y dirige la produccién de nuevos virus.

La retrotranscriptasa o DNA Poiimerasa dependiente de RNA, se descubri6
hace nnos 20 anos (Temin y Mizutani, 1970; Baltimore, 1970). Esta retrotranscri-
pcidn, se considerd, en un principio, que sélo tenia lugar en las células eucariotas,
multiplicindose los retrovirus en el nicleo de las mismas.

Sin embargo, recientemente (Incuye y col., 1989), se ha descubierto que un
mecanismo de transcripcion inversa existe en otros organismos: virus no perte-
necientes a la familia de Retrovirus, céiulas de levaduras, insectos y mamiferos
no infectados.

Lim y Mass (1989) junto a otros grupos de investigacién (Lampson y col, -
1989 ;1989 b; Sun y col., 1989), describen la transcriptasa inversa en genes de
Myzobacteria y Escherichia coli.

Esto demuestra que este enzima es mas antiguo que la separacion entre pro-
cariotas y eucariotas (Rogers y col., 1985; Weiner y col., 1986). Esto también
establece que la transcriptasa inversa existia antes que los Retrovirus y no al
contrario.

Todas las reversotranscriptasas tienen alguna secuencia de aminoacidos idéntica,
sugiriendo por tanto, un solo origen evolutivo.

Si se acepta el argumento de la antigiiedad del gen de la transcriptasa inversa
en myxobacterias, entonces el precursor de este gen fué el antecesor de todos los

re‘roelementos.

En 1984, Yee y col., estudiando el tamaiio del DNA de Myzoc?ccus zhantus y
otra mixobacteria, Stigmatella aurantiaca, encontraron una fraccién de DNA de

rapida renaturalizacion.

Estas bacterias eran de interés debido a su capacidad de diferenc.ia.c"én. Estos
« DNA de renaturalizacién rapida se encon-

mismos autores observaron que esic : lizac .
traba en una banda satélite en una electroforesis de acrilamida. Ellos lo denomi

nan msDNA.
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' Slml.lares msDNAs se encontraron posteriormente en otras mixobacterias y
mas recientemente en un 5% de cepas de Escherichia coli (Sun, 1989)

Estos msDNAs contienen covalentemente unidos DNA y RNA cri.ncidiendo
en unos pocos nucledtidos en sus extremos 3'. Estos msDNA y los genes que los

codifican han sido est?dlados y se ha visto que tienen secuencias similares a los
genes de otras transcriptasas inversas.

;Cua! es el' papel celular de la transcriptasa inversa?. Muchos sugieren que la
transposicion inversa juega un papel beneficioso en el organismo celular (Temiu,
1970, 1971; Gorczynski y col., 1980; Steele y col, 1987; Cairns y col., 1988).

Su{ embargo, hay muchos elementos incluyendo caulimovirus, hepaduavirus,
retrovirus, retrotransposones y retroposones, los cuales son parasitos, y su papel
fisiolégico relativo al organismo celular es su propia reproduccién, pero no hay
todavia vna evidencia clara sobre la ventaja para organismos celulares de expresar
la transcriptasa inversa.

En Escherichia coli y mixobacterias, los genes de la transcriptasa inversa,
aparecen en una copia simple, indicando que su funcién no es la de amplificar el
retrén relativo a otros genes bacterianos, es decir, el retrén no es un DNA egoista.

Se han encontrado similitudes entre el DNA retrovirico y ciertos elementos
genéticos que constituian rasgos permanentes, aung-e méviles, de los cromosomas
de la mayoria de los organismos, si no de todos.

Se trata de ciertos elementos transponibles o transposones, detectados en
bacterias, levaduras, insectos y vertebrados. Muestran tendencia a cambiar de
posicién dentro del genoma.

Estos elementos transponibles suelen presentar en sus extremos alguna se-
cuencia especial, y muchos tienen LTR (grandes repeticiones terminales que se
encuentran en los extremos del DNA de Retrovirus, los cuales estin flanqueados
por la misma secuencia corta, perteneciente al genoma del hosped_a.dor), repeti-
ciones invertidas o pequefias duplicaciones en los sitios de integracion.

Hace tiempo, se reconocié la existencia de mutaciones inestables que afectaban
al color del grano de maiz (Federoff y col., 1983; Pohlmann y col., 1984; Sutton
y col., 1984), controladas por elementos transponibles.

En Drosophila hay tres tipos distintos de elementos méviles, responsables de

mutaciones y otras ordenaciones cromosomicas: elementos copia, elementos FB
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y elementos P (
1984).

Rubin y col., 1983; Finnegan, 1985; Monut , 1985, Karess y col.

En ; ¢

o e{ genoma de levaduras, existen secuencias repetitivas que son general-
o i A ¢

- ezr.rf\ientos genetlc?s moviles que portan genes internos, algunos de los
es codifican para enzimas que los mueven de su localizacién cromosémica

El elemento mévii mds comin en el genoma de levaduras es el
triken, 1983; Boeke, 1985; Clare, 1985). Este elemenio estd emparenrtrjd; (E:::’:l
elt'emento COPIA de Drosophila y con los geromas de Retrovirus que se multi-
plican en células de vertebrado (Gilboa, 1979; Parganiban, 1984; Moelling, 1971;
Yamamoto, 1980); Laimuis, 1982; Gorman, 1982). , ;

La similitud en la estructura genémica y funcion entre el elemento Ty y el
genoma de Retrovirus sugiere no sélo que estos dos elementos tienen un origen
evolutivo comun.

Esta demostrado que Ty sigue un patrén retroviral y se transpone por una
transcripcion inversa de su cadena de RNA para producir una cadena de DNA
complementario (cDNA). Después de la conversién se insertard en una nueva
situacion cromosdmica.

Estas comparaciones se han reforzado por los estudios de Meller y col.(1985),
que observan que los elementos Ty transponen via un RNA intermediario.

Ademis han comprobado que contienen una secuencia la cual cuando se tra-
duce, es homéloga a una region conservada encontrada en todas las transcriptasas
inversas.

La existencia de retrotransposones se ha estudiado mucho en el mundo de
los protozoos. En Crithidia fasciculata, un tripanosomatido de facil cultivo, con
minimos requerimientos nutricionales, Gabriel y col. (1987), pusieron en eviden-
cia que poseia transcripcion discontinua.

El genoma de este parasito, estd organizado en alineamientos de genes repe-
tidos; aproximadamente 200 copias de genes, estdn en individuos diploides, con
1,35 Kb (De Lange y col., 1983; Dorfman y col., 1984; Nelson y col., 1983).

Este mecanismo de maduracién inusual, discontinuo, es utilizado por otras
especies como Leishmania, T. cruzi, Leptomonas, Trypanosoma brucei, lo cual
indicaria una conservacion de estas regiones (Nelson y col., 1984; De Lange y col.,

1984; Miller col., 1986).
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Elrl.lgf‘l}, Gabriel y col., estudian la maduracién de los RNA en Crthidia. en
definitiva una transcripcion discontinua. :

Dentro del genoma, en el estudio de los miniexones, detectan copias de 3,5 Kb
- .-, . !
encontrando elementos insertos en un sitio especifico. La proteina que codifican

estos insertos tiene 160 Kd, con homologias con las retrotranscriptasas, pero
carece del codon de la metionina en su parte 5.

El RNA total se hibrida poco con el DNA de estos miniexones, lo que se
explicara, o porque se transcribe poco (zona muda) o, porque existe un mecanismo

desconocido de regulacién. A pesar de las homologias, es diferente este DNA
repetido al Ty de las levaduras.

Estos mismos autores, también encrentran una serie de miniexones interrum-
pidos en sitios especificos por un elemento insertado al que denominan elemento
1 retrotransponible CRE 1. La fase de lectura abierta es similar en secuencia a
regiones de la integrasa y retrotranscriptasa de poliproteinas "pol” retrovirales.

En 1989, Affolter y col., encuentran que el "cluster” de la tubulina de Try-
panosoma brucei comienza con un gen beta intacto y termina con un gen beta

interrumpido por una secaencia semejante a un retrotransposon.

En T. brucei, los genes de alfa y beta tubulina estan ordenados en un "cluster”
simple comprimido entre 10 genes alfa y beta alternando. El "cluster” comienza
en su extremo 5’ con un gen beta intacto. El extremo 3’ del "cluster” termina en
el centro de un gen beta formando un pseudogen inactivo.

La secuencia siguiente de 1,7 Kb muestra un alto grado de similitud con un
elemento semejante a un retrotransposén al que denominan RTnL. Este ret'r?-
{ransposon interrumpe un gen que codifica una proteina de T. brucei. La funcion
de este retrotransposon no se conoce todavia.

Smiley y col., en 1990, encuentran ux retrotransposon en el extremo 5 deun
gen VSG de T. brucei. Encuentran miltiples secuencias repetidas (Ca.m;?b.el‘l’y
col., 1984), y el DNA crece aproximadamente en unas 10 bp por cada division

del organismo (Bernards, 1983).

Este crecimiento podria estar en funcién de la enorme heterogenicidad de
fragmentos de DNA telomérico observados en estos organismos.

n en T. brucei asociado

Aksoy y col., en 1990, caracterizan un retrotrarsposo '
con un S{ACS (Spliced leader associated conserved sequence). Este SLACS esta

presente también en T. cruzi y en Leptomonas seymorii (Bellafonte, 1988).
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En Crithidia fasciculate, se habi i
: 5 ia caracterizado el elemento retrotra 1
CRE 1 (Gabriel y col., 1990). Los SLACS y CRE 1 se parecen a Re&iﬂ?:::) l;

elementos que contienen LTR (repeticiones terminales).

En T. brucei, agente productor de la Tri iasis afri
: ucei, ripanosomiasis africana, se h -
rizado ademas otros elementos méviles: RIME (Hasan y col., 1984), IN g;/c ';ll.lafstfl

(Kimmel y col., 1987; M /
col., 1987). ; Murphy y col., 1987) y los elementos MEA (Carrington y

Algunos de ellos conservan residuos semejantes i secuencias de retrotrans-

.riptasa, pero nc se han detectado transcritos de XNA correspondientes a estas
secuencias.

El estudio de bacteriéfagos y virus ha permitido importantes progresos asi
como conocer el control de la expresion génica.

El empleo de los virus como modelos moleculares se ha visto facilitado por su
pfzqueﬁo genoma y su bajo niimero de genes, asi como la abundancia de transcritos
virales y proteinas en células infectadas. Esto ha motivado la bisqueda de la
presencia de virus en otros organismos.

Asi, se han encontrado también virus no infecciosos en levaduras (Wickner,
1981; Garfinkel y col., 1985). Sin embargo, particulas semejantes a virus se
han encontrado en muchas levaduras y pueden ser los descendientes evolutivos
de verdaderos virus de épocas anteriores, que hoy han perdido su capacidad de
repartir de forma efectiva sus genomas de RNA a través de las paredes de la
levadura.

Las particulas observadas mas comunmente contienen un RNA de doble ca-
dena, estin rodeadas por una cipsiGe conteniendo proteina y existe en muiltiples
copias en el citoplasma de la mayoria de cepas de levadura.

Este RNA semejante al viral, codifica una proteina toxica , que es secretada
a través de la pared celular y es letal para las células de levadura que no posean

particulas semejantes a virus.

La presencia de virus vehiculizados por protozoos parésiios es un fenomeno
conocido. El ejemplo mds tipico, ha sido el hecho de que algunas amebas de
vida libre, como Acanthamocba cestellani, son capaces de vehiculizar algunos

poliovirus o el virus de la estomatitis vesicular.

pios de protozoos, €s un fenémeno que

Sin embargo, la existencia de virus pro
se empieza a dilucidar desde hace afios. En 1362, Garnham y col., detectaron
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particulas semejantes a virus (VLPs) en Plasmodium gallinacea.

Los pSt.eud(:)wrus, denominados como cristaloides, median entre 1-1.5 pm, con
i Y
un contenido irregular de aproximadamente 35 nm de didmetro ‘

Terzakis en 1969, describe VLPs también en Plasmodium gallinacea. Estas

particulas miden t.antre 35-55 nm con una densa y fina irea granular rodeada por
una membrana trilaminar de 5 nm de didmetro.

En 1969, 1971 y 1974, Schuster y Schuster y Dunnebacke, describen VLPs
en Naegleria gruberi, con un cierto parecido con las particulas Kappa asociadas
a Paramecium aurelia. Estas particulas semejantes a virus miden 100 nm de
diametro y se observan en el nicleo y citoplasm.. de amebas.

En opinién de dichos autores, las particulas semejantes a virus no se inac-
tivan por congelacion-descongelacién, tratamiento con detergentes, proteasas, o
nucleasas; y, son asi mismo, resistentes a la radiacion ultravioleta. Sin embargo,
el calentamiento a 100 oC destruye su actividad. :

Ademds, dichos agentes no son capaces de sedimentarlas después de una
centrifugacién a 100.000 g durante 4 horas y no se detectan por microscopia
electrénica de transmisién en fibroblastos tratados con dicha suspension de particulas
semejantes a virus.

Molyneux (1974) encuentra la presencia de particulas semejantes a virus en
Leishmania hertigi. Dichas particulas son esféricas, agrupadas en alineamien-
tos o individuales, con un tamafio de 55-60 nm de didmetro, con un corex de
aproximadamente 17-20 nm.

En Entamoeba histolytica, en cepas que han sido axenizadas mediante el cul-
tivo mixto con T. cruzi, Diamond (1972) caracteriza unos agentes virales con
particulas poliédricas, que caracterizan como Vvirus.

Dichas particulas virales, presentan el clasico ciclo lisogénico, con un tamaiio
entre 65-85 nm, aunque algunas muestran un tamaiio de aproximadamente 50
nm, probablemente constituidos por DNA - virus, perdiendo su a.ctiv'ida.d' por
congelacién a -40 oC, o por calentamiento a 56 oC, e inactivandose a pH inferiores

a 5 o superiores a 9.

- 2 43 :
De igual manera, encuentra virus filamentosos en el nicleo de dicha ameba,

los cuales previamente habian sido descritos por Mattern y col. (1972).

En 1986, Wang y Wang explican la presencia de un virus de doble cadena

Tesis doctoral




140
DISCUSION .-

de RNA en Giardia lamblia. El desarrollo de un vector genético para protozoos

parasitos es el mejor camino para el estudio de una biologia molecular y celular
de estos parasitos.

Asi, Furfine y col. (1990), aislan el virus de RNA de doble cadena identificado
por Wang y Wang en 1986 de Giardia lamblia, y observan que éste es capaz de
infectar otras cepas de este protozoo que estin libres de dicho virus.

También se han asociado virus de doble cadena de RNA con otro protozoo

parasito: Trichomonas vaginalis (Wang y Wang, 1986 b). Este virus tiene un
genoima lineal de aproximadamente 5 Kb. ;

En 1988, Tarr y col., presentan observaciones consistentes sobre una infeccién
viral en un aislado de Leishmania y lo nombran virus LR1.

Las variaciones en cuanto a virulencia del protozoo parasito Entamoeba his-
tolytica, capaz de producir ulceraciones intestinales, hepéiticas pulmonares y/o
cerebrales, a ser totalmente asintomatico, ha sido atribuido a particulas semejan-
tes a virus, presentes en el citoplasma del protozoo e incapaces de infectar células
eucariotas, de insectos o mamiferos (Martinez-Palomo., 1982).

Widmer y col. (1989) demuestran la presencia de un virus asociado a Leis-
hmania. Sus resultados muestran una actividad RNA - polimerasa, actividad que
puede indicar replicacién viral, en aislados de Leishmania brazilensis guyanensis.

A su vez, detectan especies de RNA de 6 Kb. Asi, sugieren que se trata de un
virus de RNA de cadena simple, que posteriormente visualizan mediante tincion
negativa para microscopia electronica.

Por todo ello, y por los resultados obtenidos durante este trabajo, nos pla.ntfea'
mos la existencia de un virus asociado a T. cruz. Para ello tomamos un cultivo
en masa de formas epimastigotas de T. cruzi en medio LIT. Se centrifugé para
la obtencion de un botén de parasitos y se sonicaron.

Posteriormente se sometieron a una centrifugacion en una rr-\icrofuga. de 30
segundos para quitar los restos groseros y se dispuso sobre un gradiente de cloruro
de cesio en medio TNE al 0,5x, centrifugandcse a continuacion duraante 16 hpra.s

a 50.000 g.

se recogieron las fracciones que dieron mayor ab-
una tincién negativa con acetato de
En estas preparaciones se observaron

Transcurrido este tiempo,
sorbancia a 260 nm y se procesaron para
uranilo al 1% para microscopia electronica.
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p.artl.c,u]a.s semejantes a virus, las cuales nos encontramos en proceso de caracte-
rizacion.

Esta fraccion, en la que observamos particulas semejantes a virus, después
de la centrifugacién en cloruro de cesio de un sonicado de formas epirr;astigotas
de T. cruzi, fué sometida posteriormente a una prueba de trascriptasa inversa
observandose una vez concluida la experiencia una mayor cantidad de materiai
radiactivo precipitable en esta fraccion como se muestra en la Fig. 4.7.

Los intentos de "infectar” células Hel.a con la fraccion de mayor absorbancia
procedente de la centrifugacion en Cloruro de Cesio, y posterior didlisis, revel6
que aproximadamente a las 48-72 horas de cultivo, mientras que los cultivos no
"infectados” mostraban una apariencia normal, en las tratadas aparecian efectos

citopatolégicos moderados, redondeamiento de las células, aunque no la muerte
de las mismas.

Las pruebas inmunoldgicas (Inmunofluorescencia indirecta) de las células frente
a un inmunisuero de ratén frente a T. cruzi previamente adsorbido sobre células
normales, fijadas con acetona y permeabilizadas con Triton X-100, revelaron la
presencia de antigenos de T. cruzi en las células tratadas con la fraccién dializada.

Quizas el antigeno sea adsorbido sobre la membrana de la célula y posterior-
mente sea internalizado, similar a lo observado por Ribeiro dos Santos (1980) en
cultivos in vitro infectados con T. cruzi, y constituya los antigenos RNA - pro-
teinas integrados en el nicleo de la célula parasitada y detectados en enfermos
chagasicos.

Posteriores estudios permitiran dilucidar la posible replicacién "viral” en células
parasitadas por T. cruzi, asi como en el interior de las diferentes formas del

parasito.

El intercambio macromolecular observado en experiencias previas, los datos
referentes a la transcriptasa inversa detectada en el niicleo de las células, la:. pre-
sencia de antigenos aparentemente del parasito en el nicleo celul.ar y I'a.s particulas
semejantes a virus, podrian indicar que constituyen un hecho -blologlco, en'el que
las particulas semejantes a virus presentes en las formas amastigotas, netfes:ta.l_'mn
del niicleo célular para su multiplicacién, mientras que en las formas epimastigo-
tes del parisito podrian multiplicarse dentro del protozoo.

inversa ligada a las pariiculas "virales”,
de genes que aparecen el el genoma d‘e lc?s
y, de igral manera, podrian constituir

La presencia de esta transcriptasa
podrian ser el origen de las multicopias
trypanosomatidos (Dragon y col., 1987),
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INCORPORACION DE TTP TRITIADA
FRACCION OBTENIDA EN ULTRACENTRIFUGACION

CPM (X1000)

Bl L. centelleo ] Blanco control B Fraccion problema

en forma de TTP *H con la

Figura 4.7: Incorporacion de material radiactivo
fraccion con particulas semejantes a viTus.
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los elementos necesarios para la amplificacién génica observada en la mayor parte

de los trypanosomatidos (Coderre y col., 1983; Washtien y col., 1985; Hightower
y col., 1988; Heilbronn y col., 1989).

Esperamos que en futuros estudios llevados a cabo sobre este tema que se abre
con esta Tesis Doctoral, nos permita dilucidar algunos de estos problemas, que
quizds puedan ser interesantes no solamente para la biologia del parasito, sino
también para la patologia en el hospedador que dicho parasito induce.
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(1) Se han detectado ribonucleoproteinas del parasito en el nicleo de las células
HeLa parasitadas por T. cruzi.

(i) La..s cromatografias de afinidad nos han permitido purificar algunas pro-
teinas existentes en el nicleo de las células parasitadas por T. cruzi, con

actividad de retrotranscriptasa, capaz de sintetizar DNA a partir de RNA
mensajero del parasito.

{iii) Las proteinas con actividad de transcriptasa inversa es capaz de producir
material radiactivo precipitible equiparable a DNA sin necesidad de incubar
dicha proteina con RNA e».dgeno.

(iv) La actividad transcriptasa inversa es capaz de inhibirse por inhibidores
tradicionales de dicha en:ima tales como, el ddCTP y la Suramina sédica.

(v) Se ha detectado una mayor actividad DN A-polimerasas en las formas me-

taciclicas del parasito, en comparacién con las formas epimastigotas y amas-
tigotas.

(vi) El antigeno con actividad de transcriptasa inversa aparece en las tres formas
del parasito. ;

(vii) La incubacién de las células con los inhibidores de la transcriptasa inversa,
Suramina y ddCTP, en determinados momentos del ciclo celular, induce una
counsiderable reduccién en las tasas de mulltiplicacién del parésito d=atro

de la célula.

(viii) Mediante técnicas de microscopia electrénica, por centrlfu.ga.m;n en ;ra;
diente de cloruro de cesio y tincién negativa, se han podido etern'}u-la
particulas semejantes a virus asociados con las diferentes formas del parasito.
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