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A.INTRODUCCION.

A.1. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una parasitosis
localizada en el continente americano, causada por el protozoo parasito 7rypanosoma

cruzi y transmitida por diversas especies de insectos de la familia Reduvidae (Chagas,
1909).

Actualmente constituye un importante problema de salud publica para la poblacion
americana donde alrededor de 90 millones de habitantes de las zonas rurales de la
poblacién (25% de la poblacién total) estan expuestos al riesgo de contraer la
enfermedad, y se estima en aproximadamente 18 millones el namero de personas que
padecen la enfermedad (W.H.O., 1991).

En humanos, la enfermedad de Chagas presenta dos fases de evolucion clinica.
Una primera fase aguda que comprende entre los 2 y los 6 primeros meses de infeccion y
se caracteriza por una sintomatologia de intensidad y duracion variables y por
parasitemias de mayor magnitud que en la fase cronica. En la mayoria de los casos esta
fase pasa desapercibida, con sintomas leves o0 inexistentes, mientras que en oOtros se
producen sintomas que van desde un sindrome febril, la aparicion de lesiones locales en
el sitio de entrada del parasito que reciben el nombre de chagoma cuando es en la piel o
“signo de Romanha’ cuando es a través de la membrana ocular, o la muerte del paciente

en un 2% de los casos.

Estos sintomas desaparecen a los pocos meses y la enfermedad evoluciona hacia
una fase crénica con parasitemia baja y asintomatica. La enfermedad puede evolucionar
hacia una fase cronica, generalmente a los 5-15 afios después de la infeccion. En el 30-
40% de los casos se desarrollan sindromes chagasicos (miocardiopatia, megacolon,
megaesofago), mientras el resto de los casos desarrolla la forma indeterminada o
asintomatica. En el caso de aparecer lesiones cardiacas, €stas pueden ser de moderadas a

graves, conduciendo a la muerte del enfermo.
A.2. Trypanosoma cruzi: GENERALIDADES.

T. cruzi es un protozoario perteneciente a la clase Zoomastigophora, Orden
Kinetoplastidae, Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, subgénero

Schizotrypanum. El Orden Kinetoplastidae esta definido por la presencia de una



mitocondria gigante y unica que se denomina kinetoplasto. A esta clase pertenecen
organismos de vida libre y organismos parasitos, mientras que los tripanosomatidos, es
decir, aquellos organismos pertenecentes a la familia 7rypanosomatidae, son parasitos

exclusivamente.

El ciclo de vida de este parasito transcurre entre dos huéspedes, uno invertebrado,
el insecto vector, y uno vertebrado, entre los que se han descrito mas de 100 especies de

mamiferos pertenecientes a diferentes 6rdenes.

Durante su ciclo de vidaT. cruzi presenta tres formas principales o estadios,
relacionadas con los distintos entornos (Figura 1). Las formas epimastigotas (Fig. 1a),
replicativas, se caracterizan por tener el kinetoplasto contiguo al ntcleo, en su parte
anterior, y un flagelo que emerge de la zona media de la célula. Las formas
tripomastigotas (Fig.1b), no replicativas, presentan una forma alargada con el
kinetoplasto en la zona posterior,y un flagelo que si bien emerge de la parte posterior de
la c€lula, permanece unido a €sta por la membrana ondulante en su trayecto desde la
extremidad posterior a la anterior, adonde queda libre. Las formas amastigotas (Fig. 1c¢),
intracelulares y replicativas, son redondeadas, sin flagelo, y con el kinetoplasto cercano al

nucleo.

Cuando el insecto vector ingiere sangre del vertebrado (Figura 1), deposita sus
heces contaminadas con tripomastigotas metaciclicos que pueden ingresar al torrente
sanguineo a través de una solucion de continuidad, como por ejemplo la propia herida
causada por la picadura. Los parasitos alcanzan el torrente sanguineo, desde donde
pueden i1nvadir varios tipos celulares, principalmente células del sistema fagocitico
mononuclear, células musculares y células nerviosas. Una vez dentro de la célula, las
formas tripomastigotas se transforman en amastigotas y comienzan a replicarse dentro de
la c€lula hasta hacerla estallar. Unas 12 horas antes de liberarse de la célula, los parasitos
comienzan a sufrir una transformacidén hacia tripomastigotas, que es la forma como
circulan por la sangre. Cuando la sangre del huésped vertebrado es ingerida por el insecto
vector, los tripanosomas pasan al intestino del insecto, donde se transforman en
epimastigotas. LLas formas epimastigotas se adhieren a las paredes del intestino medio del
insecto, donde se multiplican activamente, y posteriormente migran hacia la ampolla rectal
donde se transforman en tripomastigotas metaciclicos. Estos tripomastigotas se

eliminaran por las heces, comenzando un nuevo ciclo (Pinto Dias y col., 1991).



A.3. ALMACENAMIENTO DE LA INFORMACION GENETICA EN

Trypanosoma cruzi.

En la mayoria de los eucariotas, la informacion genética se puede dividir de
acuerdo a su ubicacion en nuclear y mitocondrial, 1o que implica la presencia de dos
genomas. El ADN de los tripanosomatidos se organiza también en nuclear y

mitocondrial, pero este ultimo a su vez se subdivide en maxicirculos y minicirculos, de

funciones distintas , como veremos mas adelante.

El tamano del genoma de 7. cruzi ha sido estimado entre 100 y 200 Mb
dependiendo del clon estudiado (Henriksson y col., 1996). Dentro de su genoma, el 51%
corresponde a secuencias medianamente repetidas, el 23% a secuencias de copia Unica y
el resto a secuencias altamente repetidas (Castro y col., 1981). Los genes medianamente
repetidos suelen presentar una organizacion en tandem, pudiendo estar esta unidad de

repeticion presente en uno o varios Cromosomas.

Debido a que la cromatina de 7. cruzi no se condensa de forma visible durante la
mitosis, no se ha podido determinar el nimero exacto de cromosomas de la especie. La
t€cnica de electroforesis en campo pulsado ha permitido un acercamiento a la organizacion
cromosomica del parésito. Una de las caracteriticas mas notables es el polimorfismo en el
tamano y namero de cromosomas entre los distintos clones (Aymerich y Goldenberg,
1989; Henrickson y col., 1990), siendo el nimero de cromosomas superior a 40, con un
tamano de entre 0,45 y 4 Mb (Henriksson y col., 1996).

La ploidia de T. cruzi permanece aun sin aclarar. Los estudios utilizando sondas
especificas sugieren diploidia (Henrickson y col., 1990), aunque también existen
estudios relacionados con el contenido de ADN de parasitos provenientes de un mismo

clon, que sugieren aneuploidia (McDaniel y Dvorak, 1993).

El ADN del kinetoplasto de 7. cruzi constituye el 16-30% del ADN total, y estd
compuesto por dos tipos de ADN circular, denominados minicirculos y maxicirculos,

concatenados entre si formando una red altamente compleja facilmente observable al

microscopio electronico (Chen y col., 19995).

Los maxicirculos tienen un tamano de aproximadamente 40 kb, encontrandose en
un numero de 20 a 50 por kinetoplasto. Contienen los genes codificantes para las
proteinas y ARN ribosomales mitocondriales y constituyen el equivalente al ADN

mitocondrial de los eucariotas (Simpson, 1987). Los minicirculos tienen un tamano de



1,4 kb encontrandose en un nimero variable entre 5.000 y 10.000 por parasito. Estos
minicirculos contienen las secuencias codificantes para los ARN guias necesarios para la
correccion de los transcritos mitocondriales (Pollard y col., 1990, Sturm y Simpson,
1990, Stuart, 1991, Simpson, 1997).

A.4. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION GENETICA EN

Trypanosoma cruzi
A.4.1. Transcripcion policistréonica.

Una de las caracteristicas de los tripanosomatidos es que los genes estructurales
no presentan intrones. Por otra parte, estos genes estructurales se encuentran organizados
en densos grupos a nivel del ADN separados por cortas regiones intergénicas. La razén
por lo que varios genes se agrupan en regiones del genoma es que en los
tripanosomatidos la transcripcion de los genes es policistronica, es decir que la ARN
polimerasa transcribe varios genes en una misma molécula precursora. La transcripcion
de mas de un gen junto con sus regiones intergénicas se observo por primera vez en el
caso del gen 1F8 de 7. cruzi (Gonzélez y col., 1985), observandose posteriormente en
otros genes de tripanosomatidos. Esta molécula precursora sufre un proceso de
maduracion consistente en la adicidn en el extremo 5' de una secuencia denominada mini-
exon y la poliadenilacion del extremo 3'. La adicion del mini-exon y la poliadenilacion del

gen adyacente estarian acopladas en un mismo proceso (LeBowitz y col., 1993).
A.4.2. Adicion del mini-exon.

Todos los ARN mensajeros caracterizados hasta el momento en tripanosomatidos
presentan en su extremo 5' una secuencia conocida como mini-exén o "spliced leader”
(SL) que en el caso de 7. cruzi consta de 39 nucleotidos (De Lange y col., 1984). El
proceso mediante el cual los mensajeros adquieren este mini-exon se conoce como 'trans-
splicing”, ya que es una reaccion de procesamiento del ARN por la cual exones de dos
moléculas distintas de ARN se unen para formar un ARN maduro. Una de las
secuencias, la secuencia lider, de 39 nt, deriva de una molécula mayor, y se va a unir al
ARN mensajero inmaduro por accion de una ligasa de ARN, en un mecanismo similar al
del cis-splicing de eucariotas superiores (Figura 2). Este fendmeno ocurre co-
transcripcionalmente (Ullu y col., 1993) y es necesario para la correcta traduccién de los
mensajeros; ensayos realizados utilizando oligonucledtidos complementarios a esta

secuencia inhiben la traduccién de los mensajeros en 7. brucei, sugiriendo que todos



ellos presentan este mini-exoén en su extremo 5' (Cornelissen y col., 1986; Walder y
col.,1986).

Previamente al proceso de "trans-splicing”, el mini-exén adquiere en su extremo
5" una estructura de CAP o caperuza siendo su adicidn necesaria para el procesamiento
del mini-exon (Ullu y Tschudi, 1991). En tripanosomatidos la estructura CAP consiste en
una 7-metilguanosina mas los primeros cuatro nucledtidos modificados por la adicién de
grupos 2'0O-metilo, por lo que se la denomina CAP 4 (Bangs y col., 1992), a diferencia
de eucariotas superiores donde no son mas de dos. Su funcién seria proporcionar

estabilidad a los transcritos.

En T. brucei el gen que codifica para el mini-exén se encuentra organizado en una
unidad de 1,35 kb con aproximadamente 200 copias del gen (De Lange y col., 1983).
Este gen produce un transcrito de 140 bases denominado "medRNA" que contiene en su
extremo 5' la secuencia del mini-exon con la estructura CAP 4. Este "medRNA" es quien
actia como donante de la secuencia del mini-exén en el proceso de "trans-splicing"
(Sather y Agabian, 1985).

[La maquinaria que participa en el procesamiento de los precursores recibe el
nombre de ayustosoma o "spliceosome". Si bien no esta completamente caracterizada, se
supone que es similar a la descrita en eucariotas superiores donde participan un complejo
de proteinas y ARN nucleares de pequeiio tamano. La adicién del mini-exén se produce
en un dinucledtido AG localizado corriente arriba del codén de iniciacion (Agabian, 1990)

que usualmente estd precedido por un tracto de polipirimidinas.

A.4.3. Poliadenilacion.

LLa poliadenilacion de los ARN mensajeros es un proceso por el cual se afiade al
extremo 3’ de los transcritos una cola constituida por un nimero variable de adenosinas
que se denomina comunmente como ‘“cola poli A”. En tripanosomatidos, el proceso de
poliadenilacion es similar al de eucariotas superiores e implica la participacion de una
endonucleasa especifica que corta el premensajero en su extremo 3'. Posteriormente, la
enzima poli A polimerasa anade los nucleétidos de adenosina utilizando como sustrato el
ATP. La adici6n de esta cola poli A tendria una funcién reguladora de la expresion génica

en tripanosomatidos al determinar la estabilidad de los mensajeros y por lo tanto sus

niveles en la célula (Hugh y col., 1993).



En eucariotas superiores se ha descrito una secuencia conservada AAUAAA que
actia como seial de poliadenilacion (Wahler y Keller, 1992). En tripanosomatidos no se
han encontrado secuencias que puedan estar relacionadas con una senal de
poliadenilacion. LeBowitz y col. (1993) han sugerido que el proceso de adicion del mini-
exon y la poliadenilacién estarian acoplados y seria la sefial del aceptor del mini-exén la

que determinaria la poliadenilacion del extremo 3' del gen situado corriente arriba.
A.4.4. Correccion del ADN mitocondrial: "RNA editing'.

El proceso de correccion de los mensajeros mitocondriales o "RNA editing" es
caracteristico de los tripanosomatidos y constituye un sistema de regulacion de la
expresion de los genes mitocondriales. El proceso consiste en la adicion o delecién de
uridinas a los transcritos mitocondriales primarios que producen la aparicion o el ajuste de
los marcos de lectura de los genes mitocondriales (Hajduk y col., 1993). El proceso de
correccion se realiza a través de los llamados ARN guias codificados en los minicirculos.
Estos ARN guias se aparean al sitio correspondiente en el transcrito primario, seguido de
la formacion de un enlace fosfodiéster entre la cola poli U y puntos de apareamiento
incorrecto ("mismatch") en la zona complementaria, lograndose de esta manera la

complementaridad entre los ARN guias y el premensajero.

A.5. GENETICA EVOLUTIVA DE T rypanosoma cruzi.. CLONALIDAD
VERSUS SEXUALIDAD.

Una de las caracteristicas mas importantes de 7. cruzi es gran su diversidad
bioldgica, y una de los temas mas explorados en la microbiologia ha sido conocer si las
poblaciones naturales de los microrganismos son predominantemente clonales o sexuales.
La implicacion practica de esta alternativa surge claramente: si el organismo es clonal sus
genotipos se replican de forma incambiada a lo largo de las generaciones, mientras que si
el organismo es sexual ocurre lo contrario, ya que sus genotipos varian de generacién en
generacion debido a la recombinacion genética. Las tres técnicas mads utilizadas para el
estudio gené€tico de poblaciones en tripanosomatidos son: los zimodemas, basados en sus
perfiles 1soenzimaticos (Widmer y col., 1985, Ready y col., 1980, Carneiro y col.,
1990), los esquizodemas, basados en los perfiles de restriccion del kKADN (Morel y
Simpson, 1980, Carneiro y col., 1990) y los rapidemas, basados cn basado en la
amplificacion de ADN con nucleétidos al azar, o RAPD (Tibayrenc y col., 1993,
Tibayrenc, 1995). En T. cruzi los diferentes perfiles isoenzimaticos permitieron una
clasificacion en los denominados zimodemas que resulta ser muy util a la hora de

determinar las caracteristicas de los parasitos (Tibayrenc, 1996). Inicialmente se




describieron 3 grupos principales de zymodemas (Miles y col., 1978), y mas tarde estos

grupos se subdividieron, siendo actualmente mdas precisa esta division, existiendo hasta

45 zimodemas (Tibayrenc, 1996).

En 7. cruzi existen evidencias que sugieren una propagacion clonal a partir de
estudios realizados con aislados de diversos origenes, por medio de zimodemas y RFLPs
por un lado (Tibayrenc y Ayala, 1988) y RAPDs por otro (Tibayrenc y col., 1993). Esta
hipétesis se apoya en el hecho de que estudios independientes utilizando las diferentes
técnicas muestran resultados similares. El estudio de la divergencia filogenética entre los
diferentes clones muestra que existen dos lineas filogenéticas principales,
correspondiéndose el primer grupo con el inicialmente denominado zimodema I, y el
segundo grupo con los zimodemas II y III (figura 4). Estos a su vez se subdividen en
grupos mas pequeios y polimérficos, y existe una distancia filogenética muy importante
entre ambos ramales, cuatro veces mayor, por ejemplo, que la que separa humanos de
chimpancés (Tibayrenc y col., 1986). Incluso, datos recientes sugieren mayores
distancias filogenéticas entre clones de Trypanosoma cruzi que entre el complejo formado
por Leishmania infantum, L. donovani y L. chagasi (Nunes y col., 1997), lo cual
implicaria una reevaluacion de 7. cruzi como una unica especie, y podria ser un hecho de

gran impacto en la taxonomia del pardsito y en la epidemiologia de la enfermedad de

Chagas.

Por ultimo, la hipétesis de la clonalidad en 7. cruzi adquiere sustancial
importancia en dos aspectos fundamentales de la enfermedad de Chagas: la virulencia y la
susceptibilidad a farmacos entre los clones mas alejados filogenéticamente. Recientemente
se ha demostrado que miembros de las dos lineas filogené€ticas principales de 7. cruzi
presentan diferencias de hasta 9 veces en la susceptibilidad a benznidazol, y 4,4 veces en
la susceptibilidad a nifurtimox (Revollo y col., 1998), las dos drogas utilizadas en el

tratamiento de la enfermedad de Chagas (véase mas adelante).
A.6. QUIMIOTERAPIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo disponible para combatir la
enfermedad de Chagas. El éxito alcanzado por paises como Uruguay y Chile en detener la
transmision del parasito (TDR News, 1994) se debe principalmente al control del insecto
mediante insecticidas y por el control de los bancos de sangre, donde el uso de violeta de

genciana ha demostrado ser efectivo en la eliminacion de los parasitos de las reservas de

sangre (Docampo y Moreno, 1990).



El actual tratamiento de la enfermedad se basa en dos drogas nitroheterociclicas, el
nitrofurano nifurtimox y el 2-nitroimidazol benznidazol. La actividad antiparasitaria del
nifurtimox proviene de la reduccidom del grupo nitro a nitroanion, altamente reactivo. 7.
cruzi es deficiente en mecanismos de detoxificacion de metabolitos del oxigeno, y por
tanto mas sensible a radicales libres que la célula huésped. El mecanismo de accién del
Benznidazol se cree que es a través de la unidon covalente de intermediarios de
nitroreduccion a macromoléculas (De Castro, 1993). Ambas drogas tienen una actividad
significativa durante la fase aguda de la enfermedad, pero fallan en el tratamiento de la
fase cronica. Por tanto, para la mayor parte de los casos no existe un tratamiento eficaz.
Por otra parte estos, farmacos son altamente toxicos y producen importantes efectos
colaterales (Gorla y col., 1988, Gorla y col. 1989). Se ha descrito ademas que la
susceptibilidad a ambos farmacos varia segin la cepa utilizada (Brener y col., 1976;

Andrade y col., 1985), asi como también la existencia de resistencia natural a ambas
drogas (Filardi y Brener, 1987).

La limitada eficacia y la toxicidad de estos farmacos no permite hablar de la
existencia de casos de resistencia tipicos como pueden observarse en otros pardsitos. Sin
embargo, no se puede descartar que las diferencias descritas en la suceptibilidad a los
farmacos, sean debido a la presencia de mecanismos de resistencia como los que se han

caracterizado en otras especies.

A.7.MECANISMOS DE RESISTENCIA A FARMACOS EN PARASITOS.

A.7.1. Generalidades.

Una de las principales lineas de defensa contra los protozoos parasitos es la
quimioterapia, y uno de los problemas mds importantes a los que se enfrenta la ciencia
médica es la aparicion de mecanismos de resistencia a los farmacos utilizados en el

tratamiento de enfermedades infecciosas.

Hasta el momento se han descrito varios mecanismos de resistencia en protozoos.
Los estudios realizados en parasitos del género Leishmania, sobre todo, han aportado
resultados extrapolables a otros protozoos. Alguno de los mecanismos descritos, hasta el
momento son:
- Amplificacion de genes codificantes para el/los enzima/s blanco de accion.
- Amplificacion de genes codificantes para el/los enzima/s que provean vias alternativas a

la via metabodlica inhibida.



- Mutaciones puntuales que se traducen en cambios estructurales y/o funcionales del
enzima blanco de accion.
- Alteraciones en el transporte del farmaco.

- Fenomeno de multirresistencia.

Estos mecanismos de resistencia tienen que ver con los multiples pasos que debe
dar un firmaco para poder actuar sobre su blanco de accion (figura 5). Usualmente el
farmaco debe atravesar la membrana plasmatica del parasito, y ser activado dentro de la
célula. Por otra parte el farmaco debe ser mantenido dentro y no ser eliminado por la
célula, y luego que el farmaco alcanza su blanco, el parasito debe ser eficientemente
eliminado. Cada uno de estos pasos constituyen Sit10s para generar mecanismos de
resistencia, y usualmente frente a la presion de un farmaco el parasito puede generar
varios mecanismos, constituyendo un fenoOmeno multifactorial. Los principales
mecanismos responsables de la resistencia a farmacos se muestran en la figura 5. Los
parasitos pueden evadir la acciéon del farmaco disminuyendo su captacion, ya sea por
pérdida de los sistemas de captacién, modificaciones en la composicion de la membrana
plasmédtica o almacenamiento dentro de vacuolas; los mecanismos de activacion del
farmaco pueden ser suprimidos; la eficiencia de la interaccion de la droga con su blanco de
accion puede disminuir ya sea por un incremento de sustratos que compitan con el
farmaco, o alterando la molécula blanco para hacerla menos sensible al farmaco; el
parasito puede activar vias metabdlicas alternativas que le permitan vivir a pesar de tener
una enzima bloqueada; el pardsito puede mejorar sus mecanismos de reparacion frente al
dano producido por el farmaco; y finalmente el parésito puede aumentar la eliminacion del

farmaco a traves de transportadores de membrana.
A.7.2. El fenomeno de la multirresistencia a farmacos.

El fendmeno de multirresistencia a farmacos fue observado por primera vez en
células neoplasicas derivadas de tumores resistentes a quimioterapia. Estas c€lulas
resistentes a un farmaco resultan a su vez resistentes a otros farmacos no relacionados
estructural y funcionalmente. La importancia de las glicoproteinas-P (Pgps) en este
proceso, y en procesos similares en organismos que van desde bacterias a tumores
humanos, ha sido ampliamente demostrado desde el descubrimiento de estas proteinas
por Juliano y col. (1976). Son proteinas de membrana que pertenecen a la familia de
transportadores ABC (por ATP binding casette), constituidas por dos mitades
similares, cada una conteniendo seis dominios transmembrana y un Sitio de union a

ATP. Las Pgps involucradas en la multirresistencia a farmacos (MDR) confieren



resistencia debido a su capacidad de eliminacion del farmaco en contra de un gradiente,

por medio de la hidrélisis de ATP.

Otro grupo de proteinas involucradas en el fenotipo MDR lo constituyen las
proteinas asociadas a MDR denominadas MRP (de Multidrug resistance-associated
protein). Son transportadores de membrana similares a las Pgps y también funcionan
eliminando el farmaco de la célula. Experimentos recientes sugieren que la MRP

transporta hacia afuera de la célula moléculas complejas conjugadas a glutation.
A.8. LA AMPLIFICACION GENICA.

A.8.1. Generalidades.

Uno de los mecanismos por los cuales Leishmania spp. reacciona frente a la
presion de un farmaco es mediante la amplificacion génica. En estos casos se produce
un incremento en €l namero de copias de uno o mas genes que codifican para la enzima
blanco de accidn del tarmaco, de una enzima implicada en una ruta alternativa a la que
se esta inhibiendo o bien de alguna proteina transportadora implicada en el eflujo del
compuesto toxico. La caracterizacion de estos amplicones y la identificacion de los
genes que se encuentran en los mismos constituye una potente herramienta para conocer
que enzimas O vias metabolicas se encuentran implicadas en la accion del farmaco y/o
en la reaccion frente al mismo. El fendmeno de la amplificacion génica en Leishmania
fue descrito por primera vez en estudios de resistencia a antifolatos (Coderre y col.,
1983; Beverley y col., 1984), y el estudio en profundidad desde entonces ha mostrado
que los parasitos presentan diferentes mecanismos de resistencia frente a un mismo
farmaco, constituyendo el mecanismo de la multirresistencia un fendmeno
multifactorial. Centraremos nuestro analisis de la amplificacion génica en la resistencia a

antifolatos.
A.8.2. La region R.

El metotrexato (MTX) es un inhibidor estequiométrico de la enzima dihidro
folatoreductasa (DHFR) de la mayoria de las especies, y en muchas de ellas la
resistencia a MTX se manifiesta como una sobreexpresion de esta enzima debido a la
amplificacion del gen. También sucede lo mismo en Leishmania, donde en lineas
resistentes a MTX se observo la presencia de un amplicon de 30 kb al que se denomind

la region R, en el que se identifico la presencia del gen de la dihidrofolato reductasa-
timidilato sintasa (DHFR-TS) (Coderre y col., 1983, Beverley y col., 1984). Cabe
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destacar que en Leishmania, al igual que en todos los protozoos parasitos estudiados
hasta la fecha, esta enzima es bifuncional, y se codifica fusionada al gen de la timidilato
sintasa. La transfeccién de Leishmania con este gen, y por tanto su sobreproduccion,

demostré que este gen por si sélo es capaz de conferir resistencia a MTX .

A.8.3. La region H: un elemento extracromosomal implicado en

multirresistencia.

También en los primeros estudios con Leishmania resistentes a MTX se
encontrd que existe otra regién del ADN amplificada a la que se denomina region H.
Esta region, que por si séla es capaz de conferir resistencia a MTX, posee de 68 a 85
kb segun las diferentes especies de Leishmania, contiene dos repeticiones invertidas de
30 kb separadas por secuencias tnicas de 4 y 5 kb, y proviene del cromosoma 6 (figura
6). Los estudios de esta regién mostraron claramente su relacion con la resistencia a
farmacos. Primero, la seleccion de lineas resistentes a primaquina y terbinafina, que no
estan relacionadas ni estructural ni funcionalmente a MTX, produjo lineas que soélo
amplifican el circulo H, y que muestran resistencia cruzada a MTX (Ellenberg y col., -
1989). Segundo, en selecciones independientes a MTX de lineas de L. major , L.
tropica y L. infantumse demostrd la amplificacion del circulo H solamente, y no del
circulo R (Ellenberg y Beverley, Ellenberg y col.1987, 1989, Gamarro y col., 1994,
Chiquero y col., 1994). Tercero, la seleccidon de L. mexicana amazonensis con arsenito
de sodio mostré también la amplificacién del circulo H, y estos parasitos presentaron
resistencia a MTX (Katakura y Chang, 1989).

Estos estudios llevaron a analizar la presencia de secuencias codificantes dentro
de la region. El primer hallazgo fue la presencia del gen de una glicoproteina-P pgpA
(Ouellette y col., 1990). Teniendo en cuenta la participacion de las Pgps en fenotipos de
multirresistencia, la hipétesis mds aceptable parecia ser que este gen, amplificado en
respuesta a diferentes farmacos, fuera el responsable de conferir resistencia a MTX. Sin
embargo, los estudios de transfeccién mostraron que pgpA no es el gen responsable de
conferir resistencia a MTX, sino que sélo confiere una débil resistencia a metales
pesados (Ouellette y col., 1991; Callahan y Beverley, 1991). También se encontro que
en la regiéon cromosémica correspondiente al circulo H se encuentran otros 2 genes
Pgp, pgp B y pgpC situados contiguos a pgpA, corriente arriba de €ste (Ouellette y
col., 1991). Estos genes no forman parte del circulo H, pero la localizacion de tres
genes Pgps contiguos en el genoma sugirié la posibilidad de una region del genoma

relacionada con la funcién de detoxificacion y resistencia a farmacos.
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La investigacién del mecanismo responsable de la resistencia a MTX prosiguio
con la estrategia de transfectar parasitos con fragmentos de la region H, de forma de
encontrar el minimo inserto de ADN cuya sobreexpresion confiriera resistencia. De esta
forma se encontré6 en L. tarentolae y L. major que un gen por si solo es capaz de
conferir resistencia a MTX, y se lo denominé inicialmente ltdh o hmtx' (Papadopoulou

y col., 1992; Callahan y Beverley, 1992). Este gen se encuentra corriente abajo del gen
PEPA.

12



A.9. LA ENZIMA PTERIDINA REDUCTASA.

Los estudios de transfeccién de Leishmania con el gen ltdh/ hmtx' mostraron
que este gen confiere resistencia a los antifolatos MTX, aminopterina, trimetoprim y
pirimethamina, pero no a arsenito (Papadopoulou y col., 1992; Callahan y Beverley,
1992). Su marco abierto de lectura de 869 nucleétidos codifica para una proteina de 289
aminodacidos con un peso molecular deducido de 30,7 kDa, y presenta significativa
homologia con la familia de las deshidrogenasas de cadena corta. Estas enzimas,
ampliamente distribuidas en la naturaleza, participan de reacciones de 6xido-reduccion
utilizando los cofactores NAD(H) o NADP(H), y tienen un tamano promedio de 250
aminoacidos. La amplificacion de novo de este gen es un evento frecuente en
leishmanias seleccionadas con MTX, independientemente de que el amplicon pueda

variar de tamano y ser lineal o circular (Papadopoulou y col., 1993).

La participacién de este gen en el metabolismo de folatos y pteridinas, y por
tanto en la resistencia a antifolatos, qued6 claramente demostrada con la generacion de
mutantes nulos para el mismo. Cabe recordar aqui que Leishmania es incapaz de
sintetizar folatos de novo a partir de p-aminobenzoato y glutamato, y que varias pterinas
pueden mantener su crecimiento en medios deficientes en folatos (Petrillo-Peixoto y
Beverley, 1987), lo cual sugirié que Leishmania puede sintetizar folatos a partir de
pterinas. Los estudios de interrupcion del gen /tdh muestran que, a diferencia de la cepa
salvaje, que en un medio deficiente en folato puede crecer si se complementa con folato,
dihidrofolato o biopterina, los mutantes nulos s6lo crecen s1 se complementan con
folato o biopterina. Cuando los mutantes nulos son transfectados con el gen, es decir
son complementados funcionalmente, éstos son capaces de crecer no soOlo si se
complementa el medio con folato, sino también al complementar con biopterina. Estos
experimentos indicaron que la ltdh participa en alguno de los pasos que lleva a la
conversion de pterinas a folatos. También se demostré6 que los mutantes nulos son

altamente sensibles a MTX, y que la complementacion funcional revierte esa

sensibilidad.

LLa demostracion formal de la funcidén de esta enzima fue hecha por el grupo de S.
Beverley, por medio de la purificacion de la proteina recombinante y la demostracion de
su actividad enzimatica (Bello y col., 1994). Esta enzima, denominada a partir de
entonces pteridina-reductasa 1 (PTR1), cataliza la reduccion de biopterina a
dihidrobiopterina dependiente de NADPH (figura 7). También es capaz de reducir,
aunque con menor actividad, folato, dihidrobiopterina y dihidrofolato. De esta forma

PTR1 constituye una via de salvamento de pteridinas oxidadas, y el gen confiere
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resistencia a MTX ya que constituye una via alternativa para la reduccion completa de
folato a tetrahidrofolato. Por otra parte, en ensayos con precursores radiactivos se ha
demostrado en Leishmania que la biopterina se puede transformar en tetrahidrofolato,
(Beck y Ullman, 1991), por lo que se ha postulado la existencia de una segunda pteridin
reductasa, PTR2, con mayor eficiencia en la reduccion de dihidrobiopterina a
tetrahidrobiopterina (Nare y col., 1997). En la figura 8 se muestra el modelo postulado de
estas 2 vias que conducen a la formacién de tetrahidrofolato y tetrahidrobiopterina.

A.10. RESISTENCIA A FARMACOS EN Trypanosoma cruzi.

Como dijimos anteriormente, la no existencia de un tratamiento efectivo contra la

enfermedad de Chagas no permite hablar de resistencia. Sin embargo, existen por un lado
datos de distintas susceptibilidades a farmacos en los distintos aislados, y por otro
estudios de la capacidad de Trypanosoma cruzi de reaccionar frente a la presion de un

farmaco.

[La induccidn de lineas resistentes a nifurtimox provoca una serie de cambios a
nivel del ADN, que se traducen en un aumento del 100% de la masa del ADN nuclear y
del 50% del ADN del kinetoplasto (Nozaki y col., 1996). Por otra parte la utilizacién de
sondas especificas para la identificacion de cromosomas muestran que estas lineas
resistentes presentan cambios en el tamano de los cromosomas (Nozaki y col., 1996).
Este tipo de respuesta fue también observado en lineas de 7. cruzi resistentes a
daunomicina en donde los perfiles cromosémicos de los parasitos salvajes difieren
significativamente de los resistentes (Barreiro, 1997). También en esos estudios se
demuestra que el contenido de ADN en los pardsitos resistentes se encuentra

significativamente aumentado (Barreiro, 1997).

Recientemente se ha descrito la induccidn de lineas resistentes a benznidazol
(Murta y col., 1998), y la importancia de este trabajo radica en que la induccidén de
resistencia se realizo in vivo en ratones infectados con 7. cruzi, mostrando la posibilidad

real de la generacion de resistencia durante el curso de la infeccion.

Por ultimo, se han descrito en 7. cruzi dos genes P-glicoproteina, fcpgpl
(Dallagiovanna y col., 1994; Barreiro, 1997) y tcpgp2 (Dallagiovanna y col, 1996).
tcpgpl se encuentra amplificado en las lineas resistentes a daunomicina (Barreiro, 1997),
mientras que de fcpgp2 no se conoce claramente su funcidon. Sin embargo su homologia

con la pgp de Leishmania pgpA lleva a pensar en la posibilidad de una funcién similar, y
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a la pregunta de si se encontrard a nivel del genoma en un contexto de genes relacionados

con mecanismos de resistencia a farmacos, como es el caso del locus H de Leishmania.

B.1. MATERIALES.

B.1.1. REACTIVOS QUIMICOS Y FARMACOS.

Los reactivos quimicos utilizados fueron de las siguientes casas comerciales;
Sigma, Panreac, Riedel de Haén, Bio-Rad, Probus, Serva, Boehringer Mannheim,
Merck, Difco y Dr. Schirck Laboratories.

Los farmacos empleados fueron: aminopterina, metotrexato, trimetoprim 'y

pirimetamina, todos de SIGMA.
B.1.2. REACTIVOS PARA BIOLOGIA MOLECULAR.

Se utilizaron enzimas de restriccién suministradas por Boehringer Mannheim,
Promega y Amersham; Fosfatasa alcalina, T4 DNA polimerasa y Taq polimerasa de
Boehringer Mannheim; T4 DNA ligasa y Taq polimerasa (Sequencing grade) de
Promega; proteinasa K, liticasa, RNAsa y DNAsa de Sigma y AMV retrotranscriptasa

de Pharmacia. Los desoxinucle6tidos utilizados fueron de Boehringer Mannheim.

Se utilizaron los siguientes kits para biologia molecular: Random Primed de
Boehringer Mannheim; Wizard Minipreps y Wizard Maxipreps de Promega; y Gene
Clean de BIO 101 1nc.

Los desoxinucledtidos marcados radioactivamente, desoxicitidina-5'-trifosfato (-

32P) (3000 Ci/mmol) fueron suministrados por Dupont.

Los filtros de nitrocelulosa y las membranas de nylon para transferencia de

acidos nucleicos fueron de Amersham.

Para la electroforesis en geles de agarosa se empled agarosa Sea-Kem de FMS.

Los bloques de ADN para electroforesis en campo pulsado (CHEF) se prepararon con
agarosa de bajo punto de fusién de Bio-Rad. Los marcadores de tamano de ADN
utilizados fueron ADN del fago lambda y ©@X174 cortados con Hindlll y Haelll,
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respectivamente, de Promega. El marcador de tamano de ARN fue el RNA ladder

también de Promega.
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B.1.3. SOLUCIONES Y TAMPONES.

B.1.3.1. Soluciones.
Solucién de aminoidcidos AAS: arginina 4,4 mg/ml, cistina 0,8 mg/ml, glutamato 2,5
mg/ml, glutamina 16,4 mg/ml, prolina 69 mg/ml, ornitina 1 mg/ml, glucosa 7 mg/ml,

fructosa 4 mg/ml, malato 6,7 mg/ml, a-cetoglutarato 3,7 mg/ml, fumarato 0,55 mg/ml,
succinato 0,6 mg/ml.

Solucion desnaturalizante: NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M.
Solucién neutralizante: NaCl 1,5 M, Tris-HCI 0,5 M pH 7,2.

Solucién Denhardt's 50x : BSA (seroalbimina bovina) 1%, Ficoll 1%, PVP
(polyvinylpyrrolidone) 1%.

Formamida: previo a su utilizacién se desionizO con resina de intercambio 10nico
AGS01-X8.

Cloroformo i1soamilico: cloroformo mas alcohol 1soamilico en proporcion 24:1.
Fenol: saturado y equilibrado con Tris 0,1 M pH 8,0 mas hidroxiquinoleina al 0,1 %.

Fenol Sevag: fenol,cloroformo y alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1.

Solucién de hibridacion: 6x SSC, 5x Denhardt's, 0,2% SDS y ADN de esperma de
salmon (desnaturalizado) 200 pg/ml.

B.1.3.2. Tampones.

Tampon de dilucidon de fagos SM: NaCl 0,1 M, Tris-HCI 50 mM pH 7,4, MgSO4 10
mM.

Tampon TBE 10x : Tris-HC1 89 mM pH 8,3, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM.

Tampoén TAE 10x : Tris-HCI1 0,4 M pH 7,2, EDTA 50 mM pH 8,0, acido acético hasta
pH 7.2.
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Tampon TE: Tris-HC1 10 mM pH 8,0, EDTA | mM.

Tampon de carga para ADN: Azul de bromofenol 0,25%, xylene cyanol 0,25%,
glycerol 30%.

Tampon SSC 20x : NaCl 3 M, citrato sédico 0,3 M, pH 7,2
Tampon glucosa: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM.

Tampén fosfato salino (PBS) : NaCl 0,14 M, KCl 2,6 mM, KHoPO4 1,2 mM,
NasHPO4 pH 7.4.

Tampon MNE 10x : MOPS 0,2 M, acetato sodico 0,05 M, EDTA 10 mM, pH 7,0.

Tampon HBS: Hepes 21 mM, NaCl 137 mM, KCl 5 mM, NaH2PO4 7 mM, glucosa 6
mM, pH 7,4

B.1.4. Medios de cultivo.

- Medio LB liquido: bactotriptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g, y agua
destilada hasta 1 litro, pH 7,5.

- Medio LB agar: medio LB liquido mas bacto agar al 1,5%.
- Medio LB top agarosa: medio LB liquido mas agarosa al 0,7%.

-Medio NZY liquido: NZ amina 10 g, NaCl 5 g, casaminoacidos 1 g, extracto de
levadura 5 g, MgS0O4-7H20 2 g y agua destilada hasta 1 litro, pH 7,5.

-Medio NZY agar: medio NZY liquido més bacto agar al 1,5 %.

-Medio NZY top agarosa: medio NZY liquido mds agarosa al 0,7%.

-MEDIO YPD: extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%.

-Medio LIT : NaCl 4 g, KC1 0.4 g, NapHPO4 -7H20 15 g, glucosa 2 g, infusién de
higado 3 g, triptosa 5 g, hemina 2%, agua hasta 1 litro pH 7,2.
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-Medio RPMI 1640 modificado: medio RPMI 1640 1x, solucién de aminodcidos AAS
I1x, solucion de vitaminas MEM 0,2x, Hepes 25mM, L-glutamina 0,3 mg/ml, Suero
Bovino Fetal 20% pH 7,2.

B.1.5. VECTORES PLASMIDICOS.

B.1.5.1. Vectores de transformacion.

Plasmido pBluescript KS II +/- (Stratagene) : Vector para subclonado y secuenciacidn
de fragmentos de ADN.

pUC 18 : Vector para subclonado y secuenciacion de fragmentos de ADN.

pGEM-T (Promega) : Vector disefiado para el subclonado y secuenciacién de

fragmentos de ADN amplificados por PCR.

pCR 2.1-TOPO (Invitrogen): Vector disefiado para el subclonado y secuenciacion de

fragmentos de ADN amplificados por PCR.
B.1.5.2. Vectores de expresion.

pQE-30 (Pharmacia) : Vector para expresion de polipéptidos como proteinas fusionadas

a 6 histidinas en el extremo amino terminal.

B.1.5.3. Vectores de transfeccion.

pTEX (Kelly y col., 1992) : Vector de transfeccién para 7. cruzi y Leishmania. El
vector contiene las secuencias de las regiones flanqueantes y la regién intergénica del
tandem formado por las dos copias del gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

(gGAPDH) de T. cruzi clonados en el vector pPBS KS. Como marcador de seleccién

lleva el gen neo que confiere resistencia a la geneticina (G418).
B.1.6. LINEAS CELULARES.
B.1.6.1. Cepas bacterianas.

Todas las cepas empleadas han sido de la especie Escherichia coli.
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P 2392: Para crecimiento del fago lambda EMBL3 (Silhary y col., 1984)
Genotipo: hsdR514 (rk-mk+), Frel4-(mrcA-), supE44, supF58.,lacY 1 or A(lacIZY)6
galT22, metB1, trpR55(P2).

XL 1-Blue (Bullock y col.,1987).
Genotipo: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, supE44, relAl, lac, [F' proAB, laclq,
ZAM15, Tnl0O(tetl)].

B.1.6.2. Levaduras.

Cepa S 13 (Martin, 1980).
Genotipo: al, trpl, his3, kil, 0. Linea haploide.

B.1.6.3. Células Vero
Cé€lulas fibroblastoides de mono verde.
B.1.6.4. Trypanosoma cruzi.

Todos los estudios descritos en este trabajo han sido realizados principalmente
con la cepa Y (Silva, 1953), y CL Brener, un clon derivado de la cepa CL (Brener y
Chiari, 1963) de T. cruzi , y en algunos casos se han utilizado las cepas Maracay

(Jimenez-Ortiz, 1984) y Tulahuen (Pizzi, 1952).

Para el analisis filogenético se han utilizado clones cedidos gentilmente por el Dr.
M. Tibayrenc (CEPM.Centre ORSTOM de Montpellier, Francia). A continuacion se

listan el nombre, origen y zimodema de los mismos:

20



Clon Pais Huésped Zimodema

PB6 Bolivia | Rhodnius pictipes |Z 6
C8 cl 1 Bolivia Triatoma infectans |Z 9

X10 cl 1 Brasil Humano Z 17
GAMBA cl1 | Brasil Didelphis azarae Z 19
P209 cl 1 Bolivia | Humano Z 19
ESM cl 3 Brasil Humano Z 30
IVV cl 4 Chile Humano Z 32
MAS1 cl 1 Brasil Humano Z 32
M6241 cl 6 | Brasil Humano Z 36
Tula cl 2 Chile Humano Z 43
CL Bre Brasil Humano ND

B.1.7. OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS.

En la siguiente tabla se muestra la secuencia de los oligonucleotidos disenados asi

como su utilizacion.

e ———
CATGCGCTTGGCGGACTC
ooagatct ATGACGAAACGTCGCA
PR-C 00228t ACCACGCCAGCAAAGC
CCCCTACTAATTCAACAGC
TGTGCCACATTGGTGTTCC
atggatccATGTCTGTTGTTGCTTCC PCR

0aaag CttCACTTCAATTATTCAATTCC

T+ANCH | CCTCTGAAGGTTCCAGAATCGATAGGAATTC(T)I7(CAG)N |T.Reversa

ANCH CCTCTGAAGGTTCCAGAATCGATAG PCR
IG1F GGTCGACATGCTCGGTGTGC PCR

IGIR AAGCTTCAGTCCGCACTCGTG PCR
ON-dT (T)17(GAC)N _ T.Reversa
ME CGCTATTATTGATACAGTTTCTG PCR

Las letras minudsculas corresponden a secuencias no presentes en el ADN genomico,
y fueron agregadas para introducir sitios de restriccion. Todos los oligonucleétidos fueron
sintetizados en el "Servicio de Sintesis de Oligonucleétidos” del Instituto de Parasitologia y

Biomedicina "Lopez-Neyra" (CSIC), Granada.




B.2. METODOS.

B.2.1. CULTIVO DE TRYPANOSOMA CRUZI.

B.2.1.1. Cultivo de epimastigotes.

Para el cultivo de las formas epimastigotas se empled el medio liquido LIT
(Castellani, 1967), suplementado con un 10% v/v de suero bovino fetal inactivado a
50°C, durante 30 minutos, y esterilizado por filtracién a través de membranas de 0,2 pum

de poro. El cultivo se realizé en frascos estériles de 25 cm? a partir de un inéculo inicial

de 4x100 células/ml, a la temperatura de 28°C y en agitacion de 70 rpm en agitador
Heidolph Unimax 2010. Con objeto de mantener los cultivos en fase logaritmica de

crecimiento se realizaban las resiembras cuando el nimero de parasitos/ml era

aproximadamente de 3 x10/ parasitos/ml. El recuento celular se realizé utilizando un

Coulter Conter.
B.2.1.2. Cultivo de tripomastigotes y amastigotes.

[a obtencion de formas tripomastigotas se realizé mediante la infeccién “in vitro”

de c€lulas Vero. Se partid de cultivos en monocapa de células Vero crecidos a 37°C en

una atmoésfera de 5% de CO2, en frascos de 75 cm2, con medio RPMI suplementado

con bicarbonato de sodio 0,22%, suero bovino fetal al 10% para crecimiento y al 5%
para mantenimiento. Todos los cultivos contenian estreptomicina 0,1 mg/ml y penicilina
100U/ml. Cuando las c€lulas alcanzan confluencia se infectan con tripomastigotas a una
densidad de 200.000 parasitos/cm® y se incuban a 37°C. A los dia 5, 6 y 7 post
infeccion, se recogieron los sobrenadantes que contenian las formas tripomastigotas
emergidas por roturas celulares. Se centrifugaron a 3000 rpm por 15 minutos, y se

incubaron a 37°C por 2 horas en un incubador de CO?, para permitir que las formas

tripomastigotas (moviles) emergieran del sedimento. Se recogieron cuidadosamente pra
no perturbar el sedimento, los sobrenadantes que contienen los tripomastigotas

purificados.

[Las formas amastigotas se obtuvieron a partir de las células Vero infectadas, pero
al cuarto dia, antes de que emergieran los tripomastigotas, los cultivos se trataron con
tripsina al 0,5% y se incubaron a 37°C controlando periédicamente el desprendimiento
de la monocapa. Cuando esta se desprende completamente se detiene la accion de la
tripsina agregando medio de cultivo y centrifugando a 3500 rpm por 15 minutos. Se
incuba luego 2 horas a 37°C para permitir que los tripomastigotes migren al medio, y el

sedimento que contiene c€lulas Vero infectadas con formas amastigotas se resuspende en
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medio fresco y se centrifuga a 10.000xg. El sedimento obtenido contiene amastigotas
(Villalta y Kierszenbaun, 1982).

B.2.2. MANIPULACION DE BACTERIAS Y BACTERIOFAGOS.

B.2.2.1. Cultivo de bacterias.

Los cultivos liquidos de bacterias se hicieron en medio LB a 37°C con agitacion.
En el caso de células transformadas con plasmidos portadores de marcadores de
resistencia a ampicilina se agregé al medio el antibidtico a una concentracion de 100
wg/ml. Las bacterias también fueron cultivadas en medio semisolido en placas de Petri
con LB agar con o sin ampicilina, segun fuera necesario. Los stocks de bacterias se

conservaron también a -80°C en medio LB suplementado con 15% de glicerol.
B.2.2.2. Preparacion de células competentes y transformacion.

Los cultivos se realizaron en medio liquido con agitaciéon a 37°C. 3 ml de
bacterias se crecieron durante 16 horas y se pasaron a 150 ml de LB, prosiguiendo el
cultivo hasta que la DO fue de 0,6 a 600 nm. Las c€lulas se centrifugaron a 4000g por
15 min a 4°C, y las células se lavaron en agua bidestilada estéril con los siguientes
voliumenes: 1 volumen. 0,5 volimenes y 0,02 volumenes, centrifugandose cada vez 15
min a 4000g y 4°C. Las bacterias se resuspendieron en 0,003 volimenes de glicerol al

10%, se alicuotearon de a 50 pl y se guardaron a -70°C.

Para electroporar se utilizé un electroporador ECM 600 y las condiciones fueron

2,5 kV, 129 ohms, lo cual generd un pulso de alrededor de 5,5 milisegundos.

B.2.2.3. Infeccion de bacterias con bacteriofagos.

Previamente a la infeccidn, células de la cepa P2392 de E.coli fueron crecidas

hasta la fase logaritmica, precipitadas y resuspendidas en 0,5 volimenes de MgSO, 10

mM. Un volumen de una dilucién de los fagos en SM se incubd con tres volimenes de
las células, anteriormente preparadas, durante 20 min. a 37°C. La dilucidon de fagos se
calcul6 de forma que se esperaba obtener 3 x 10° placas de lisis por placa de bacterias.
Seguidamente, a la mezcla se agregé 6 ml de NZ top agar a 50°C y se vertieron en placas
de Petr1 de 150 mm con NZ agar equilibradas a 37°C. Estas placas se incubaron durante

toda la noche a 37°C hasta observar las placas de lisis.
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Tras la hibridacién, los fagos positivos se purificaron por un procedimiento
similar. LLas colonias positivas se recogieron con pipetas Pasteur estériles y se
resuspendieron en 1 ml de SM. De esta solucion se preparan diluciones de manera de
plaquear unas 200 a 300 unidades formadoras de placas (ufp) por placa, someti€ndose a
un nuevo proceso de seleccién hasta que todas fueran positivas. Los clones positivos se
almacenaron en alicuotas de 1 ml de SM con unas gotas de cloroformo a 4°C, y para
tiempos prolongados a -80°C con DMSO al 7% (Sambrook y col., 1989).

B.2.2.4. Transferencia de bacteriofagos a filtros de nylon.

Para la transferencia de los fagos, se colocé sobre las placas de lisis un filtro de
nylon seco dejandose absorber durante 1 min. Una vez retirado se colocé un segundo
filtro durante 2 min para obtener una réplica del primero, considerandose positivas

aquellas placas que daban seiial en ambas réplicas.

Para su posterior hibridacion, los filtros fueron tratados durante 2 min con
solucidon desnaturalizante, luego 4 min con solucidn neutralizante, y finalmente durante 2
min en SSC 20x. El tratamiento se hizo en bandejas sobre papeles Whatman 3 MM
mojados en las soluciones anteriores, manteniéndo los fagos en la parte superior de los
filtros. Para fijar el ADN a los filtros, estos se secaron a temperatura ambiente y se

fijaron con luz UV (360 nm) durante 5 min (Sambrook y col., 1989).
B.2.2.5. Preparacion de bacteriofagos a gran escala.

Para obtener el lisado de bacterias se incub6é una mezcla de 100 pul de células
P2392 en fase estacionaria con 100 pl del stock de fagos en SM y 100 pl de una
solucion 1:1 de MgCl,/ CaCl, 10 mM durante 20 minutos a 37°C. Esta mezcla se

transfirid0 a un matraz con 50 ml de medio NZ, incubandose a 37°C con agitacién
durante 6 a 8 horas hasta observar lisis celular. A este lisado se agregé 500 ul de
cloroformo para completar la lisis y posteriormente se centrifuga durante 10 minutos a
10.000 rpm (rotor Sorvall SS-34) para eliminar restos celulares. El sobrenadante se
almacend a 4°C con unas gotas de cloroformo; este sobrenadante suele tener un alto

titulo de fagos siendo conveniente guardar una alicuota como stock (Sambrook y col.,
1989).
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B.2.3. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS.
B.2.3.1. Aislamiento de ADN genémico de parasitos.

Para la extraccién de ADN gendmico total de 7. cruzi se siguid el procedimiento
descrito por Coderre y col. (1983). Los parésitos se crecieron hasta la fase estacionaria,
se centrifugaron y el precipitado de parasitos se lavo dos veces con solucion salina de
PBS. Las células se resuspendieron en tampén A (0,2 M Tris-HCI1 pH 8, 0,1 M EDTA)
y se lisaron con 0,5% SDS y 100 pug/ml de proteinasa K incubandose 4 horas a 37°C o
bien toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizo una extraccion con
NaCl 0,1M y fenol-cloroformo/cloroformo isoamilico. EI ADN contenido en la fase
acuosa se precipité con dos volimenes de etanol absoluto lavandose con un volumen de
etanol 70%. El precipitado se resuspendidé en tampéon TE y se traté con ARNasa (10
ug/ml) 1 hora a 37 °C (o a temperatura ambiente toda la noche). Finalmente, se realizo
una nueva extraccion fendlica y una nueva precipitacion con etanol, resuspendiéndose en

agua bidestilada estéril.

B.2.3.2. Aislamiento de ADN de fagos.

[La extraccion de ADN se realiz6 a partir de los lisados obtenidos en el
procedimiento anteriormente descrito. Los 50 ml de lisado se incubaron durante una
hora a 37°C con ADNasa (1ug/ml) y ARNasa (Spug/ml), se agregdé entonces 3,5 g de
NaCl 8 g de PEG 6000, agitindose durante una hora suavemente hasta la total
disolucion. Se dejé precipitar toda la noche a 4°C. La mezcla se centrifugé 30 min. a
3000 rpm (rotor SS-34), se dejo secar el pellet y se resuspendio en 1 ml de SM. Los
fagos se lisaron entonces ajustiandose la solucién a 10 mM de EDTA pHS8, 0.2% SDS y
100 pg/ml de proteinasa K e incubdndose 1 hora a 37°C. A continuacién se realizd una
extraccion con fenol-cloroformo/cloroformo y se precipité con 0,1 volimenes de acetato
sodico 3 M pH 5,2 y 2,5 vols. de etanol. Finalmente, el precipitado se lavé con etanol

70% vy se resuspendiO en agua bidestilada estéril (Sambrook y col., 1989).
B.2.3.3. Aislamiento de ADN plasmidico.
B.2.3.3.1. Miniprep alcalina.

Cultivos en fase estacionaria se resuspendieron en tampon glucosa y se lisan con
una solucidon 0.2 N NaOH, 1% SDS. La solucidon se neutraliza con acetato sédico 3 M

pH 5,2 y se centrifuga 10 min. a 14.000 rpm. El sobrenadante se precipita con 0,1
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volumenes de acetato sédico 3 M pH 5,2 y 2 volimenes de etanol absoluto, lavandose

posteriormente con etanol 70%, resuspendiéndose en agua o tampon TE.
B.2.3.3.2. Wizard miniprep (Promega).

El procedimiento consiste también en una lisis alcalina que es precipitada con una
solucion de acetato de potasio. Una vez centrifugado, el sobrenadante es retenido en una
resina, lavado y eluido con agua destilada . Se siguid el protocolo recomendado por la

casa comercial.
B.2.3.3.3. Wizard maxiprep (Promega).

El procedimiento es semejante a la miniprep sOlo que se parte de 500 ml de

cultivo bacteriano. Tambié€n en este caso se siguiod el protocolo de la casa comercial.

B.2.3.4. Aislamiento de ARN total.

Se siguio el procedimiento descrito por Chomczynski y col. (1987) con algunas
modificaciones. El ARN se extrajo a partir de cultivos en fase logaritmica que fueron
centrifugados durante 15 min. a 3.000 rpm (rotor SS-34), en el caso de las formas
tripomastigotas se mantuvieron previamente en hielo y se centrifugaron a 10.000 rpm

durante 15 min.

Los parasitos se resuspendieron en una solucion desnaturalizante de tiocianato de
guanidina 4 M, citrato de Na 25 mM pH 7,5, mercaptoetanol 0,1 M y lauril sarcosina
0,5%. Posteriormente se agreg6é 0,1 vols de acetato sédico 2 M pH 4 y se realizé una
extraccion fenolica con 1 vol de fenol saturado en agua tratada con DEPC y 0,2 vols de
cloroformo incubandose durante 15 min. en hielo. El sobrenadante se precipité con un
volumen de 1sopropanol durante 30 min. a -20°C y se resuspendid en 1,2 ml de solucién
desnaturalizante precipitdndose por segunda vez con un volumen de isopropanol. El
ARN precipitado se lavo con etanol al 70% y se resuspendid en agua bidestilada tratada
con DEPC en un bano a 65°C.

Debido a que el ARN se degrada facilmente es conveniente que todas las

soluciones sean tratadas previamente con DEPC y se trabaje a 4°C o en hielo.
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B.2.3.5. Purificacion de ARN poliadenilado.

La fraccién poliadenilada del ARN se obtuvo mediante cromatografia en
columnas de oligo(dT)- celulosa (Aviv y Leder, 1972). Como columnas se utilizaron
jeringas de 2 ml lavadas previamente con 10 ml de NaOH 5 N y agua tratada con DEPC.
Se agregd a la columna 0,2 g de oligo(dT)-celulosa (Boehringer Mannheim) hidratada en
1 ml de NaOH 0,1 N. La columna se equilibré en tampon de carga (LiCl 0,5 M, Tris-
HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, SDS 0,1%) hasta que el pH de salida fuera cercano a
7,5. El ARN total se incubé 10 min. a 70°C y se le agregé LiCl a una concentracién final
de 0,5 M, pasandose posteriormente varias veces por la columna. La columna se lavé
con tampon de lavado (LiCl 0,15 M, Tris-HC1 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, SDS
0,1%) y finalmente se eluy6 el RNA con una solucion de EDTA 2 mM pH 8, 0,1%
SDS. Ambas fracciones se precipitaron con 0,1 vol de acetato sédico 3 M pH 5,2 y 2,5

vol de etanol absoluto, resuspendiéndose en agua tratada con DEPC a 65°C.

B.2.3.6. Cuantificacion de acidos nucleicos.

Tanto la concentracion del ADN como del ARN puede medirse espectro-

fotométricamente 260 nm.

Para el ADN una unidad de densidad Optica a 260 nm (DO2¢(0) corresponde a 50
ig/ml. Para el ARN una unidad de DO?2g( corresponde a 40 pg/ml. Se considera que

para una preparacion buena de acidos nucleicos el cociente 260/280 debe ser superior a
1,8 (Sambrook y col., 1989).

B.2.4. TRATAMIENTO ENZIMATICO DE ACIDOS NUCLEICOS.
B.2.4.1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion.

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se hicieron siguiendo las
instrucciones de las casas comerciales proveedoras. Se realizaron en un volumen final de
30 ul con 1-10 unidades de enzima por microgramo de ADN e incubandose dos horas a

la temperatura recomendada.
B.2.4.2. Reaccion de ligamiento.

Las reacciones de ligamiento de fragmentos de ADN se realizaron con la enzima
T4 DNA ligasa (1U/g de ADN), procedente del bacteriofago T4. Esta enzima cataliza la
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formacion de enlaces fosfodiéster entre los extremos 5' y 3' del ADN, pudiendo unir
tanto extremos cohesivos como romos. El volumen final fue de 20 ul en el tampodn
suministrado por la casa comercial, utilizando relaciones molares inserto:vector de 5:1.
De forma general, la reaccion se realizé durante 16 horas a 16°C, aunque en otros casos

se realizo la incubacion a 25°C durante 4 horas.
B.2.4.3. Tratamiento con fosfatasa alcalina.

Esta enzima hidroliza el grupo fosfato del extremo 5' del ADN. La ligasa necesita
de este grupo fosfato para la reaccion de ligamiento por lo que el tratamiento de los
vectores de clonado con esta enzima disminuye la posibilidad de religamiento de los
vectores. La reaccion se realizd agregando | unidad de enzima a las digestiones con
endonucleasas e incubando 30 min a 37°C. Es importante finalizada la reaccién inactivar

o extraer la enzima para evitar interferencias con la reaccion de ligamiento.
B.2.4.4. Marcado radiactivo del ADN.

Se utilizé el procedimiento de "Random Primed" (Feinberg, 1983) para marcar
sondas de ADN con (a32P)dCTP (Amersham Corp). Esta técnica se basa en la

utilizacion de una mezcla de hexanucle6tidos que actuan como cebadores para la sintesis

de ADN por la enzima Klenow.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 pl con una concentracion
de ADN de 20 a 50 ng, 50 uCi de (032P)dCTP y 2U de polimerasa Klenow, siguiendo

el protocolo de la casa comercial (Boehringer Mannheim). LLas sondas marcadas se
purificaron mediante cromatografia en columnas de 1 ml de Sephadex G-50
(Pharmacia). El ADN marcado fue resuspendido en un volumen final de 100 ul y se
empled 1 pl para medir el nimero de cuentas por minuto (cpm) en un contador de

centelleo.
B.2.4.5. Reaccion de la transcriptasa inversa.

La retrotranscriptasa es una ADN polimerasa de origen viral que utiliza como
molde una hebra de ARN y por lo tanto se aplica para sintetizar ADN complementario a

partir de ARN. En nuestro caso usamos 17U de la AMV retrotranscriptasa ("Avian

Mieloblastosis Virus") en una reaccién conteniendo 1 pg de ARN poliA+, 100 pmol de
cebador antisentido una mezcla de deoxinucleétidos (400 uM de cada uno), incubdandose

durante una hora a 42°C. Se realiz6 una desnaturalizacion alcalina del ARN que se
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encontrara formando hibridos con el ADN sintetizado y finalmente la reaccion se

precipité con 0,1 vol de acetato sédico 3 M pH 6,75 y dos volimenes de etanol.
B.2.4.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

[La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar por una
polimerasa termoestable, en este caso la Taq polimerasa de Thermus aquaticus, un
determinado ADN molde a través de repetidos ciclos de desnaturalizacion térmica,
apareamiento de oligonucleétidos y sintesis de ADN.Estos ciclos dan lugar a una
amplificacion exponencial de la molécula de ADN (Arnhein y Ehrlich, 1992).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 ul conteniendo una
mezcla de 25 pmol de cada cebador, 0,1 vol. de tampon de PCR (Boheringer
Mannheim), 400 uM de cada deoxinucleé6tido, 10-100 ng de ADN molde y 1 a 5 U de
Taq polimerasa. Las condiciones del PCR y el namero de ciclos de amplificacion se

ajustaron para cada experimento.

B.2.4.7. Secuenciacion del ADN.

La secuenciacion de ADN se realizd por el método de terminacion de cadena por
dideoxinucledtidos descrito por Sanger y col. (1977). El método se basa en la parada de
la sintesis de ADN por una polimerasa mediante la incorporacion de un
dideoxinucledtido, que frena la elongacion de la cadena a partir de un cebador, por no

tener un extremo 3’-OH al cual afiadir el siguiente nucleétido trifosfato.

La secuenciacion se realizé con un secuenciador automatico 373 Automated DNA
(Applied Biosystems) utilizando el kit AmpliTagDyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing (Perkin Elmer) y utilizando una optimizacidon llevada a cabo en nuestro
Instituto (Lario y col., 1977). Los cebadores utilizados fueron los universales T3, T7 y

SP6, asi como oligonucledtidos sintéticos especificos.

B.2.5. ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE ACIDOS
NUCLEICOS.

B.2.5.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Mediante esta técnica los fragmentos de ADN pueden ser separados segun su
tamafio y posteriormente ser transferidos a filtros o bien purificados a partir del gel. Se

utilizaron geles de agarosa de porcentaje entre 0,8 y 1,5%, segun los tamafios a separar,
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preparados en tampon TAE y realizandose la separacion a 5 voltios/cm. Las muestras se
cargaron en los geles con tampoén de carga 1x concentracion final.
El ADN se visualizé tiniendo los geles con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio

(BET) y observandolos bajo luz ultravioleta.
B.2.5.2. Electroforesis en campo pulsado.

Esta técnica permite la separacion de los cromosomas del parasito en un gel de
agarosa mediante la aplicaciéon de campos eléctricos de direccion variable. Una de las
variantes utilizadas es la denominada "Clamped Homogeneus Electric Field (CHEF)
electrophoresis” (Chu y col., 1986), donde se emplea un circuito con los electrodos
distribuidos hexagonalmente que producen patrones rectos de bandas, con lo que se
facilita la hibridacidon y analisis densitométrico.

La preparaciéon de los bloques de agarosa se realizd siguiendo el método de

Garvey y col. (1986). Cada bloque debe contener aproximadamente 8x107 células (24
ilLg de ADN). Para su obtencion se partio de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento, los parasitos se centrifugaron a 2000xg a 4°C durante 15 min, y se lavaron
3 veces con PBS. A continuacion los parasitos se resuspendieron en 0,3 ml de PBS y se
mezclaron con i1gual volumen de agarosa de bajo punto de fusion (Preparative Grade,
BIORAD) al 1,2% en PBS. La mezcla se depositdé en moldes y se dejo solidificar a 4°C.
Los bloques ya solidificados se depositaron en el tampdn de digestion (EDTA 0,5 M pH
9, N-lauril sarcosina sddica 1% y 1% de proteinasa K) y se incubaron durante 48 horas

a 50°C. Finalmente, se lavaron 3 veces con EDTA 0,2 M pH 8 (cada lavado de 2 a 3

horas) y se almacenaron en esta solucién a 4°C hasta su utilizacion.

Como marcadores de tamano se emplearon los cromosomas de Saccharomyces
cerevisiae cepa S-13 cedida por el Dr. L. M. Ruiz Pérez. Para su preparacion se sigui6

el método descrito por Carle y col. (1985). Las células se crecieron a 28°C en 10 ml de

medio YPD hasta alcanzar la fase estacionaria. Un volumen conteniendo 4x1010 células
se lavo dos veces con EDTA 0,05 M pH 7,5 resuspendiéndose en 1 ml de esta solucion.
Las c€lulas se trataron con la enzima zymolasa durante 20 min. a 37°C y se agregd un
volumen 1gual de agarosa de bajo punto de fusién para preparar los bloques. Los
bloques se incubaron en tampén LET (EDTA 0,5 M Tris 0,01 M pH 7,5 y 2-
mercaptoetanol 7,5%) a 37°C toda la noche. Finalmente, los bloques se incubaron toda
la noche a 50°C en tamp6n NDS (Tris 0,01 M pH 7,5, EDTA 0,5 M vy lauril sarcosina

1%), almacenandose a 4°C en este tampon.
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LLas muestras de ADN cromosomico se separaron en geles de agarosa al 1% en
tampon TBE 0,5x, mantenido a 12°C. Los bloques de agarosa con las muestras se
colocaron en los pocillos del gel y se sellaron con agarosa al 1%. La separacion
cromosomica se realizé a 90 voltios con pulsos de 250, 500, 750 y 1000 segundos
durante 24 horas cada uno. Se ultiliz6 un aparato Pulsaphor Plus System (Pharmacia,

LKB, modelo 2015). Los geles se tifiieron con una solucién de BET 0,5 pg/ml para su

visualizacion.
Finalmente, los geles se transfirieron a membranas de nylon Hybond-N para su

posterior hibridacidn con las sondas radioactivas.
B.2.5.3. Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes.

La separacién por tamafios del ARN se realizo mediante electroforesis horizontal
en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes. Las muestras se prepararon en una
solucion 2 M de formaldehido, 50% formamida y MNE 1x calentandose 15 min. a 65°C
(para desnaturalizarlos y evitar la formacion de estructuras secundarias), para cargarlos
en el gel se anadid tampo6n de cargay 1 il de BET. Los geles fueron de agarosa al 1%,
2,2 M formaldehido (agente desnaturalizante) y MNE 1x, desarrollandose la

electroforesis en tampén MNE 1x, a un voltaje entre 50 y 100 voltios. El marcador de

tamano fue el RNA ladder de Promega.

B.2.5.4. Aislamiento del ADN de geles de agarosa: "GENE CLEAN®"

Los fragmentos de ADN se aislaron utilizando el kit comercial "Gene Clean®"

(BIO 101 Inc) siguiendo el protocolo de la casa comercial. En este procedimiento, el gel

se disuelve en una solucién de Nal a 45-55°C y el ADN se retiene en una resina de silice

("Glass Milk®"). La resina que contiene el ADN se lava con una solucion de etanol para

eliminar impurezas y se eluye el ADN con agua incubando a 45-55°C durante dos

minutos.

B.2.5.5. Transferencia de ADN a membranas de nylon: ""Southern blot".

La transferencia de ADN separado mediante electroforesis en geles de agarosa a

membranas de nylon Hybond-N® (Amersham) se realizé segun la técnica descrita por
Southern (1975). Los geles a transferir son tratados 10 min con HCI 0,25 M a fin de
depurinizar el ADN y facilitar su hidrolisis, posteriormente son tratados con solucion
desnaturalizante durante 30 min, y con solucidon neutralizante durante el mismo tiempo.

La transferencia se realizé durante toda la noche por capilaridad en tampon SSC 20x.
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Finalizada la transferencia, se lavaron los filtros en 2x SSC y una vez secos se fijaron

con luz ultravioleta (360 nm) durante 5 min.
B.2.5.6. Transferencia de ARN a membranas de nylon: ""Northern blot".

En el caso de la transferencia de ARN, los geles de agarosa-formaldehido se
desnaturalizaron durante 15 min en NaOH 50 mM y se renaturalizaron durante 30 min.
en Tris-HCI 0,1 M pH 7.,5. La transferencia por capilaridad a las membranas y el fijado

del ARN a las mismas se realiz6 igual que en la técnica de Southern blot.
B.2.5.7. Hibridacion de acidos nucleicos con sondas radiactivas.

LLas membranas de nylon y los filtros de nitrocelulosa se prehibridaron durante 1

hora a 65°C con un volumen de solucién de hibridacién (Materiales) de 0,2 ml por cm?

de membrana. Posteriormente, se hibridaron toda la noche en un volumen de solucidn
de hibridaciéon de 0,05 ml por cm? en presencia de la sonda marcada radiactivamente,

previamente desnaturalizada. La cantidad de sonda empleada fue de 10 cpm por cada ml
de soluci6n de hibridacidn. Los lavados, cada uno de 15 min, se realizaron a 68°C en las
siguientes condiciones: 2 lavados con 2xSSC/0,1% SDS; 2 lavados con 1xSSC/0,1%
SDS; 2 lavados con 0,1xSSC/0,1% SDS. Finalizado el proceso, se expusieron a una
pelicula autorradiografica (Agfa Curix) a -80°C utilizando pantallas amplificadoras. Los

filtros se deshibridaron siguiendo los protocolos recomendados por la casa comercial.

B.2.6. TRANSFECCION DE PARASITOS Y ENSAYOS CON
FARMACOS.

B.2.6.1. Transfeccion de 7. cruzi.

La transfeccion de formas epimastigotas de 7. cruzi con el vector pTEX (Kelly,

1992) se realizo lavando 4 veces los pardsitos con HBS estéril y resuspendiéndolos en

HBS a 5x107 parasitos/ml. 400 pl de esta suspensién se mezclaron con S0 pl de ADN
plasmidico a 2 pg/ml. La transfeccién se hizo en el sistema ECM 600® de BTX

utilizando como condiciones 450 voltios, 1300 uF y 13 ohms. Tras la electroporacion,
los parasitos se incubaron durante 10 min en hielo y se transfiereron a 10 ml de medio
LIT, incubandose 24 horas a 28°C tras lo cual se agregé G418 a una concentracion de
150 pg/ml. A los tres dias se realizé una dilucion 1:3 del cultivo, adicionandose nueva
G418 a la misma concentracion. En esta dilucién, los parasitos se mantuvieron durante 3

dias tras lo cual se realizO0 una nueva dilucién 1:10, adicioniandose G418 a una
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concentracion de 500 pg/ml. Los pardsitos resistentes se observaron a los 15-20 dias de

la ultima dilucion.

B.2.6.2. Determinacion de la dosis inhibitoria 50 (DI5g).

La dosis inhibitoria 50 se define como la concentracion de farmaco que inhibe en
un 50% el crecimiento del pardsito. El porcentaje de inhibicion del crecimiento (%I) se
calcul6 segun la férmula %I= 100x (Nc-Np)/Nc. Siendo Nc, el nimero de parasitos/ml
en el cultivo control y Np el niimero de pardsitos/ml en presencia del farmaco.

Para determinar la DI5() se partié de cultivos de parasitos en fase logaritmica. Un

preinéculo de 10 cels/ml se cultivé en tubos estériles con 2 ml de medio de cultivo en
presencia de diferentes concentraciones del farmaco. Los cultivos se hicieron por
duplicado para cada concentracidn utilizada. Los parasitos se incubaron durante 96 horas

a 28°C y se contaron en un Coulter Conter.

B.2.7. TECNICAS DE ANALISIS PROTEICO Y ENZIMATICO.
B.2.7.1. Electroforesis de proteinas: SDS-PAGE.

La separacidn de proteinas de acuerdo a su tamafio se realizé mediante la técnica
de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS segun el mé€todo de
Laemmli (1970). El método se basa en la carga negativa que adquieren las proteinas al
unirse al detergente SDS, la unién al SDS estd en relacion directa al peso molecular de
las proteina. La separacion electroforética se realizé en geles discontinuos compuestos
por un gel superior de composicién constante y un gel inferior con un porcentaje de

acrilamida/bis-acrilamida dependiente del tamano de las proteinas a separar.

La composicion del gel superior (“stacking”) fue de Tris-HCI 125 mM pH 6,8,
SDS 0,1%, persulfato aménico 0,04%, TEMED 0,1% acrilamida 4,5% y bisacrilamida
0,1%. La composicion del gel inferior o separador fue de Tris-HCI 375 mM pH 8,3,
SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,04% y TEMED 0,05%, los porcentajes de

acrilamida-bisacrilamida utilizados fueron 10% y 14%.

Las muestras de proteinas se prepararon con un volumen de tampon de muestra
2x (Tris-HCI1 0,135 M pH 6,8, SDS 6%, glicerol 20% y 2-mercaptoetanol 10%) y se
incubaron a 100°C por 5 min antes de cargarlas en el gel. La electroforesis se realizo en
tampon de electroforesis (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1%). Se utilizd6 una
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cubeta Mighty Small SE250 (Hoefer Sci. Inst.), realizdindose la electroforesis a un
amperaje de entre 20-25 mA.

Como marcadores de peso molecular se utilizaron los marcadores de bajo peso
molecular de Bio Rad. Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifiileron con una
solucion de Azul Coomassie (Azul Coomassie 0,2%, Metanol 40% y Acido acético
10%) durante al menos 30 min. Posteriormente se destifileron en una solucion de Acido

acético 10% y Metanol 25% hasta visualizar las proteinas teniidas por el colorante.
B.2.7.2. Cuantificacion de proteinas.

La concentracion de proteinas se determind utilizando el método colorimétrico de
Bradford (1976). Este método consiste en la cuantificacion de la unién del colorante
Coomassie brilliant blue a las proteinas de la muestra. Esta unién del colorante puede
medirse a una longitud de onda de 590 nm. Para obtener los valores se realizé

previamente una curva patron con los valores de DOsgp obtenidos a partir de

concentraciones crecientes de albumina de suero bovino.
B.2.7.3. Obtencion de proteinas totales de parasitos.

La preparacion de proteinas se realizo a partir de cultivos en fase exponencial de

I. cruzi. Los parasitos se centrifugaron 15 min a 1500g. El precipitado se lavd tres

veces con PBS frio estéril y se resuspendieron a una concentracion de 5x10°3
parasitos/ml en tampoén de lisis (10 mM fosfato de sodio, pH 7, 1% SDS, 1% 8-

mercaptoetanol, 6M urea). La muestra se alicuotd y almacendé a -80°C hasta su

utilizacion.
B.2.7.4. Obtencion de proteinas recombinantes de bacterias
transformadas.

Se partido de una colonia aislada de bacterias, esta se incubé en 20 ml de LB
ampicilina incubada toda la noche a 37°C con agitacion. Este cultivo se transfirié a un
litro de LB sin ampicilina incubandose a 37°C con agitaciéon hasta una D.Ogog de 0,6,
momento en que se indujo la expresion de la proteina de fusiéon anadiendo al cultivo
[PTG a una concentracion final de 500 UM incubandose durante 3 horas a 37°C. El
cultivo se centrifugd durante 10 min. a 3000xg resuspendiéndose en 50 ml de PBS, y se
le agrego lisozima a una concentracion final de 0,5 mg/ml. Las células se incubaron 10
min a temperatura ambiente y se lisaron con 5 pulsos de sonicacion de 30 s cada uno,

alternados con 30 s de incubacién en hielo. El material insoluble y las células intactas se
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eliminaron centrifugando las muestras 10 min. a 10000xg. Los sobrenadantes se

filtraron a través de filtros de 0,2 um para eliminar posibles restos de material insoluble

y se procedio a la purificacién por afinidad.

B.2.7.5. Purificacion de proteinas recombinantes en soportes de Ni-NTA

agarosa.

Las proteinas recombinantes con su extremo de 6 histidinas se purificaron por

cromatografia de afinidad utilizando como soporte s6lido Ni2*- 4cido nitrilotetra-acético
(Ni-NTA) de QIAGEN. La resina equilibrada con tampon de union (fosfato de sodio 50
mM, NaCl 100mM) a pH 8 se incubdé con el sobrenadante filtrado en tubo de
polipropileno de 15 ml durante 1 hora a 4°C con agitacion suave. Posteriormente se
sometio la resina a lavados sucesivos de 15 minutos con tampon de unién a pH 8,6y 5.
La elucion se realizé con imidazol 0,3 M o tampoOn de union pH 4 segun los casos (ver

resultados).
B.2.7.6. Ensayos de actividad enzimatica.

Los ensayos de actividad enzimdtica se realizaron a 30°C mudiendo
espectrofotométricamente la disminucién de absorbancia a 340 nm debida a la oxidacion
del NADPH. El NADPH tiene un maximo de absorbancia a 340 nm sOlamente en su
forma reducida, con un coeficiente de extincion molar de 6,22 M. Para los estudios de
actividad especifica la reaccion se realizé 0,1 mM de coenzima y 0,1 mM de sustrato.
Los sustratos utilizados fueron L-biopterina, acido folico, acido dihidrofdlico, 7,3-

dihidro-L-biopterina, L-sepiapterin y D-neopterina. Las coenzimas estudiadas fueron

NADPH, NADH y NADP+*. Una unidad de actividad enzimatica (U) es la cantidad de

enzima requerida para producir 1 pmol de producto en 1 min a 30°C.

B.2.8. TECNICAS INMUNOLOGICAS.

B.2.8.1. Obtencion de anticuerpos de conejo.

Para la obtencion de anticuerpos contra las proteinas recombinantes se utilizaron
conejos de la cepa New Zealand White. Previamente a su inmunizacién, se tomo una
muestra de suero preimune para su utilizacién como control en los ensayos posteriores.
Se realizaron tres inmunizaciones por via subcutdnea con 150 pg de proteina, de acuerdo
al siguiente protocolo. La primera inmunizacién se realiz6 con 150 pg de proteina en
500 ul de PBS con un volumen igual de Adyuvante Completo de Freund (Sigma),
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mezclandose hasta lograr una emulsién homogénea. La emulsién se inyectd por via
subcutanea en tres sitios diferentes. Dos semanas después se realizd la segunda
inmunizacion con igual cantidad de proteina pero esta vez con un volumen de Adyuvante
Incompleto de Freund (Sigma), siguiéndose el mismo procedimiento que en la primera.

Transcurridas otras dos semanas se realizé la tercera inmunizacion de igual manera que

la segunda.

Finalmente, a los 10 dias de la ultima inoculacion se extrajo 1 ml de sangre del
conejo mudiéndose los titulos de anticuerpo mediante la técnica de ELISA.
Posteriormente, se realizé la sangria final mediante la extraccion, durante tres dias

seguidos, de 50 ml/dia de sangre de la vena marginal de la oreja.

Los sueros se prepararon incubando las muestras de sangre durante cuatro horas
a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron 1 hora en hielo para permitir la
contraccion del coagulo y se centrifugaron durante 15 min a 2500g. El sobrenadante

alicuotado se almacend la mitad a 4°C con 0,02% de azida de sodio y la otra mitad a -
80°C.

B.2.8.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

LLos ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc). Cada

pocillo se tapizo con 1 g de proteina en un volumen de 200 pl de NaHCO3 100 mM

pH 9,5 incubandose 5 horas a 37°C. Posteriormente, las placas se lavaron tres veces con
PBS/1% Tween20 (PBS-T) y se bloquearon con 200 pl por pocillo de una solucién de
PBS-T mas 5 pg/ml de BSA, incubandose durante toda la noche a 4°C. Finalmente, las

placas se secaron guardandose a -20°C hasta su utilizacion.

Previo al ensayo, las placas se lavaron tres veces con 200 ul PBS-T vy
posteriormente se agregaron 200 ul de las diferentes diluciones del suero en PBS-T
incubandose una hora a 37°C. Los pocillos se lavaron nuevamente con PBS-T y se
agregaron 100 pl del anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa
alcalina (Sigma) en una dilucién 1: 5.000 incubdndose una hora a 37°C. Las placas se
lavaron nuevamente y se revelaron con 200 pl de para-nitrofenil fosfato (1 mg/ml) en

una solucion de dietanolamina 20 mM pH 9,5 y MgCl, 10 mM. La reaccidon se detuvo
anadiendo 50 pl por pocillo de EDTA 0,5 M pH 8, midiéndose la D.O4gs5 en un lector de

placas Titertek. Todas las medidas se realizaron por duplicado.
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B.2.8.3. Transferencia de proteinas a membranas de PVDF y Western
blot.

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de acrilamida se transfirieron

a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Una vez finalizada la electroforesis,
los geles se lavaron en HpO bidestilada y se sumergieron en el tampén de transferencia

(Tris-Cl 25 mM, glicina 0,15 M, metanol 20%, pH 8,1-8,4) durante 30 min. Las
membranas de PVDF del tamafo del gel se prepararon humedeciéndolas en metanol

absoluto durante 30 seg.; posteriormente se lavaron en H7O bidestilada y finalmente se

sumergieron en tampoén de transferencia 5 min. El “sandwich” de transferencia se monté
con el gel, la membrana y el papel Whatman humedecidos en tampon de transferencia.
La transferencia se realizé en un aparato Semi-Phor TE70 (Hoeter Sci. Inst.) durante 1
hora a un voltaje maximo de 25 V y un amperaje maximo de 100 mA. Finalizada la
transferencia, las membranas se tifiieron con 0,5% Rojo Ponceau/1% acido acético para

visualizar las proteinas y determinar la eficiencia de la transferencia, destifiil€ndose con
H-»O bidestilada.

[Las membranas de PVDF se bloquearon incubandolas toda la noche a T.a. con
una solucién de leche desnatada al 5% y 0,02% azida de sodio. Una vez bloqueadas se
lavaron tres veces con PBS-0,1% Tween20 (PBS-0,1T) con agitacion. A continuacion
se incubaron durante dos horas a T.a. con la dilucion elegida del anticuerpo en PBS-
0,1T con agitacién suave. La membrana se lavéo nuevamente tres veces con PBS-0,1T
tras lo cual se incubd durante una hora a T.a. con el anticuerpo anticonejo conjugado a
fosfatasa alcalina a una dilucidon 1: 5.000 en PBS-0,1T. Finalmente, tras un nuevo ciclo
de lavados las membranas se revelaron con 5 ml de una solucion de NBT-BCIP
(Boehringer Mannheim) en tampén fosfatasa (Tris-HCI 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1 M,
MgCly 5 mM). La reaccién de revelado se detuvo con tampon de parada (Tris-HCl 2 M

pH 7,5, NaCl 4 M, EDTA 20 mM).
B.2.8.4. Inmunofluorescencia indirecta.

Los epimastigotes en fase exponencial fueron lavados 4 veces con PBS a 4°Cy

resuspendidos en PBS a una concentracién de 2x100 parésitos/ml. Se utilizaron
portaobjetos con 10 circulos de 6 mm de diametro (bioMerieux) y se depositaron 20 pl
de la suspension de parasitos por circulo, dejandose secar completamente a T.a. y
almacendndose a -20° hasta su utilizacion. Para su fijacion, los portaobjetos con

parasitos fueron incubados 5 min con etanol absoluto a -20°C y 8 min con acetona a -
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20°C. Cuando se quiso impermeabilizar la membrana plasmatica los portaobjetos se

incubaron con 2,5% formaldehido.

Para la inmunofluorescencia los sueros preinmune € inmune fueron diluidos en
tampén IFI (PBS/0,1% albumina sérica bovina) e incubados 1 h a 37°C en camara
himeda. Se lavaron los portaobjetos 3 veces en tampon IFI y se incubaron con un
anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a fluoresceina de SIGMA, diluido 1/200 en
tampon IF1/0.01% azul de Evans 1 h a 37°C en camara humeda. Los portaobjetos se
lavaron 3 veces en tampOn IFI y se observaron las muestras en microscopio de

fluorescencia.
B.2.8.5. Inmunomicroscopia electronica.

Los estudios de inmunolocalizacion por microscopia electronica fueron
realizados por el Dr. J.C.Engel en el Depto. de Patologia de la Universidad de California
(San Francisco, USA), utilizando los anticuerpos generados en el apartado B.2.8.1. Los
epimastigotes se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con 2% paraformaldehido/0,05%
glutaraldehido en tampon fosfato 0,1 M pH 7,4 por 4 horas. LLos epimastigotes fueron
entonces crioprotegidos, congelados y seccionados, incubandose posteriormente con el
anticuerpo especifico. El segundo anticuerpo antilgG de conejo conjugado a oro coloidal
se usd para la inmunodeteccidn, y el suero preinmune de conejo fue usado como

control.

B.2.9. ANALISIS INFORMATICO.

Para los analisis de similitud de secuencia en los bancos GenBanK y EMBL se
utilizé el programa BLAST (Altschul y col., 1990). Para los alineamientos de secuencias
se utilizaron los programas desarrollados por la Universidad de Wisconsin GCG
(Devereux y col., 1984).

La construccion de los arboles filogenéticos fueron realizadas por el Dr. F.
Alvarez de la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay). En primer lugar se
alinearon las secuencias con el programa CLUSTAL (Higgins y Sharp, 1989), y los
arboles se construyeron utilizando los programas MEGA (Kumar y col., 1993) y PAUP
3.0 (Swofford, 1990).

Los analisis de familias y motivos proteinas se realizaron con el programa

Expassy Scan Prosite (Appel y col., 1994).
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C. RESULTADOS.

Con el objetivo de investigar la presencia de otros genes en €l locus de tcpgp2 se
secuenciaron las regiones 5'y 3' flanqueantes de dicho gen. La secuenciacion se realizo
mediante el subclonado de fragmentos de restriccion obtenidos a partir del clon gendomico

aislado por Dallagiovanna (1996) denominado clon 1A (Dallagiovanna, 1997).

C.1. ESTUDIO DE 1A PTERIDIN-REDUCTASA DE TRYPANOSOMA
CRUZI.

C.1.1. Secuenciacion del gen de la pteridin-reductasa (ptr 1).

La secuenciacién de la region 3' de tcpgp2 mostro la presencia de un marco abierto
de lectura ubicado a 1141 nucledétidos del coddén de terminacion de fcpgp2, de 828
nucleétidos y que codifica para un polipéptido de 276 aminoacidos (figura 1) con un peso
molecular deducido de 30 kDa. El estudio de homologias de secuencias con este gen se
realizd por busqueda en los bancos de datos GenBank y SwissProt, utilizando los
programas BLAST-P y BLAST-X (Altschul, 1990).Este analisis demostré que la
secuencia polipeptidica deducida, a la que denominamos PTRI1, presenta una alta
homologia con la enzima pteridin reductasa de Leishmania. Esta enzima ha sido descrita
en L. major y L. tarentolae en relacion con la resistencia a antifolatos, y pertenece a la
familia de las deshidrogenasas de cadena corta/aldocetoreductasas. El alineamiento de la
PTR1 de 7. cruzi con las de Leishmanial muestra que las mayores diferencias de
homologia estdn en las zonas no conservadas de esta familia. También se pudieron
identificar dos dominios proteicos que exhiben un alto grado de conservacion (Persson,
1991): uno a nivel del extremo amino terminal que estd centrado alrededor de dos residuos
de glicina en las posiciones 18 y 24 (marcados con asterisco en fig.3), y sus aminoacidos
flanqueantes, que ha sido propuesto querepresentan parte del sitio de unidén al NAD de
muchas deshidrogenasas (Persson, 1991), y un segundo sitio a nivel del extremo
carboxilo teminal centrado en los residuos tirosina y lisina de las posiciones 182 y 186
respectivamente (marcados con asterisco en fig.3) que se encuentran universalmente
conservados y se ha sugerido que forman parte del sitio activo (Persson,1991). La

mutagénesis de esta Tyr en la 15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa humana ha

mostrado su esencialidad para la actividad catalitica (Ensor, 1991).
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GTTTTGGGTGGGCATCCAGCTGAAAAAGTCGAAATCAGATTTTTCATTTTGATTTGTTTTTT
TTTGTTTTTGCACCATGTGGCGTGTNTCTTTTCTGGGAATATCTCTGGCGTGTGTGCATGTA
TGTAGGGTGTTGATGGGTTTGTTGTATGTAACTATGTATGAAATGTGCCTGTGAAGAGAATG
TGTGGTAAATGGTCAATTGTGTGCCTTGCGTCATCCGCCTTTTTTTCTTTTTTTGCGGCCAG
GGCACAACATGGAGCTTGCCCGTTGTTTATGGGTGAGTTATTGTCTTTAGATCGTCTCGTGA
GCGCGTGCGCGTTTTTTTTTTTTCCTTTTTTGTGTGTGCGTGGGTTTCATCAGTAGGATTTGTGTG
GTGGATCGAGCCCTTGTTTGTTACTGAGTGCTGTGTGTAATGAGCGCCGCGCTGCGCTCAGA
CACCATCTGTTTGTTTGCCGATCAGTCTGTTTCAACTGTGTGTGTATGTCTTCGTCTATGTG
TGTGTGTCTGCGTTTCTTTCCTTCTTGCTAGGCGGGTAGGCTGCAATGCGGCGACTGTGTGC
ATTCCGCACAGGGACGCCGACAGTGCCGCATCGACGCTTTGGCAACGCACCGAGCCGETGETGC
GCCCCGTGGAGACGCCAGGCATGCAAGCTTGGCATGCGCATGCACGCATGGCGACAGALCCGA
GCGTGAGGTGAGCGTCGCTGTGGCGCTTGCGGTGATGTTTGTAGTGCCCGTTTGGGTTGTTC
TGCTCTCGGGCTTGCGGGAGGAGCAGAAGCGTGAGAGTGTGAGGCGGTGGGCCATGGAGCAG
AAGCGTGGCGGCGAGTGAGGCAGGCATCCACACCCACGGGGGAGGGAGAGACTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGAAGCAACGACAGGAATGAGAGAACGTTGTCTGTGACCACGTGTT
GGCGTATGTTGTCGCTGGCACAAGTGTGGAATGAGAGAACGTTGTTGTGACGACGTGTTGGC

GTATGTTGTCGCTGGCAGAAGTGTGTTTGTGTTGCCCTGCCGTGCGTGGTGTGCCCGAGTCC
ACTTCCTCTGGCCGCCACAAAACCTGTTGCTCTTCCACCATGGACTTTTCTTGGGAAGCAAA

GAGTGAGAAAACACAGGAGGGTGG

ATGAACGAAACGTCGCATGAAGCCTCGGAGTGCCCCGCTGCCATCATCACCGGAGGGGCG
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TGCGAGGACATCATCGACTGCTCTTTTCGTGCCTTTGGTCGGTGCGATGTGTTGGTGAAC
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AACGCCTCCGCGTATTACCCGACTCCGCTGCTGCCGGGAGATGACACGAACGGCGCCGCG
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GCGCCGCGCCACATCCGCGTCAATGCGGTTGCGCCGGGGCTGAGTCTTTTCCCCCCCGCA

A P R H I R V N A V A P G L s L F P P A

ATGCCGCAGGAAACGCAGGAGGAGTATCGGCATAAAGTACCGCTCGGCCAAAGCGAGGCC
M P O E T O E E ¥ R H K V P L G Q S E A

TCTGCTGCTCAAATTGCGGATGCCATTGCATTTCTTGTGTCGAAGGACGCAGGTCACATC
s A A QQ I A D A I A F L VvV S K D A G H 1

ACCGGCATTACATTAAAGGTGGACGGTGGGCTGATTCTCGCCCGTGCCtgaGGCAAATGA
T 6 I T L K VvV D G G L I L A K A

TCATTTGTTTTTTTTTTTGTGTGGTGGGTGGTAGTGCTTTTCCCGAGTGCTCTCGCTGTGTG
TGGGAATTTGTGCTTTGCTGGCGGTGGTAAACATCTTTTTGCACCACGTGAACCCTCACGGT
ATTGTTGGGCGGGTGAGGCCTGCTGGAAGCGGGACCCGTTGGETGTTGAGGCGAAAGGAGGTG
CACGGCGAGAGTGGGTGAAGGAGGGAAAACAGTTGTCATGACTCCGTTGCACTCAACGGCTG
CCGGAAAAGAGCTTTTATTTGCCTAATTATTTTGTTTAGTTTCTGCTGCCTGCCGCGAATGT
TTGGGATGGCAGCTGGAGCACACGCATGCGGGTACCCATGCGGAGCGAGATGACACGTTTGC
TTGGGCAGGCGCTGGTGTGCGTGGAGGAATAGGGAGATAGTGGGGTTGCCGAGGAAGGGTGA
GAGTGAGAGCACAAGGCCAGCCTGTGTCACGCTCTCCCTTTCTTTTTTGCTGTTTTCACTTA
TGCATGCATCCGTGTGCTTTTTGCCCCTTNTTTGCTGTTTTGCTGCTCATAGCGCTCAGTTT
GCCCATATCGGCACACAATACGAATGCGCCACGGAGGGGACGCAAGGAGGACGCAGAGTCAC
CCACTCGACAAGCGGAGACTCGATATGGCGGCTGCCAGCATGATGGAACGGTTCCCCATCGA
CCACAAGACCACGCTGCCGATGCGCGTGGACGTGGAGCCCACAAGAAACCGCGCGAGGLGGL
CACACGCAACGAACACGGGTAGGTTTTGTCTGGCGGACGCAGCAGCATGGCGTGGTACCACG
CCAGAGAACTTTTTTTCAGGCAGCGGGAAAGGGGAGCCGCTGTTGGGACTCCCGCTTTGGETT
TGGACCGATCTTGAGGAAAGAATTAAAACGGGGACTGTGCGTCGTGCGCGTCTTTTGATTGA
GCAGCAGCTTCGCAGTCGCCGGGCTGAGGCGG

Figura 1. Analisis de secuencia del gen ptrl. +1 es el primer nucleétido del marco de
lectura. Los nucleétidos de la regién 5° no traducida se numeraron negativamente. Las
secuencias en azul corresponden a los nucleétidos codificantes, y en rojo a la secuencia
aminoacidica deducida de PTR1. El sitio AG de adicién de miniexon se indica en negro,
y se subrayan las secuencias ricas en pirimidinas que preceden a este sitio. En la region
3’ no traducida se subraya el sitio de poliadenilacion.
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias proteicas de ptrl de Trypanosoma cruzi
(Teptrl), Leishmania major (Lmptrl) y Leishmania tarentolae (Ltptrl). Las secuencias
fueron alineadas para méaxima identidad introduciendo gaps, con el programa UWGCG
PILEUP. Los residuos idénticos o similares se indican en rojo. Los siguientes grupos
constituyen residuos similares: (ILL,V,M), (D.,E) y (K,R).

C.1.2. La organizaciéon gendmica de pirl.

C.1.2.1. Determinacion del nuimero de copias.

Para estudiar el namero de copias de pfrl se digirid6 ADN total de 7. cruzi con
enzimas de restriccion que tenian un sitio de corte dentro del gen (Bam HI y Sac I) o
ningun sitio de corte (Pst I, Sph 1y Sal ). Las digestiones se separaron por electroforesis
en geles de agarosa al 0,8% y se transfirieron a membranas de nylon. La hibridacion se
realizo utilizando como sonda el gen completo de pfr/ y en condiciones de alta
rigurosidad, realizandose los tltimos lavados a 68°C en 0,1xSSC/0,1%SDS. El resultado
obtenido se muestra en la figura 3, e indica que pfr/ es un gen de copia Unica, ya que se
observan dos bandas en aquellas enzimas para las cuales ptr/ tiene un sitio interno, y una
banda unica en aquellas enzimas que no cortan el gen ptri. Por otra parte el tamafo de las

bandas se corresponde con la secuencia el clon 1A.
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Figura 4. Organizacién genémica del gen ptrl. 5 pg de ADN total de 7. cruzi fue
digerido con diferentes enzimas de restriccion y separado por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8%, transferido e hibridado con la sonda ptr/. B: Bam HI; P: Pstl; Sc: Sac 1;
Sp: Sphl;S: Sall. Los tamaifios moleculares en pb derivan del fago lambda digerido con
Hind III y del fago @X174 digerido con Hae III.

C.1.2.2. Localizacion cromosomica de pirl.

Para la separacion de los cromosomas de 7. cruzi se realizd una electroforesis en
campo pulsado segin las condiciones descritas en Métodos. El gel se transfirid a
membrana de nylon y se hibrid6é con la sonda ptr/.En la figura 5 se muestra que en las
tres cepas estudiadas (Y, Tulahuen y Maracay) el gen ptrl se localiza en dos cromosomas
de aproximadamente 0,9 y 1,2 Mb respectivamente. La membrana fue deshibridada y
posteriormente rehibridada con una sonda especifica del gen tcpgp2 obteniéndose el
mismo perfil cromosémico, lo cual reconfirma que ambos genes son de copia unica y no

se encuentran en otra region del genoma.
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Figura 5. Localizacién cromosémica de ptrl/. Los cromosomas de epimastigotes de 7.
cruzi fueron separados por electroforesis en campo pulsado en las condiciones descritas
en métodos. El gel transferido se hibridé con la sonda ptr/. Y, M y T corresponden a las
cepas Y, Maracay y Tulahuen respectivamente. Los pesos moleculares se indican en kb y
corresponden a los cromosomas de Saccharomyces cerevisae, cepa S13.

C.1.3. La transcripciéon y maduracion del gen pir 1.

La transcripcién del gen ptrl se analizé por dos métodos: por Northern blot para
conocer su expresion a lo largo del ciclo de vida el parasito, y por transcripcion reversa y

PCR para localizar los sitios de adicion del miniex6n y poliadenilacion.
C.1.3.1. Northern blot.

Para estudiar la transcripcién del gen ptr I 40 pg de ARN total de los 3 estadios
del parasito se separaron por electroforesis en gel de agarosa-formaldehido, se
transfirieron a membranas de nylon y se hibridaron con el gen pfr/ no detectandose la
presencia de transcritos en ninguno de los tres estadios a pesar de la alta actividad

especifica con que fue marcada la sonda (107 cpm/pLg).

C.1.3.2. Adicion del miniexon.
El miniexén o "spliced leader" es una secuencia de 39 pb que se adiciona al

extremo 5' de los mensajeros de 7. cruzi durante su maduracion por el proceso de "trans-

splicing". Este miniexon se ha encontrado en todos los mensajeros maduros descritos

b4



hasta la fecha en T. cruzi. El sitio aceptor del miniexén estd sefialado por el dinucledtido
AG, no existiendo una secuencia consenso clara que determine el AG elegido como sitio

aceptor del procesamiento.

Para localizar el sitio aceptor del mini-exén en la secuencia 5' del gen prrl se
utiliz6 la estrategia denominada RT-PCR. En primer lugar, se sintetizO el ADNc del
extremo 5' especifico del mensajero de ptrl a partir de ARN poli At de epimastigotes de
la cepa Y, utilizando la reaccién de la transcriptasa inversa "AMV", tal como se describe
en la seccion Métodos. Como cebador se empled el oligonucledtido antisentido PRI1
interno a la secuencia del extremo 5' del gen. La reaccion se incubd 1 h a 42°C. Como
control se realizé una reaccidn igual a la descrita pero sin ARN molde. Posteriormente la
mezcla de reaccidn se incubd 15 min a 95°C y se diluyo 10 veces en agua bidestilada 1 pl
del ADNc obtenido se amplific6é mediante PCR empleando como cebadores el oligo
antisentido PR2 y el oligonucle6tido ME que contiene parte de la secuencia del mini-exon.
Las condiciones del PCR se ajustaron hasta lograr obtener una banda mayoritaria pura.
Las condiciones finales fueron 30s a 94°C, 30s a 59°C y 1 mun a 72°C, realizandose 32

ciclos con un ciclo final de 5 min. a 72°C. Como control se realizé6 un PCR utilizando el

producto de la reaccion control de la retrotranscriptasa.

Se obtuvo una banda mayoritaria de aproximadamente 300 pb (fig 6) que se clono
en el vector pGEM-T (Promega). Este vector ha sido preparado mediante una digestion
con EcoRV y sobre los extremos romos generados por esta enzima se ha adicionado una
timina en el extremo 3' de ambas hebras. La construccidn se aprovecha de la adicion
inespecifica de una adenina en el extremo 3' de los productos de PCR por la Taq
polimerasa. Tres de los clones positivos obtenidos se secuenciaron , conteniendo todos
ellos la misma secuencia correspondiente al extremo 5' de ptrl. El sitio AG de adicion del
miniexon se indica en la figura 2 y se encuentra a 30 nucledtidos del codén de iniciacon
deducido. También se subraya en la figura que el AG esta precedido por dos regiones
ricas en pirimidinas. Estas regiones fueron descritas en varios genes de tripanosomatidos
precediendo al sitio de adicion del miniexén (Layden RE, Eisen H. Alternate rrans-
splicing in Trypanosoma equiperdum, implication for site selection. Mol Cell Biol
1988;8:1352-60.

C.1.3.3. Localizacion del sitio de poliadenilacion.
Para localizar el sitio de poliadenilacion se utilizo la estrategia de RT-PCR que se

indica en la figura 7. Para la transcripcidn reversa se usd como cebador el oligonucleétido

T+ANCH (Tabla 1), que consiste en una secuencia de timidinas unida a la secuencia del
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oligonucledtido ANCH. Ademas, T+ANCH se hibridara al comienzo de la cola poliA de
los transcritos debido a la constitucion de su extremo 3' (tabla 1). LLas condiciones de la
transcripcion reversa a partir de ARN poliadenilado de epimastigotas fueron las mismas
que para la localizacion del sitio de adicion del miuniexon. La reaccion de PCR se realizé
usando como cebadores los oligonucledtidos PR3 y ANCH vy las condiciones fueron 30s
a 94°C, 30s a S0°C y 1 min a 72°C, realizandose 32 ciclos con un ciclo final de 5 min. a
72°C. La banda obtenida de 0,7 kb se purifico de geles de agarosa y se cloné en pGEM-
T. La secuenciacion de este fragmento demuestra que efectivamente se trata de la region
3°de PTR 1 y que el sitio de poliadenilacion se encuentra a 416 nucledtidos del codén de

terminacion. En la figura 2 se subraya una A que precede a la cola poliadenilada del
mARN .

Figura 6. Localizacion del sitio de adicion del miniexén en p#rl. Gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio. 1) reacciéon de PCR a partir del ADNCc sintetizado, 2) control de
la reacci6n, 3)marcador de peso molecular.
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Figura 7. Localizaciéon del sitio de poliadenilacion de ptrl. Gel de agarosa tenido con
bromuro de etidio. 1) reaccién de PCR a partir del ADNCc sintetizado, 2) control de la

reacciOn, 3)marcador de peso molecular.

C.1.4. LA TRADUCCION de pitr 1.

Para estudiar la expresion de la proteina PTR 1, la secuencia codificante se clono
en el vector de expresion pQE30, se purificé la proteina recombinante y se produjeron

anticuerpos anti-PTR 1 que fueron utilizados en estudios de Western blot.

C.1.4.1. Produccion de PTR1 recombinante.

[La secuencia codificante de PTR1 fue obtenida mediante reaccion de PCR
utilizando los oligonucleétidos PR-A y PR-C (tabla 1) correspondientes a los extremos 5
y 3' del gen respectivamente. PR-A presenta un sitio de restriccion Bgl/ II en su extremo
5', seguido del codén de iniciaciéon ATG, mientras que PR-C es el oligonucledtido
antisentido en cuyo extremo 5' presenta un sitio de restriccion Hind III, seguido del
codén de terminacién de ptrl en orientacién invertida. El1 PCR se realizé usando como
templado ADN total de la cepa Y de 7. cruzi y las condiciones fueron 30s a 94°C, 45s a
58°C y 1 min a 72°C, realizandose 32 ciclos con un ciclo final de 5 min. a 72°C. El
resultado obtenido fue una banda tunica de 850 pb (figura 8) que se eluyo del gel de
agarosa y se cloné en pGEM-. Uno de los clones positivos obtenidos se secuencio,
confirmando que no hubo errores introducidos en la reaccion de PCR, y se siguid con
este plasmido al que se denominé pGEM-PTR 1. El mismo se digirié con las enzimas Bgl/
[y HindlIll, y se ligd al plasmido pQE30, previamente digerido con Bam HI y HindlIll y
purificado. Las enzimas Bam HI y Bg/II generan extremos compatibles, y la razon por la
que se introdujo el sitio Bg/II en el extremo 5' de ptr/ es debido a que este gen presenta
un sitio Bam HI interno. Cuatro clones fueron digeridos con Bam HI (sitio interno de
ptrrl) y Hindlll, dando la banda esperada de 650 pb. La expresion de la proteina de
fusion en respuesta a IPTG se estudio en los 4 clones, mostrando todos niveles similares
de expresion (figura 9), continudndose todo el trabajo posterior con el clon 2, al que
denominamos pQE30-PTRI1
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Figura 8. Amplificacion del gen completo ptrl. Gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio. 1) reaccion de PCR a partir de ADN de Trypanosoma cruzi, 2) control de la
reaccidon, 3)marcador de peso molecular.

Figura 9. Analisis de cuatro colonias pQE30-PTR1. Los pesos moleculares a la izquierda
se dan en kDa. 1, marcadores de peso molecular;2, 3, 4 y 5, las cuatro colonias
analizadas. La flecha indica la proteina sobreexpresada.

C.1.4.2 Purificacion de PTR1 recombinante.

Teniendo en cuenta que en el vector pQE30 la proteina se expresa con una
extension de seis histidinas en su extremo amino terminal, la purificacién se hizo por
cromatografia de afinidad con metal inmobilizado (IMAC; Porath, 1975), en una columna
de Ni-NTA-Sepharosa® (QIAGEN). El fundamento del método es que las histidinas

forman una unién de coordinacién con el Ni2*+ y permanecen unidas a la columna.
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Los cultivos bacterianos inducidos con IPTG y lavados (ver METODOS) se
sonicaron como se describid previamente, se centrifugd, y la proteina inducida se obtuvo

como fraccion soluble en el sobrenadante. Este sobrenadante se paso por la columna .

La elucién de la proteina puede hacerse por disminucion del pH o aumentando la
fuerza iénica, o por competicién utilizando altas concentraciones de i1midazol, que
desplaza a las histidinas para unirse al Ni2+. En el caso de PTR 1, luego de los lavados
de la columna a pH 8, 6 y 5 como se describi6 en METODOS, la proteina se eluy6 con
imidazol 0,3 M, obteniéndose la proteina con una pureza mayor del 95% (figura 10). La
proteina obtenida tiene un peso molecular de 32 kDa lo cual es congruente con el tamano
esperado ya que el peso molecular deducido de PTR1 es 29,5 kDa y el céalculo de pesos

moleculares en geles denaturalizantes tiene errores de hasta el 10 %.

C.1.4.3. Obtencion de anticuerpos contra PTRI.

Con el objeto de obtener un anticuerpo policlonal contra la proteina PTR1 se
inmunizo un conejo de la cepa New Zealand White con la proteina de fusion obtenida. El
protocolo seguido fue de tres inmunizaciones con un espacio de tiempo entre ellas de dos
semanas, utilizdndose 150 pg de proteina de fusion en cada una. LLas inmunizaciones se
hicieron por via subcutanea utilizdndose en la primera Adyuvante Completo de Freund y
en las siguientes Adyuvante Incompleto de Freund. Previo a la primera inmunizacion se
realizé la extraccién de 10 ml de sangre de conejo para la obtencion de suero preinmune

para su utilizaciéon como control en los diferentes ensayos serologicos.

Una semana despues de la ultima inmunizacion se midieron los titulos de

anticuerpo del suero mediante la técnica de ELISA, en placas tamizadas con 1 pg/pocillo
de PTR1 como se describié6 en Métodos, comparandolos con los titulos del suero

preinmune. Se obtuvieron valores positivos hasta una dilucion de 1:120.000, realizandose

entonces la sangria final del conejo.

C.1.4.4. Identificacion de la proteina PTR1 mediante la técnica de
Western blot.

Para evaluar la reactividad del antisuero obtenido frente a proteinas del parasito,
40ug de proteinas se separaron electroforéticamente en geles de acrilamida al 12% y se
transfirieron a membranas de PVDF. Uno de los carriles transferidos se incubé con el
suero anti-PTR1 diluido 1/5000 en PBS-0,1T, y el otro se incubo con el suero preinmune

en la misma dilucién. La incubacion con el segundo anticuerpo y el revelado, tal como se
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describi6 en METODOS, muestran que el suero inmune reconoce una banda de
aproximadamente 30 kDa (figura 11), que se corresponde con el tamano calculado a partir
de la secuencia nucleotidica, asi como con el tamafo obtenido de la proteina
recombinante. Ademas de esta banda, aparece una segunda y mas abundante con un
tamaifio de 16kDa, que es reconocida tinicamente por el suero inmune (figura 11) y que no

corresponde a un producto de degradacidon, como se senialara a continuacion

Para analizar la expresion de PTR1 a lo largo del ciclo de vida del parésito, se
realiz6 un Western blot de proteinas totales de 7. cruzi de los estadios epimastigota,
tripomastigota y amastigota, utilizando el suero anti-PTR1. El resultado se muestra en la
figura 12, e indica que PTRI1 es una proteina de expresion diferencial, que se expresa
unicamente en el estadio epimastigota. Como puede verse en la misma figura, la banda de
16 kDa aparece en los tres estadios, indicando que es una proteina distinta a PTR1. Por
otra parte, su presencia en los tres estadios del parasito constituye un control de

normalizacion del Western blot.

21.5

14.4

Figura 10. Expresién y purificacion de PTR1. 1, pQE30-PTR1 sin inducir; 2, pQE30-
PTRI1 inducido con IPTG; 3, PTR1 recombinante purificada. La flecha sefnala la proteina
PTRI1.
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Figura 11. Analisis por Western blot de la reactividad del suero anti-
TCP17. 40 pug de proteinas totales de epimastigotes se separaron y transfirieron a
PVDF, incubiandose con 1) suero preinmune y 2) suero inmune. Las flechas senalan la
PTR1, con un peso molecular aparente de 32kDa, y la proteina de 16 kDa reconocida
especificamente por el suero inmune.

32

Figura 12. Analisis de la expresion de PTR1 en los diferentes estadios
del parasito. Las proteinas de los tres estadios del parasito fueron separadas
electroforéticamente y transferidas a PVDEF. Para el Western blot se utilizd el suero
anti-PTR1. E, epimastigotes; A, amastigotes; T, tripomastigotes. Las flechas indican la
PTR1 de 32 kDa y una banda reconocida por el suero de 16 kDa.
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C.1.5. Estudios funcionales de PTRI1.

PTR1 fue descrita en Leishmania como una enzima que cataliza la reduccion de
biopterina, dihidrobiopterina, folato y dihidrofolato, usando como coenzima al NADPH.
Asi, ademas de generar una via de utilizacién de biopterina reducida, constituye una via de
salvamento de folato, alternativa a la catalizada por la DHFR. Asi, en presencia de
inhibidores de la DHFR, los parasitos que sobreexpresan PTRI1 presentan mayor

resistencia que los parasitos normales.

Con el objetivo de estudiar la funcidon de PTR1 de 7. cruzi, se llevaron a cabo dos
estrategias. Por un lado estudios de actividad enzimatica para analizar la especificidad de
sustrato de esta enzima en - Porath J, Carlsson J, Olsson I. Belfrage G. 1975, Metal
chelate affinity chromatography, a new approach to protein fractionation. Nature, 258,
598-599T. cruzi, y por otro estudios de transfeccidon para estudiar si también en 7. cruzi

PTR1 es capaz de conferir resistencia a antifolatos.

C.1.5.1. Actividad enzimatica.

PTR1 purificada se utilizo en estudios de actividad especifica tal como se describid
en Métodos. La enzima mostré que funciona con NADPH como coenzima, mientras que
con NADH no se detecto actividad, y en las condiciones ensayadas es capaz de reducir
biopterina, dihidrobiopterina, folato y dihidrofolato, mientras que no se detecté actividad
cuando se usO neopterina o sepiapterina como sustrato (Tabla 4). En primer lugar se
ensayo la actividad biopterina reductasa a distintos pH, mostrando que la enzima tiene un
pH optimo de 6 (figura 13). Teniendo en cuenta estos datos, todos los siguientes ensayos
se realizaron a ph 6. Como se muestra en la tabla 4 la mayor actividad se obtuvo para las
formas oxidadas de los sustratos, siendo de 0,5 U/mg para la biopterina, 0,2 U/mg para

el folato, 0,14 U/mg para la dihidrobiopterina y 0,13 U/mg para el dihidrofolato.
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Actividad enzimatica de PTR1 de T. cruzi

Sustratos Actividad especifica
(U mg™)

Biopterina 0.50£0.06
Dihydrobiopterina 0.14+0.01
Folato 0.20x0.03
Dihidrofolato 0.1330.02
Sepiapterina ND

Neopterina ND

Tabla 3. La actividad se midié usando NADPH como coenzima junto con los diferentes
sustratos pteridinas a pH 6 en las condiciones descritas en METODOS. Los valores son el

promedio de tres experimentos independientes +/- DS. ND, Ninguna actividad detectada.
C.1.5.2 Transfeccion de T. cruzi con ptrl.

Una de las formas de estudiar la funcién de un gen es mediante ensayos de
transfeccion. Este procedimiento consiste en introducir en c€lulas eucariotas un vector de
transfeccion que contiene el gen a estudiar. De esta manera conseguimos sobreexpresar la
proteina codificada en lineas celulares con niveles bajos de expresion facilitando el estudio
del fenotipo conferido por el gen problema. En el caso del gen pr/ de T. cruzi queriamos
sobreexpresar el gen en T.cruzi para conocer si ptrl presenta un fenotipo de resistencia a

antifolatos.

Para los ensayos de transfeccién en 7. cruzi se utilizd el vector pTEX cedido
amablemente por J. M. Kelly (Dep. of Medical Parasitology, London School of Hygiene
and Tropical Medicine, Inglaterra), vector que ha sido utilizado previamente con €xito
para sobreexpresar genes en 7. cruzi (Kelly, 1993). Este vector esta construido a partir de
las secuencias intergénicas del gen de la gGAPDH y es capaz de mantenerse y replicarse
dentro del parasito bajo la forma de un ADN extracromosémico circular. Como marcador
de seleccidn, el vector lleva una copia del gen neo que codifica para la neomicina-fosfo-
transferasa que le confiere resistencia a la geneticina (G418). El namero de copias del
plasmido dentro de la célula es dependiente de la concentracion de G418; aumentando la
concentracion del farmaco se puede aumentar el nimero de copias del vector y esto esta

directamente relacionado con los niveles de transcripcion del gen transfectado.
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C.1.5.2.1. Construccion del plasmido pTEX-PTRI.

La construccidon del vector pTEX-PTRI1 se realizé a partir del plasmido pGEM-
PTR descritoen C.1.4.1., digiriéndolo con Bgl I1 y Hind IIl. Este fragmento se inserto
en pTEX digerido con Bam HI y Hind III lo cual permite que el gen se inserte en la
misma orientacion 5’->3’ con respecto a las secuencias del vector derivadas de 7. cruzi,
asi como del gen neo. Uno de los clones que contenia el inserto completo fue denominado

pTEX-PTRI1, y fue utilizado en los experimentos de transfeccion.

Utilizando el kit de aislamiento de ADN Wizard Maxiprep se prepararon
aproximadamente 1 mg de los pliasmidos pTEX y pTEX-PTR1 para su posterior

utilizacidn en los ensayos de transfeccion.

IV.4.2.2. Transfeccion de epimastigotes de 7. cruzi.

Para los ensayos de transfeccion se emplearon epimastigotes de 7. cruzi (cepa Y)
en fase logaritmica de crecimiento. Los pardsitos luego de lavados 3 veces con HBS se
resuspendieron en el mismo tampoén. 20 millones de parésitos se electroporaron con 100
g de ADN del plasmido pTEX-PTR1 en un volumen final de 450 pl, en las condiciones
que se describieron en METODOS. Como control se electroporé un ntmero igual de
parasitos con el plasmido pTEX solo y en ausencia de ADN. Todos los experimentos se

realizaron por duplicado.

Una vez realizada la electroporacion, los parasitos se resduspendieron en 5 ml de
medio LIT suplementado con SBF al 10% sin agitacion. A las 24 horas se agreg6 G418 a
una concentracion final de 150 pg/ml. A los seis dias se realiz6 una diluciéon 1/3
incubandose por tres dias, tras los cuales se realizo una nueva diluciéon 1/10, con una
concentracion final de G418 de 500 pg/ml. A la semana de la dltima dilucidn, los cultivos
electroporados en ausencia de plasmido habian muerto, comenzandose a seleccionar los

parasitos transfectados en los cultivos electroporados con pldsmidos.

A los 15 dias de la ultima dilucién los parasitos electroporados con pTEX, asi
como aquellos electroporados con pTEX-PTRI1 habian alcanzado un tiempo de
duplicacion comparable al de los parésitos salvajes. En ese momento, los parasitos control

electroporados en ausencia de ADN y crecidos en presencia de geneticina habian muerto.

A los cultivos positivos se los adapté a una concentracién de G418 2 mg/ml y se

les dieron tres pases previo a su andlisis mediante las técnicas de Southern y Western.
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C.1.5.2.3. Estudio de la organizacion gendémica de los parasitos

transfectados.

Para investigar la presencia del pldsmido en las c€lulas se realizo un Southern blot
usando como sonda el fragmento Bam Hl y Hind 111 de pGEM-PTRI1, que corresponde a
los ultimos 650 nucleétidos de la regidn codificante de ptrl. Se extrajo ADN gendémico
tanto de los cultivos transfectados como de los parésitos salvajes y aproximadamente 2 |Lg
de ADN de cada uno se digirieron con las enzimas Bam HI y Hind III. Estas enzimas
liberan del plasmido un fragmento de 650 pb, pero dado que el sitio Hind III fue creado
en la reaccién de PCR y no existe en los parasitos salvajes, el tamano esperado en una
digestion gendmica de parasitos salvajes es de 2881 pb. En la figura 15 se muestra el
resultado del Southern blot. Como puede verse, en todos los carriles aparece la banda
esperada de 2881 correspondiente a la copia gendmica. Sin embargo, en el carril 3, es
decir, en el que se corrié el ADN de los pardsitos transfectados, aparece la banda de 650

pb que corresponde con el tamafio esperado para parasitos transfectados con pTEX-

PTR 1. Para conocer el nimero de copias de plasmido por c€lula, se expuso el filtro en un -

Instant Imager y se contaron las cpm de la banda correspondiente a la copia genomica

como la correspondiente al pldsmido. La relacién banda plasmidica/banda genomica fue

de 14, lo cual indica que existe un promedio de 7 copias de plasmido por c€lula.

C.1.5.2.4. Estudio de 1la expresion de PTR1 en los parasitos

transfectados.

Para estudiar si la transfeccion era funcional, es decir, si los clones transfectados
con pTEX-PTRI1 expresaban el gen, se extrajeron proteinas totales de los parasitos
salvajes, y de los transfectados con pTEX y pTEX-PTRI1, y se realizo la técnica de
Western blot. El resultado de la figura 16 muestra que en los transfectantes pTEX-PTRI
sobreexpresan la proteina, mientras que no existe diferencias en la expresion de PTRI
entre los pardsitos salvajes y los transfectados con pTEX. Nuevamente aqui puede verse
que la banda de 16 kDa esti presente en iguales cantidades en los tres carriles,

independientemente de la cantidad de PTR1. e
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Figura 15. Analisis de la organizacion genémica de los parasitos transfectados con
ptrl. El ADN total de los parasitos se digiri6 con las enzimas Bam HI y Hind III, se
separd electroforéticamente, se transfirié a nylon y se hibridé con la sonda ptri. 1,
parasitos transfectados con pTEX; 2, parésitos transfectados con pTEX

Figura 16. Analisis de la expresion de PTR1 en los parasitos transfectados. Las
proteinas totales de los parasitos se separaron electroforéticamente y se transfirieron a
PVDF para realizar un Western blot con el anticuerpo anti-PTRI1. 1, parasitos no
transfectados; 2, parasitos transfectados con pTEX; 3, parasitos transfectados con pTEX-
PTRI1.
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C.1.5.2.5. Estudio de la resistencia a farmacos de los parasitos

transfectados.

Con el objetivo de estudiar si al igual que en Leishmania ptrl conferia resistencia a
los antifolatos, se compar6 la sensibilidad a estas drogas en los p<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>