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Resumen

Titulo:
Expresion diferencial de proteinas en dos aislados de Trypanosoma cruzi |.*

Autor:
Rocio del Pilar Nifio Moyano **

Palabras clave:
Andlisis protedmico, electroforesis de proteinas 2D, enfermedad de Chagas.

Descripcion:

Se investigd un enfoque alternativo que permitiera entender las diferencias en los
fenotipos de T.cruzi | y la patogénesis de la enfermedad de Chagas. En este sentido,
se plante6 como hipétesis que estas diferencias podrian ser atribuidas a la expresion
diferencial de proteinas de cepas de T.cruzi. Por esta razén, se comparé la expresion
de los perfiles protedmicos de dos clones de T. cruzi |, obtenidos de un individuo
asintomatico (clon MF) y un paciente con cardiomiopatia chagéasica (CC) (clon LQ).
Para determinar los perfiles de expresion proteica de los dos aislados, se utilizd
electroforesis bidimensional (2D), para la identificacion de las proteinas que fueron
expresados diferencialmente entre estos dos clones. A continuacion, se realizdé un
andlisis de las imagenes de los geles de proteinas usando el Software PD-Quest (Bio-
rad). Los “spots” de interés fueron procesados y analizados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) y bisqueda en bases de
datos (NCBI-nr/all taxa) y (UniProt-euglenozoa) utilizando los motores de busqueda
Phenyx y Sequest; respectivamente. Las proteinas identificados inequivocamente de
forma diferencial entre ambos clones fueron: una enolasa, dos proteinas de choque
térmico mitocondriales, dos metalo-carboxipeptidasas, una proteina quinasa C
activada y una cistationa beta-sintasa, expresadas en mayor medida en el gel
correspondiente aislado obtenido del paciente con CC.

* Trabajo de Grado

** Facultad de Salud — Escuela de Medicina — Maestria en Ciencias Basicas
Biomédicas — Director TORRES SAEZ, Rodrigo Gonzalo.
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Abstract

Title:
Differential expression of proteins from Trypanosoma cruzi | strains *

Author:
Rocio del Pilar Nifio Moyano**

Keywords: Proteomic analysis, 2D protein electrophoresis, Chagas disease.

Description:

In this work, we have investigated an alternative approach for understanding
differences in both T.cruzi phenotypes and Chagas disease pathogenesis. In this
sense, we set out as hypothesis that these differences could be attributed to
differential expression of proteins from T.cruzi strains. For this reason, in this study
proteomic expression profiles of two isolates from T.cruzi | were compared, whose
were obtained from an asymptomatic individue (MF isolated) and a patient with cardiac
form of Chagas disease (LQ strain). For determination of protein expression profiles of
these two isolates, bidimensional (2D) electrophoresis for identification of protein
differentially expressed between these two strains was used. Later, analyses of protein
gel images were carried out using PD-Quest Software (Bio-rad). Spots of interest were
processed and analyzed by liquid chromatography with tandem mass spectrometry
detection (LC-MS/MS) using NCBI and UniProt databases and two different search
engines, namely PHENYX and SEQUEST, respectively for the identification and
characterization of proteins and peptides. The unequivocally spots identified from a
differential form between both type of strains were: a enolase, two mitocondrial heat
shock proteins, a kinase protein C receptor, two isoforms of metallo-carboxipeptidases
and two isoforms of cytathionine beta-synthases; expressed in major extension in a
patient with chagasic cardiomyopathy.

* Thesis

** Faculty of Health —School of Medicine— Mastery in Basic Biomedical Science —
Director TORRES SAEZ, Rodrigo Gonzalo.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (EC) o tripanosomiasis Americana es una
enfermedad endémica en América Latina, donde aproximadamente
entrel3 y15 millones de personas se ven afectadas (WHO, 2005). En
Colombia, alrededor del 5% de la poblacion, de las zonas endémicas,
esta infectada (Salazar, 2006) y Santander es una de las divisiones
territoriales donde la prevalencia de la infeccién es mas alta (Gutierrez,
2004 y Moncayo, 2003). Esta enfermedad es causada por la infeccion
transmitida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T.cruzi);
parasito tripanosomatido que exhibe un alto grado de polimorfismo
genético (Pedroso et al., 2007; Tibayrenc et al., 1993 y Macedo et al.,
1998). Al igual que otros miembros de la familia Trypanosomatidae,
T.cruzi es un organismo digenético, por lo que su ciclo de vida se
alterna entre dos diferentes hospederos: uno invertebrado que actia
como vector y una serie de vertebrados, principalmente silvestres, y de
mamiferos domesticos, entre los cuales se incluye al hombre (Souza,
2002 et al. y Pérez et al., 2009). El parasito se presenta en cuatro
formas o estadios: epimastigotes, forma no infectiva que prolifera en el
intestino del insecto vector; tripomastigotes metaciclicos, formas
infecciosas que se transmiten a los mamiferos a través de las heces los
insectos vectores; amastigotes, que se multiplican intracelularmente
por fisidn binaria; y tripomastigotes del torrente sanguineo, que se
liberan en la sangre y los ganglios linfaticos y pueden llegar invadir

cualquier célula en el cuerpo (Paba et al., 2004).

La pobreza rural, las viviendas deficientes, la tala y quema de &rboles, y

la intromision del hombre en el ciclo natural del parasito, han favorecido
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la propagacion de la enfermedad del Chagas en América Latina
(Rodriguez et al., 2004).

Las manifestaciones clinicas de la EC dependen de la etapa de
infeccion y se presentan en dos fases: una fase aguda, generalmente
asintomatica, con parasitemia evidente que puede durar semanas, una
fase cronica asintomatica indeterminada, que puede persistir
indefinidamente, y después de varios afios o0 décadas,
aproximadamente, entre el 10 y 40% de los individuos asintomaticos
manifiestan una enfermedad crénica que se caracteriza por la ausencia
0 baja presencia de parasitos en la circulacion o tejidos y lesiones en
diversos organos, principalmente el corazon y/o el sistema digestivo.
Estas presentaciones de la enfermedad se denominan respectivamente,
la forma digestiva y cardiaca (CC) de la enfermedad de Chagas
(Cassio et al., 2006).

La enfermedad de Chagas tiene un resultado clinico variable que va
desde infecciones asintomaticas hasta la enfermedad crénica grave con
afectacion cardiovascular o gastrointestinal, o incluso graves episodios
agudos (Macedo et al.,, 1998). La base de esta variabilidad esta
relacionada en parte con la complejidad de la poblacién de parasitos
gue muestran diferencias en sus caracteristicas bioldgicas. Por lo tanto,
se constituye en un desafio importante correlacionar la variabilidad
genética del parésito con la patogénesis (Buscaglia y Di Noia, 2003),
con el objeto de conocer si las diferencias que se observan en la
presentacion de los cuadros clinicos se deben a las diferencias
biolégicas entre las cepas de T. cruzi o a las diferencias genéticas entre

las poblaciones humanas susceptibles (Guzman et al., 1999).
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T. cruzii es un Trypanosomatidae perteneciente al Orden
Kinetoplastida. Es diploide y su modo de reproduccion es
predominantemente clonal (Tibayrenc, 1986). Constituye una poblacion
heterogénea que consta de diferentes poblaciones, las cuales circulan
entre el hombre, los vectores, los animales domésticos y los reservorios
silvestres. Estas poblaciones muestran comportamientos diferentes en
términos de parasitemia, virulencia, patogenicidad, interaccion con las
células y sensibilidad a los farmacos (Baptista et al., 2006 y Buscaglia y
Di Noia, 2003). La base de esta variabilidad se atribuye en
parte a la complejidad de la poblacién de parasitos que consiste en
multiples clones que muestran diferencias en sus caracteristicas
biolégicas con una gran heterogeneidad tanto genotipica como
fenotipica (Macedo et al., 2002; Dvorak et al, 1984 y Tibayrec et al.,
1993).

Por analisis bioquimicos de isoenzimas se han clasificado las
poblaciones del parasito en tres grupos denominados zimodemas (Z1-
Z3) (Ready 1980). Sin embargo, por estudios moleculares utilizando
diferentes marcadores, T.cruzi, se clasifico, inicialmente, en dos
grandes grupos llamados T. cruzi | y T. cruzi Il; con cinco subgrupos
identificados dentro del grupo T. cruzi Il (lla, llb, lic, 1ld y lle) (Brisse,
2000), actualmente, las cepas de T. cruzi se clasifican en seis (T. cruzi
I-VI) (Zingales, 2009).

En Colombia T. cruzi | es el grupo predominante (Mejia et al., 2009;
Salazar et al. 2006 y Saravia et al., 1987). Ademas, presenta una
mayor variabilidad genética que la reportada en otros paises del cono
sur (Salazar et al. 2006, Montilla et al. 2002, Rodriguez et al 2002,
Cuervo et al. 2002, Rodriguez et al 2002, Ruiz et al. 2000, Jaramillo et
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al. 1999, Triana et al. 1999 y Holguin et al. 1987), y se ha encontrado
asociado, tanto con ciclo doméstico como con el ciclo selvético, y con la
forma cronica de la enfermedad (Cardiopatia Chagasica) (Cuervo
2002). En el departamento de Santander hay una prevalencia en
humanos de 80% de T. cruzi I, con 20% de Z3 T. cruzi lla (Devia 1999).

Se han realizado numerosos analisis inmunoldgicos, bioquimicos y
funcionales de proteinas relevantes en la interaccion hospedero-
parésito en la patogénesis de la enfermedad de Chagas (LOpez et al.
2010, Valck et al. 2010, Nogueira et al. 2010, Jacobs et al. 2009, Murata
et al. 2008, Villalta et al. 2009, Alves y Colli, 2008, Oliveira et al. 2007 y
Bell 2006). Algunos de estos estudios se han dirigido a establecer una
correlacion entre la cepa infectante y las formas clinicas de la
enfermedad (Babtista et al., 2006). La mayoria de ellos involucran
cepas pertenecientes al grupo T. cruzi ll, y la metodologia utilizada sélo
ha permitido la evaluacion de un numero limitado de genes
predeterminantes, lo que ha restringido la obtencion de resultados
concluyentes debido a que la regulacion génica en tripanosomatidos es
principalmente post-transcripcional. Sin embargo, existen tecnologias
actuales como la protedmica (Alves et al. 2010), las cuales permiten el
analisis completo de las proteinas expresadas, y podrian permitir el
desarrollo de mejores aproximaciones al estudio y entendimiento de la

enfermedad de Chagas.

Por estas razones, se utilizaron, en este estudio, herramientas como
electroforesis de proteinas en dos dimensiones (2D) buscando separar,
con una alta resolucion proteinas extraidas de los parasitos; para
realizar un analisis comparativo de la expresion de las proteinas de
epimastigotes de dos clones de T.cruzi I, obtenidos de un individuo con

CC (clon LQcll) y uno asintomatico (clon MFcll), con el fin de
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identificar, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS/MS), proteinas cuya expresion se encontrara
aumentada en los epimastigotes del clon LQcll, las cuales pudieran
estar implicadas con la presentacion de la CC y permitieran establecer
una relacion entre las proteinas expresadas diferencialmente y el

desarrollo clinico de la enfermedad.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, descrita por primera vez en 1909 por Carlos
Chagas, es causada por el parasito Trypanosoma cruzi, que se
transmite a los humanos por insectos triatominos. Esta se origind hace
millones de afios como una infeccion enzodtica de los animales
salvajes, la cual comenzo a ser transmitida a los humanos cuando éstos
invadieron ecotopos silvestres. Aunque la evidencia de la infeccion
humana se ha encontrado en momias de 9.000 afios de antigiiedad, la
enfermedad de Chagas endémica se estableci6 como una zoonosis
(que puede transmitirse de otros animales vertebrados a seres
humanos) sélo en los ultimos 200-300 afios, cuando los triatominos se
adaptaron al entorno doméstico (Coura JR y Dias JC, 2009). La
infeccidbn también se puede producir a través de la transfusion de
sangre, transmision congénita, trasplante de organos, accidentes de
laboratorio, lactancia materna y contaminacion oral (Gopikrishna
Punukollu, 2007 y Prata A, 2001). La mayoria de los pacientes se
infectan durante la infancia. La etapa temprana de la infeccidn
generalmente no es grave, pero de vez en cuando conduce a la muerte,
especialmente en los nifios. Sin embargo, en aproximadamente una
tercera parte de los que estan infectados, los sintomas crénicos se
desarrollan después de 10-20 afios. Ademas, disminuye la esperanza
de vida media para aquellos pacientes que desarrollan los sintomas

cronicos, (Gopikrishna et al. 2007).
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1.1.1. Epidemiologia

Se ha ido demostrando que la enfermedad de Chagas esta expandida
en toda América Latina, con un alto impacto en la morbilidad y la
mortalidad de la poblacion (Dias, 2002). Se estima que, en este
continente, alrededor de 15 a 16 millones de personas estan infectadas
con Trypanosoma cruzi, y de 75 a 90 millones estan expuestas a la
infeccion (Coura JR y Dias JC, 2009). La principal estrategia de control
se basa en la prevencion de la transmision, especialmente mediante la
eliminacién de los insectos vectores domésticos y control de la
transmision por transfusion sanguinea. Sin embargo, los programas de
control s6lo comenzaron a aplicarse después de la década de 1970,
cuando se demostro el alto impacto social de la enfermedad de Chagas.
Del mismo modo, la deteccion de los donantes de sangre infectados en
América Latina solo se inicié en la década de 1980, tras la aparicion del
SIDA. (Dias, 2002). A su vez, con el aumento de la migracion urbana se
ha extendido la enfermedad de Chagas a las ciudades. En los paises
no endémicos, puede ser de transmision vertical y por transfusion de

sangre o trasplante de 6rganos (Gopikrishna, 2007 y Prata A, 2001).

1.1.2. Manifestaciones clinicas

En los humanos, una caracteristica notable de la enfermedad de
Chagas es la variedad de presentaciones clinicas que incluyen una
forma indeterminada, cardiomiopatias y alteraciones digestivas. La
severidad y sintomas de la enfermedad varian en las diferentes
regiones geograficas. Se ha sugerido que dicha variabilidad puede ser
el resultado de la heterogeneidad entre los aislados del T. cruzi o de la

respuesta inmunitaria del huésped (Souto, 1996).
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La enfermedad presenta tres periodos que se clasifican como: fase
aguda, fase cronica indeterminada o latente y una fase cronica
determinada. El periodo de incubacion en la fase aguda es de 4 a 10
dias y de menor duraciéon cuando la via de adquisicion es transfusional
(Werner et al., 2008).

Periodo agudo

Generalmente es asintomatico, y mas frecuente en personas jovenes.
Se evidencia una alta parasitemia, con sintomas y signos transitorios.
Este periodo se extiende por dos a cuatro meses. Alrededor del 1 a 2%
de los casos de enfermedad de Chagas se identifican en esta etapa
(Werner et al., 2008). La afectacion cardiaca esta presente en mas del
90% de los casos (Parada, 1997 y Gopikrishna et al., 2007). Los
hallazgos de laboratorio son inespecificos. Asi por ejemplo, las pruebas
serolégicas para la infeccion por T. cruzi suelen ser negativas durante
los primeros semanas, pero los parasitos circulantes pueden ser
detectados por xenodiagnéstico. La recuperacion espontanea se
produce en un periodo de unos pocos meses en mas de un 95% de los
pacientes. La mortalidad en esta etapa suele ser secundaria a
miocarditis (Gopikrishna et al, 2007).

Periodo crénico indeterminado o latente

Representa entre 50 y 70% de todos los pacientes chagasicos. Se
caracteriza por la ausencia de sintomas cardiacos y digestivos. Los
pacientes tienen muy baja o nula parasitemia. A pesar de que la
prueba seroldgica sigue siendo reactiva, otros examenes de laboratorio

son normales, tales como: electrocardiograma y radiografias. Esta
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forma persiste, por lo menos en 30% de los chagasicos, durante toda su
vida. El resto puede evolucionar a una forma crénica determinada, en
un lapso de 10 a 30 afnos. En Chile, por ejemplo, el 2% de los pacientes
podrian anualmente pasar de la forma cronica indeterminada a
cardiopatia cronica. En Brasil, este porcentaje es menor (Bareto et al,
1995 y Werner, et al., 2008).

Periodo crénico determinado

Las formas crénicas determinadas son principalmente la cardiopatia,
colonopatia y esofagopatia ( Moncayo Yy Silveira, 2009). EI compromiso
de otros érganos es infrecuente, tales como estémago, duodeno, vejiga,
uréteres, entre otros. Estas formas de presentacién pueden ocurrir
separadamente o coexistir en un mismo enfermo. En esta etapa existe
una parasitemia baja. Se estima que aproximadamente el 30% de los
chagasicos tendrian manifestaciones en la etapa cronica, lo que podria
aumentar al emplear métodos diagndsticos mas sensibles (Bestetti,
1997).

La cardiomiopatia chagéasica es la manifestacion clinica mas frecuente y
grave de la enfermedad de Chagas y se asocia con mal prondstico y
altas tasas de mortalidad en comparacion con la insuficiencia cardiaca
producida por otras causas (Bestetti, 1997). La cardiopatia chagasica
cronica (CCC) se presenta en el 10 al 30% de estos pacientes, mientras
que en Chile y Brasil son el 30% de los casos. Esta se caracteriza por
su gravedad y representa la principal causa de muerte de estos
enfermos. La cardiopatia evoluciona a la insuficiencia cardiaca, siendo
las arritmias frecuentes y variadas. En corazones dilatados, se
presentan fendmenos trombo-embdélicos que pueden ocasionar infartos

pulmonares y cerebrales. En un comienzo, la CCC puede ser
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asintomdtica, pero con evidentes alteraciones electrocardiograficas
(Werner Apt B, 2008).

1.1.3. Diagndstico y Tratamiento
Diagndstico

Métodos parasitolégicos:

Métodos directos:

Examen de sangre al fresco: Con esta técnica se pretende visualizar la
presencia de parasitos circulantes en la sangre del paciente. La
sensibilidad durante el pico de parasitemia, en la fase aguda, es menor
al 50%, para un soOlo examen y debe ser repetido varias veces para
diferentes muestras de sangre de un mismo paciente, para aumentar su
sensibilidad (Bueno, 2007).

Extendido coloreado: Con este método se pretende identificar
morfolégicamente la especie de Trypanosoma. Se realiza cuando el

examen al fresco resulta positivo (Bueno, 2007).

Gota gruesa: Con este método se pretende concentrar un mayor
namero de parasitos en un area reducida. Durante la fase aguda la
sensibilidad puede alcanzar el 66% y la probabilidad de éxito se

incrementa en funcion de nimero de veces que se repita.

Métodos de concentracién:

Analisis del extendido de la “capa blanca”: Consiste en centrifugar la

sangre heparinizada del paciente y observar al microscopio una fraccion
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leucocitaria enriquecida. Este método aumenta la sensibilidad del

examen al fresco en la fase aguda.

Triple centrifugacion: Consiste en remover paulatinamente los eritrocitos
de la sangre heparinizada, mediante centrifugaciones a baja velocidad.
Luego se centrifuga el plasma recolectado a mayor velocidad para
buscar los parasitos en el sedimento. La sensibilidad puede alcanzar

hasta un 70% en fase aguda (Bueno, 2007).

Métodos parasitolégicos indirectos:

Xenodiagnostico:  Consiste en la demostracion de T. cruzi en el
hospedador intermediario, previamente alimentado con sangre del
paciente sospechoso. Este método permite amplificar el namero de
parasitos que se encontraban presentes en la sangre, debido a la facil
multiplicacion del parasito dentro del vector. Para realizarlo, se usan
ninfas de triatominos no infectados. Con el fin de constatar la presencia
del protozoario dentro del vector, se analiza el contenido intestinal de
los triatominos alimentados con la sangre del paciente (Jaramillo 2004).
El andlisis debe realizarse entre 30 y 45 dias después de la ingestion.
En las mejores condiciones se ha reportado que la sensibilidad del

método, durante la fase cronica podria alcanzar el 60% (Bueno 2007).

Hemocultivo: Consiste en colocar muestras de sangre del paciente, en
tubos con medio de cultivo. Las muestras son revisadas a los 20, 30 y
45 dias, buscando formas epimastigotes (Jaramillo 2004). En la fase
aguda, su sensibilidad podria alcanzar el 100%. Durante la fase croénica,
presenta niveles de sensibilidad inferiores al xenodiagdstico, pero

permite aislar mas facilmente cepas del parasito.
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Inoculacién en animales sensibles: Se usa principalmente el ratén o el
cobayo, a los cuales se les inocula sangre del paciente tratada con
anticoagulantes o con una porcion de la “capa blanca”. El periodo de
observacién es variable, desde 3-4 semanas. Se buscan los parasitos
en sangre de animales por el método del examen al fresco y se

colorean en extendidos.

Diagnostico Parasitologico Molecular: El desarrollo de una prueba de
amplificacion de ADN, podria llenar los requisitos para tener una prueba
de diagndstico parasitolégico. En términos generales, si los primers son
especificos y son empleados a la temperatura de reconocimiento
adecuada, el producto de amplificacion deberia ser especifico. Como
todos los Eucariotes, T. cruzi presenta dos genomas distintos, situados
en dos compartimientos celulares bien definidos como el ndcleo y la
mitocondria. EI genoma de T. cruzi es relativamente superior (100-
200x10° pares de base (pb)) al de otros paréasitos tales como el de
Leishmania (45-65x10° pb), o T. brucei (25x10° pb). La cantidad de
ADN, varia entre diferentes aislados y entre clones de un mismo
aislado. La prueba consiste en la amplificacion del ADN del

Cinetoplasto y del ADN nuclear en una muestra de ADN del paciente.

Métodos seroldqicos:

Reaccion de fijacion del complemento: Un anticuerpo especifico en
presencia de antigenos de T. cruzi es capaz de unirse formando la
unién antigeno-anticuerpo, la cual es capaz de fijar complemento, por la
fraccion Fc de la inmunoglobulina. Esta unién “no visible”, es puesta en

evidencia por un sistema indirecto a través del empleo de glébulos rojos
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de carnero, sensibilizados con antigenos del parésito. La sensibilidad
esta alrededor del 87%.

Hemoaglutinacién indirecta: Consiste en la adherencia de antigenos
especificos sobre la superficie de glébulos rojos, que luego aglutinaran
al producirse la reaccién entre el antigeno y el anticuerpo homélogo
existente en el suero inactivado del paciente. Esta reaccion tiene una
sensibilidad comparable a la reaccion de fijacion del complemento, pero
es mas sencillo su desarrollo e interpretacion y no requiere de equipos

especiales para su implementacion (Bueno 2007).

Reaccion de anticuerpos liticos: Consiste en incubar el suero de
paciente con tripomastigotes sanguineos purificados y vivos. La
reaccion se revela por la adicion de complemento y se determina la lisis
de los parésitos por recuento en camara de Neubauer. La existencia de
anticuerpos liticos se ha asociado a un efecto inmunoprotector, al
postularse que cuando el paciente estd curado, los titulos de este tipo
de anticuerpos desaparecen. Esta reaccion se hace negativa en
ausencia de parasitos (esterilidad parasitaria), de ahi que se proponga

como criterio de curacion después del tratamiento (Bueno, 2007).

Acoplamientos a los anticuerpos: Dada la necesidad de incrementar la
sensibilidad de las técnicas de deteccion, se desarrollaron una serie de
cambios que amplifican las sefiales obtenidas. Fundamentalmente
estos cambios ocurren en el segundo anticuerpo que a su vez reconoce
al anticuerpo primario que es el que confiere la especificidad. Entre las
mas relevantes y en orden creciente de sensibilidad se encuentran: IFI,
anticuerpo acoplado con molécula de fluoresceina; ELISA, una enzima

acoplada al anticuerpo, o si se requiere de mas sensibilidad, anticuerpo
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Biotinado y amplificado con avidina, la cual a su vez posee acoplada
varias moléculas de la enzima. A continuacion se describen algunas de
estas técnicas, basadas en detectar anticuerpos de pacientes

chagasicos:

Reaccién de inmunofluorescencia Indirecta (IFD):

Esta técnica posee mas sensibilidad que las pruebas serologicos
descritas. La reaccion detecta la existencia de anticuerpos dirigidos a T.
cruzi, frecuentemente formas epimastigotes de cultivo, que son
reconocidos por los anticuerpos de las personas infectadas. Un
segundo anticuerpo marcado con un fluorocromo que reconoce al
anticuerpo especifico que ha reconocido al parasito, nos permite
detectarlos, cuando son observados en un microscopio para
fluorescencia, equipado con luz ultravioleta. El fluorocromo se excita,
permitiendo la identificacion visual de las reacciones positivas. Los
principales problemas que presenta esta técnica son: 1) la posible
subjetividad en la interpretacion de los resultados. 2) requiere el uso de
equipos especializados. 3) requiere un personal entrenado. 4) Los

resultados son cualitativos.

Reacciones inmunoenziméticas: Esta técnica conocida bajo el nombre
ELISA (enzyme linked inmunosorbent assay) se basa en la posibilidad
de inmovilizar el antigeno a una fase sélida, sobre la cual se permite en
una primera etapa la union del anticuerpo. En una segunda etapa de la
reaccion, se aflade un segundo anticuerpo acoplado a una enzima,
permitiéndose la visualizaciébn de la reaccién cuando se agrega el
sustrato correspondiente. La reacciéon, luego de detenida con los
reactivos adecuados, se puede leer por un cambio de color cuya
intensidad es proporcional a la cantidad de anticuerpos que han
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reconocido el antigeno fijado. Entre las ventajas que ofrece esta técnica
se encuentran: la gran capacidad para procesar un namero importante
de muestras, sus resultados son cuantitativos, evitando la subjetividad a
la hora de interpretar los resultados, facil manejo y un bajo costo. Esta
reaccion es considerada como la de més alta sensibilidad, parametro
gue varia dependiendo de la calidad y caracteristicas de los antigenos
empleados. Por ejemplo, los antigenos completos presentan altos
niveles de sensibilidad, pero confieren baja especificidad. Los péptidos
0 proteinas recombinantes pueden ser muy especificos, pero
disminuyen la sensibilidad, pudiendo diagnosticarse falsos negativos.
Obviamente, la solucion deberia ser intermedia, sugiriéndose el empleo
de varias proteinas recombinantes (Oelemann 1999, Ferreira 2001,
Pereira 1990), pero aun asi, se recomienda el empleo de varias
pruebas para tener un diagnéstico certero. Alun cuando esta técnica
podria alcanzar un 100 % de sensibilidad, la prueba con anticuerpos de
pacientes Chagasicos presenta serios problemas de reactividad
cruzada con otras enfermedades, tal como explicamos en los

antecedentes.

Tratamiento

Los tratamientos actualmente utilizados son nifurtimox y benznidazol
gue muestran excesivos efectos secundarios. El tratamiento en la fase
cronica esta en debate debido a que es dudosa la eficacia del
postratamiento (Aguilar et al, 2008), ademas, teniendo en cuenta que
en la actualidad no existen vacunas la identificacion de nuevos blancos
terapéuticos y/o de diagndstico, es uno de los principales desafios en
el control de la EC (Juri et al, 2009).
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1.2. Trypanosoma cruzi

El  Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoario hemoflagelado
perteneciente a la familia de los Tripanosomatideos, incluidos en el
orden de los Kinetoplastidos, es el agente causal de la enfermedad de
Chagas. La diferencia en cuanto a la severidad de la enfermedad en el
hospedero humano y en otros mamiferos, se ha atribuido al
pleomorfismo natural que presenta T.cruzi, el cual se demuestra al
estudiar sus aspectos biolégicos, bioquimicos y moleculares. Asi, se
han encontrado grandes diferencias en el comportamiento de las cepas
tanto "in vitro" como "in vivo", y se han descrito posibles implicaciones
del vector en la modulacién de la virulencia de las cepas (Guzman,
1999).

El T. cruzi comprende un conjunto de poblaciones de cepas que
circulan entre vectores, hombre y reservorios, tanto domésticos como
selvéticos. Aunque se ha descrito como un taxén, T. cruzi presenta una
gran heterogeneidad tanto genotipica como fenotipica (Dvorak, 1984,
Tibayrec, 1993). Por analisis bioquimicos de isoenzimas se clasificaron
las poblaciones del parasito en tres grupos denominados zimodemas
(Z1-Z3) (Miles 1978, Ready 1980). Los estudios moleculares utilizando
diferentes marcadores, inicialmente las clasificaron en dos grupos
principales 1y 2 (Souto 1993, 1996), denominados T.cruzi | y T.cruzi ll;
este ultimo a su vez dividido en cinco grupos: T. cruzi lla, llb, llc, Iid y
lle (Momen, 1999). En la actualidad, por consenso, el comité de
expertos reconocio que las cepas de T. cruzi deben ser clasificadas en
seis; T. cruzi I-VI (Zingales, 2009).

Se han realizado aislamientos del parasito de diversos hospederos,

demostrandose una gran variacion intraespecifica en cuanto a
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diferencias morfoldgicas de las formas sanguineas, virulencia, habilidad
para inducir lesiones, susceptibilidad para agentes quimioterapéuticos,
constitucion antigénica y capacidad de infeccion para células
hospederas (Brener, 1985). EI comportamiento del parasito puede
estar influenciado por el mismo hospedero o las condiciones del medio
ambiente. Se han identificado por varios métodos la marcada
heterogeneidad a niveles bioquimico y molecular de las diferentes
cepas del parasito, asi como la variabilidad en su comportamiento
biol6gico para correlacionar con los hallazgos clinicos y epidemiolégicos
(Guzmén, 1999).

Diferentes cepas del parasito presentan grandes variaciones
relacionadas con, su distribucion geografica, virulencia y tropismo
tisular. Se ha reportado la existencia de cepas de T. cruzi con tropismo
a diferentes 6rganos, lo que se ha relacionado con caracteristicas
fisioldégicas de las formas sanguineas de diversas cepas (Brener, 1985
y Guzman, 1999).
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Figura 1.1. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi. a) tripomastigotes metaciclicos

en las heces del insecto, b) ingresan al hospedero durante el rascado o por medio de
mucosas, c) diferenciacién en amastigotes, d y e) ruptura celular y liberacion de
amastigotes y tripomastigotes, f) migracion de tripomastigotes sanguineos al torrente
sanguineo, @) invacion de nuevas células por amastigotes, h) tripomastigote

sanguineo en la circulacién (Souza, 2002).
Obtenido de:
http://digeset.ucol.mx/tesis _posgrado/Pdf/Mario_Vladimir Ramirez_Archila.pdf. Fecha

de acceso 26 de mayo de 2010.
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En la Figura 1 se observa el ciclo de vida de T. cruzi. Durante su ciclo
evolutivo, adopta aspectos morfolégicos diferentes, siendo la presencia
o ausencia de flagelo libre, y la posicion con respecto al nucleo, lo que
le da su caracteristica morfologica. Se presenta en tres formas

diferentes segun el medio en que se halle:
 Tripomastigote: es la forma infectante, no proliferativa.

» Epimastigote: es la forma multiplicativa que se encuentra en el tubo

digestivo del agente vector y en cultivos.
» Amastigote: es la forma multiplicativa intracelular en los mamiferos.

El parasito tiene dos tipos de hospederos: Uno intermediario, que son
generalmente insectos de la familia Triatominae, tales como Triatoma
dimidiata y Triatoma infestans, y otro definitivo que puede ser cualquier

mamifero, incluyendo el hombre.

En cuanto al ciclo evolutivo, el insecto vector, a través de la picadura,
ingiere los tripomastigotes de la sangre del mamifero infectado. Estos
se transforman en epimastigotes y se multiplican por fisién binaria en el
intestino medio del insecto. Los epimastigotes finalmente se diferencian
a tripomastigotes metaciclicos infectantes en la parte distal de la
ampolla rectal y son eliminados en las heces. Los insectos depositan
sus heces infestadas sobre la piel del hospedero mientras se alimentan.
La picadura produce prurito y a través del rascado se erosiona la piel
permitiendo que los pardsitos ingresen al organismo. Los
tripomastigotes ingresan a las células del hospedero, alli se transforman
en amastigotes para multiplicarse y formar el seudoquiste. Luego se

diferencian en epimastigotes y tripomastigotes, se rompe el seudoquiste
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y se produce la parasitemia. Estos tripomastigotes pueden infectar a
otras células o ser ingeridos por el insecto vector (Ruiz y Nadal, 1997).

1.3. Interaccion hospedero-pardsito

La sobrevivencia de T.cruzi depende en gran parte de las proteinas y
glicoconjugados que median la interaccién parasito-hospedero. Los
parasitos protozoos afectan la red inmunolégica del hospedero,
generando un desequilibrio a su favor, por lo que es necesario conocer
y estudiar éstos mecanismos para atacar a los pardsitos patégenos. En
las interacciones parasito — hospedero, el parasito no destruye a su
hospedero, porque eso seria destruirse a si mismo como especie. Los
mecanismos de accion se han ido conociendo gracias a las mdaltiples
investigaciones en diferentes campos y hoy en dia se tiene bastante
informacion acerca del parasito y del papel del hospedero
(Zingales,1987; Palau, 2000; Cruz, 2000) . Sin embargo, quedan

todavia campos por explorar.

Para que una infeccién se establezca en un hospedero, es necesario
que existan las condiciones adecuadas y que el parasito logre superar
los mecanismos extra e intracelulares del hospedero. Primero, el
parasito debe evadir la accién de los componentes del suero; una vez
que tiene éxito, debe llevar a cabo el reconocimiento celular, unirse a la
célula diana y lograr entrar en ella. Cuando lo consigue, debe eludir la
accion celular, multiplicarse y transformarse para continuar su ciclo
invadiendo otras células. Si un patdgeno intracelular se establece en
un hospedero susceptible, puede “engafar” a los mecanismos de
defensa del hospedero antes, durante y después de entrar en la célula.

Los factores del parasito como determinantes de la virulencia que
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permiten la evasién de las defensas del hospedero, representan una
forma de adaptacion biol6égica para sobrevivir en el medio

inmunoldgicamente hostil del hospedero.

En cuanto la infeccibn con Trypanosoma cruzi, se sabe que este
parasito puede entrar a distintos tipos de células mediante el
reconocimiento ligando - receptores. Se conocen moléculas tipo lectina
y receptores de la familia de las integrinas. El Trypanosoma cruzi es
capaz de adquirir el acido sidlico de los mamiferos debido a la
presencia de trans-sialidasas (TS) en su superficie celular. El &cido
sialico se incorpora en las mucinas, que son moléculas proteicas unidas
a la membrana del parasito (Reyes, 1994). La sobrevivencia de T. cruzi
depende en gran parte de las proteinas y glicoconjugados que median
la interaccion parasito-hospedero. La mayoria de estas moléculas son
ancladas a la membrana por el glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) (Palau,
2000).

1.4. Proteémica

La prote6mica es un area de las ciencias biolégicas que ha permitido
ampliar la visién de la gendmica desde una perspectiva de biologia de
sistemas. Mientras que el ADN es el archivo de informacion de la
célula, las proteinas son el resultado de la expresibn gendmica y
transcriptomica, y en ultima instancia, son las que determinan los
procesos biolégicos. La protedmica se define como el analisis completo
de las proteinas de una célula, tejido u organismo en un punto dado en
el tiempo y condicion ambiental (Wilkins, et al, 1995 y MacDonald
2004). El anélisis protedmico involucra tanto las alteraciones cualitativas

de las proteinas como los cambios cuantitativos en los niveles de

39



expresion de proteinas que se producen en respuesta a un determinado
conjunto de condiciones ambientales. Es posible que un genoma Unico
de lugar a un numero infinito de proteomas. Se ha demostrado que la
informacion tanto de la expresion de ARNm y proteinas es necesaria
para comprender una red de genes (Hatzimanikatis 1999). La expresién
génica de los eucariotas se controla tanto de forma transcripcional
como post-transcripcional, y diferentes estudios con los eucariotas
superiores indican que el control post-transcripcional desempefia un
papel critico en la regulacion de la expresion génica (Tomoyoshi, 1995).
La importancia de la proteémica se basa en la capacidad de analisis
para el estudio post-transcripcional y las modificaciones post-

traduccionales de las proteinas (Dutt, 2000).

El campo de la proteébmica abarca una serie de diferentes areas de
estudio. Las principales areas de este ambito son la proteGmica
funcional y de expresion diferencial. La proteémica funcional es un
término usado para describir las interacciones de proteinas, caracterizar
su actividad e identificar la presencia de modificaciones post-
traduccionales, mientras que la protedmica de expresion, es la medicion
de los niveles de expresién de proteinas entre las células o bajo
diferentes condiciones ambientales (MacDonald 2004).

Los pasos clave en la prote6mica son la separacion de mezclas
complejas de proteinas, seguida de la identificacion de éstas. El éxito
de cualquier estudio de prote6mica esta directamente vinculado con la
adecuada ejecuciéon de la técnica de una manera coherente y

reproducible.
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1.4.1. Importancia de la proteébmica en el descubrimiento de nuevas

dianas para medicamentos y vacunas

El descubrimiento de medicamentos puede ser definido como un
proceso de investigacion que identifica y desarrolla una molécula que
produce como resultado un efecto deseado en un organismo vivo. A
pesar de que la célula humana esta hecha de un gran nimero de
genes, proteinas y metabolitos, la mayoria de las veces un farmaco
esta disefiado para actuar sobre una proteina. Aungue aparentemente
puede parecer directo el proceso de encontrar una proteina que causa
un efecto adverso y luego usar una molécula para bloquear los efectos,
hay retos, tanto técnicos como fisiolégicos, que hacen que el
descubrimiento de farmacos sea un enorme desafio. El primer reto es
encontrar la proteina objetivo. Una vez que un modelo adecuado se ha
encontrado, el siguiente paso es identificar la proteina responsable de
las condiciones adversas que se estudian. Este paso es donde los
avances tecnolégicos, que permiten los estudios de proteinas
contenidas en células, tejidos y organismos, han cambiado los trabajos
relacionados con el descubrimiento y disefio de farmacos (Veenstra,
2006).

Las proteinas se estudian para determinar si juegan un papel en el
fenotipo de células particulares. Las tecnologias actuales permiten
descubrimientos cuyos objetivos son identificar la mayor cantidad de
informacion sobre tantas proteinas como sea posible para establecer si
éstas estan contribuyendo al fenotipo observado. La capacidad de
reunir mas informacion sobre las proteinas implicadas parece simplificar
el problema, y permitir la caracterizacion de un gran numero de dianas

para nuevos medicamentos (Veenstra, 2006).
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En todo caso, existe una limitacion importante en el estudio de las
proteinas de baja abundancia, debido a la falta de estrategias analogas
a la amplificaciéon de la reacciéon en cadena de la polimerasa para
acidos nucleicos (Dutt, 2000). EI abordaje proteémico es una
herramienta invaluable para el estudio de los patrones globales de la
expresion génica. La aplicacion de estos métodos en tripanosomatidos
es particularmente importante, debido a que estos organismos no
utilizan la iniciacion de la transcripcion como una etapa de regulacion
para controlar la expresién génica (Parodi et al, 2004) y uno de los
mayores beneficios de la 2D-PAGE es la capacidad de resolver las
proteinas que han sido objeto de modificaciones post-traduccionales
(MacDonald, 2004).

1.4.2. Electroforesis de proteinas en dos dimensiones (2D)

Aunque el término "protedmica” fue formalizado en 1996, la herramienta
experimental principal de supervisar en todo el genoma la expresion de
proteinas, la electroforesis en dos dimensiones (2DE), ha estado
disponible desde 1975. Esta separa las proteinas primero por la carga
utiizando un enfoque isoeléctrico y luego por tamafio utilizando
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Dutt, 2000). Es un
método que tiene la capacidad de separar mezclas complejas que
contienen miles de proteinas, ademas de resolver aquellas que
comparten propiedades fisico-quimicas similares (Dunn, 1979). Es la
herramienta de separacion mas utilizada en protedmica ya que es un

técnica robusta y reproducible (Garfin, 2003).

Como se menciond anteriormente, la 2DE es una técnica de separacion

ortogonal en la que las proteinas son separadas por dos principios
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fisicoquimicos, primero dependiendo de su punto isoeléctrico (pl)
(isoelectroenfoque (IEF)), y posteriormente por su masa molecular,
haciendo uso de electroforesis en presencia del detergente dodecil
sulfato sédico (SDS). Ambos procedimientos se llevan a cabo en geles
de poliacrilamida. Una caracteristica sobresaliente de éste método es
que tanto el IEF como la SDSPAGE son técnicas de alta resolucion
(Garfin, 2003 y MacDonald, 2004).

Isoelectroenfoque

En el IEF, las proteinas se separan en un gradiente de pH que emplea
anfolitos (compuestos sintéticos anfoteros) que por el pasaje de
corriente eléctrica generan un gradiente de pH continuo y estable
donde es posible separar proteinas con una diferencia de puntos
isoeléctricos de 10° unidades de pH. Este gradiente continuo e
inalterable durante el paso de la corriente eléctrica, inmoviliza a las
proteinas en su valor de carga nula, generando un espectro-isoeléctrico

en el interior del gel (Gaffin, 2003; Castagnino, 2008).

Electroforesis en geles de poliacrilamida

El principio basico de la electroforesis consiste en la migracion de
moléculas a través de un gel u otro tipo de matriz de naturaleza porosa,
en el cual, por accién de un campo eléctrico, son separadas de acuerdo
con su tamafio o peso molecular. A continuacion, las moléculas son
tefiidas con diferentes colorantes facilitando asi su visualizacion y

posterior analisis e interpretacion (Yabar, 2003).

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida puede llevarse
a cabo en condiciones nativas (ND-PAGE) o desnaturalizantes (SDS-
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PAGE). Las diferencias dependen de los componentes de los geles y el
tratamiento de las muestras. En la SDS-PAGE, se incluyen agentes
desnaturalizantes: reductores, detergentes y agentes caotrépicos,
mientras que en ND-PAGE, las proteinas mantienen su estructura
tridimensional (3D) y las diferentes cadenas polipeptidicas pueden
permanecer unidas, separandose no solo en funcién de su carga
eléctrica, sino también segun su tamafio y forma. Por el contrario,
cuando las proteinas se solubilizan en presencia del detergente
anionico SDS, éste se une a las proteinas, rompiendo interacciones
hidrofébicas y desnaturalizdndolas. Las proteinas desnaturalizadas de
la muestra adoptan una estructura en forma de bastoncillo con una
serie de moléculas de SDS cargadas negativamente a lo largo de la
cadena polipeptidica. Ademas, se une cada molécula de SDS por cada
dos residuos de aminoécidos. La carga nativa original de la molécula
esta completamente enmascarada por la carga negativa del SDS. Los
complejos SDS-proteinas presentan un valor carga/masa constante, y
por lo tanto, se separan de acuerdo a su tamafio cuando migran desde
el catodo al &nodo a una velocidad relacionada con su peso molecular.
Ademas del SDS, se emplean otros agentes desnaturalizantes como
son un agente reductor, generalmente el 2-mercaptoetanol, que reduce
los puentes disulfuro (Cys-S-S-Cys) a grupos tioles (Cys-SH), y agentes
caotrépicos como la urea, que rompen puentes de hidrégeno, lo cual
permite la disociacién de las proteinas en sus subunidades. A diferencia
de la electroforesis en condiciones nativas, en la SDS-PAGE se
separan las proteinas unicamente en funcion de su tamafio molecular
(Maldonado, 2003).
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1.4.3. Espectrometria de masas para la caracterizacion de proteinas en

prote6mica

La identificacion de péptidos y proteinas en mezclas complejas se lleva
a cabo actualmente mediante una serie de procedimientos que pueden
utilizar una instrumentacibn muy variada, pero describen dos
estrategias basicas: el denominado mapeo de masas peptidicas
mediante espectrometria de masas y la secuenciacion de péptidos
mediante espectrometria de masas en tdndem. En el primer caso, es
necesario utilizar bases de datos de secuencias de genes o proteinas,

mientras que en el segundo no.

La espectrometria de masas (mass spectrometry, MS, por sus siglas en
inglés) se introdujo en el ambito del analisis de biomoléculas al final de
la década de los afios 70 del siglo pasado con la aparicion de diversas
técnicas de ionizacion suave, tales como: la desorcion por campo
eléctrico (FD), la desorcién por plasma (PD) y la ionizacion por
bombardeo con &tomos rapidos (FAB). Estas técnicas permitian la
ionizacion de moléculas termolabiles de gran tamafio, como los
péptidos y las proteinas, sin producir la degradacion caracteristica de
las denominadas técnicas de ionizacion dura. En especial el FAB,
desarrollado a partir de las técnicas de espectrometria de masas de
iones secundarios (SIMS), constituyé la herramienta basica para el
analisis y secuenciacion de pépticos durante mas de una década.
Posteriormente, en el inicio de los afios 90, otros dos métodos de
ionizacion suave, el electrospray (ESI) y la desorcidn de iones por laser
asistida por matriz (MALDI) se constituyeron en los pilares basicos de la

espectrometria de masas en la protedmica contemporanea.
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El desarrollo de analizadores de masas (Figura 1.2) de creciente
resolucion y velocidad de analisis ha sido primordial en este proceso. A
su vez, en los ultimos afios el incremento continuo de las prestaciones
de los analizadores de iones ha ido marcando y ampliando los limites
con los que se aborda el estudio de proteomas por espectrometria de

masas.
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Figura 1.2. Analizadores de masa.

De los cuatro grandes grupos en que pueden dividirse los analizadores
de masas, vgr. Analizadores de sectores (eléctricos, E y/o magnéticos,
B), de cuadrupolo (Q), de tiempo de vuelo (TOF) y de confinamiento de
iones (loc Traps, Orbitraps, y analizadores de resonancia ciclotronica de
iones, ICR), solo los primeros no tienen una utilizacion amplia de
protedbmica. Las ventajas uUnicas que ofrecian en el pasado los
sistemas de sectores en cuanto a su resolucion y a su capacidad para
llevar a cabo colisiones de alta energia para la secuenciacion de
péptidos, puede ser proporcionada ahora por sistemas relativamente
menos complejos, voluminosos y costosos como los analizadores de

tiempo de vuelo provistos de reflectron (reTOF) o el Orbitrap. Por otro
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lado, los sistemas actuales de ICR mediante transformada de Fourier
(FT-ICR), superan ampliamente las caracteristicas de los mejores
sistemas de sector, por lo que en definitiva estos ultimos han dejado de

ocupar un espacio visible en el area de las aplicaciones en protedmica.

Analizadores de masa

Los cuadrupolos son un caso particular de sistemas multipolares que,
estan presentes en casi todos los tipos de espectrometro de masa
modernos como filtros y guias de banda ancha de iones. Un cuadrupolo
consiste en cuatro barras paralelas de seccion hiperbdlica en la cara
interna, a las que se aplica un potencial combinado de corriente
continua y de radiofrecuencia que crean en su interior un campo
denominado cuadrupolar. Los iones generados en la fuente deben
atravesar longitudinalmente el recinto limitado por estas barras para
incidir en el detector. Estos iones que entran en el analizador a una
energia de unos pocos electronvoltios, son sometidos al efecto del
campo cuadrupolar que los hace oscilar y los desvia en funcion de su
valor m/z (maza por unidad de carga) de forma que para una
combinacion de potenciales sélo los iones en un estrecho rango de
valores m/z llega a incidir en el detector. Los analizadores de
cuadrupolo actiuan como filtros de iones y los espectros de masas en
estos sistemas se obtienen mediante un barrido del potencial aplicado a
las barras. En consecuencia, en cada instante soOlo una pequefia
fraccion del total de iones es monitorizada, mientras que el resto se
desecha. Este modo de funcionamiento repercute negativamente en el
limite de deteccién de estos instrumentos, especialmente cuando se

requiere la obtencidon de espectros completos en rangos de masa
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amplios. Cuando a un cuadrupolo se aplica Unicamente el potencial de
radiofrecuencia, este sistema actia como un filtro de banda ancha
mucho mas eficiente que los formados por lentes electrostaticos en
analizadores de baja energia. Este modo de trabajo, conocido como
RF-only, es el que utilizan las cdmaras de colisién en los instrumentos
de triple cuadrupolo y en otros espectrémetros en tandem que emplean
colisiones de baja energia. Ademas, en los sistemas de triple
cuadrupolo, cuando se realizan barridos convencionales (MS) uno de

los dos analizadores debe trabajar también en modo RF-only.

Analizador TOF (time of flight)

El analizador TOF se basa en el hecho de que los iones acelerados por
un campo eléctrico adquieren distintas velocidades segun el valor de su
relacion m/z, y por tanto, tardan distintos tiempos en recorrer una
distancia determinada. Considerando constantes la carga y la energia
cinética de los iones formados en la fuente, la medida del tiempo de
vuelo permite determinar de forma muy precisa la masa de cada uno de
estos iones. A diferencia de los sistemas de cuadrupolo o de sectores,
gue como se indicdé anteriormente, filtran en cada instante grupos de
iones dentro de un pequefo rango de valores m/z desechando el resto
de la poblacién de iones. De esta forma, el analizador TOF separa y
detecta en una escala de tiempo (tiempo de vuelo) el paquete completo
de iones procedente de la fuente. El sistema trabaja por este motivo en
régimen discontinuo, por lo que es un detector indicado para técnicas
de ionizacion de caracter pulsante como el MALDI. El acoplamiento del

TOF a fuentes de iones de produccién continua como el ESI, se lleva a
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cabo mediante sistemas de confinamiento de iones intermedios que
mediante campos eléctricos, acumulan e inyectan, perpendicularmente
a la trayectoria inicial, paquetes de iones en el analizador en ciclos con
frecuencia del orden del KHz. El TOF es un analizador relativamente
simple, con un ciclo de barrido rapido y con un rango de masas en
teoria ilimitado. Debe indicarse que este instrumento fue el primero en
utilizarse en sistemas acoplados para cromatografia de gases-MS
(GC/MS) y el primero también utilizado para el estudio de biomoléculas
mediante su acoplamiento a la ionizacién por desorcion por plasma
(PD).

Trampas de iones

Este tipo de analizadores permite el confinamiento de iones dentro de
una camara de pequefio tamafio utilizando campos eléctricos (Paul trap
o ion trap, Orbitrap) o magnéticos (analizador de resonancia electronica
de iones mediante transformada de Fourier, FT-ICR). Este tipo de
analizadores permiten almacenar, seleccionar y analizar los iones
formados en la misma trampa o fuentes de ionizacién externas. Los
iones pueden mantenerse en el interior de la trampa durante tiempos
prolongados, con objeto de favorecer la observacion de
descomposiciones metaestables o de fragmentos producidos por
colision con moléculas de gas. Los iones fragmentos generados en
estos procesos pueden ser a su vez seleccionados y fragmentados de
nuevo en la misma trampa de forma que el sistema equivale a un

sistema de espectrometria de masas en tandem mudltiple.

El denominado ion trap o trampa de iones cuadrupolar (QIT) fue

inicialmente descrito por el premio Nobel de fisica (1989) Wolfgang
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Paul. Los principales avances en el desarrollo de este analizador fueron
llevados a cabo por Finnigan MAT que en 1983 comercializé este
analizador en sistemas para GC/MS. En un QIT, el espacio donde
atrapan los iones queda definido por las superficies hiperbodlicas de tres
electrodos. Generalmente las tapas laterales estan conectadas a tierra
o tienen aplicado un campo de corriente continua mientras el electrodo
anular se le aplica un voltaje de radiofrecuencia que genera un campo
de tipo cuadrupolar en el interior del analizador. Los iones que se
introducen en la trampa quedan sometidos a este campo de
radiofrecuencia que los mantiene oscilando en una 6rbita compleja
formada por una componente axial y otra radial. Para generar el
espectro de masas, los iones pueden extraerse de la trampa en funcion
de su relacion m/z utilizando diferentes procedimientos. El primer
meétodo utilizado en sistemas comerciales fue el modo de
desestabilizacion selectiva de masas (mass-selective instability) que
hace un barrido de la corriente de radiofrecuencia aplicada al electrodo
anular. El aumento de la amplitud de esta corriente aumenta la energia
de las oscilaciones de los iones y desestabiliza sus trayectorias
produciendo la expulsién axial de la trampa de iones con valores de m/z
creciente. Posteriormente, el procedimiento se mejor6 mediante el
modo de eyeccion resonante, donde se aplica un voltaje de
radiofrecuencia adicional a las placas laterales para la desestabilizacion

y expulsion de los iones.

Un rasgo adicional de la trampa es que ésta permite aislar iones
individuales que luego pueden, mediante la aplicacion de un voltaje de
radiofrecuencia a las tapas laterales, excitarse para fragmentacion por
CID con moléculas de Helio introducidas en la trampa. Para el

aislamiento, primero se eliminan los iones de valores de m/z inferiores

50



al del i6n de interés, aumentando la amplitud de la radiofrecuencia
aplicada al electrodo anular tal como se indic6 anteriormente, para
seguidamente aplicar a éste un voltaje negativo que produce la
eliminacion en el eje radial de los iones de m/z superior. Este proceso
de aislamiento/activacion puede realizarse repetidamente, y si bien en
la practica del andlisis proteémico, raramente se requieren mas de 3 de
estas etapas, ya que las trampas ionicas comerciales son capaces de

realizar MS" con n=15.

El primer instrumento basado en el QIT dirigido al andlisis de
biomoléculas (ESQUIRE) podia utilizar diversos métodos de ionizacion
como el ESI, el MALDI o el FAB. En 1995, Finnigan MAT introdujo su
propio LCQ, sistema especialmente disefiado para ionizacion por ESI e
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI). Para entonces, el QIT
mostraba las ventajas Unicas que aportaban los sistemas de
confinamiento de iones, entre ellas, su capacidad de acumulacion de
iones y de realizar andlisis en tandem multiple. La aparicion de las
fuentes de micro en 1995 hizo de estos sistemas uno de los
analizadores mas populares para el analisis de biomoléculas en las
Ultimas dos décadas (Abian, 2008).

Identificacion de proteinas mediante mapeo peptidico

Mediante la estrategia denominada mapeo peptidico o huella de masas
peptidicas, una proteina aislada es convertida en péptidos de tamafio
medio mediante la accién de enzimas especificas, tipicamente tripsina.
El conjunto de péptidos derivados de una proteina es una caracteristica
propia de ésta y puede utilizarse para su caracterizacion. De esta

forma, la determinacion de la masa de los péptidos de digestién de una
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proteina permite hacer comparaciones con las masas tedricas del
conjunto de péptidos esperados para las secuencias almacenadas en
bases de datos, y sugerir, aquellas que se ajustan mas a los datos

experimentales.

1.4.4. ProteOmica y Trypanosoma cruzi

Se han llevado a cabo diversos analisis inmunoldgicos, bioquimicos y
funcionales de las proteinas relevantes en la interaccion hospedero-
parasito y en la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, la mayoria
de ellos involucran cepas pertenecientes al grupo T. cruzi Il y T. cruzi |
de referencia, como las cepas Tulahuen y Dm28c (Hartl 2002, Ortega
1991, Frasch 2001, Almeida 2001, Acosta 2001, Hartl 2002, Mancipar
2003, Marafion 2001, Thomas 2001 y Anez 2005). Se ha realizado
también un estudio de gendmica comparativa utilizando seis cepas
humanas, tres de pacientes asintomaticos y tres de pacientes
cardiacos, entre ellas la cepa CL Brener, Silvio X10 (T. cruzi l) y cepas
de T. cruzi Il; con el fin de tratar de establecer diferencias que
relacionaran el grupo de Trypanosoma cruzi con la forma de
presentacion de la patologia (Baptista, 2006). Utilizando la proteémica
comparativa, se han publicado algunos trabajos con Trypanosoma
cruzi. En el primero se analizd la expresion proteica de epimastigotes
de la cepa Dm28c, donde se argumenta que la etapa donde se tienen
epimastigotes, es decir, la forma no infectiva, seria un buen modelo
para estudios de protedmica, Esto se debe a su facilidad para ajustarse
y responder a diferentes condiciones de cultivos in vitro, y la posibilidad
de obtener una alta cantidad de células necesarias para electroforesis

bidimensional. En los otros, se evaluaron las diferencias en la
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expresion de proteinas entre las diferentes fases del ciclo de vida del
parasito (Parodi-Talice 2004, Paba 2004, Aguero 2006, Atwood 2005).

Tecnologias actuales como la protedmica, que permite el analisis
completo de las proteinas expresadas, dan paso a estudios menos
ambiguos y ejecutables en menor tiempo. Ademas, el hecho de que la
expresion de genes en T. cruzi y otros tripanosomatidos se regule en
primer término a nivel post-transcripcional, y que éstas modificaciones
desempefian un papel importante en la modulacién de las funciones de
la proteina en este parasito, hacen que el analisis protedmico sea
especialmente atractivo para observar los cambios en la expresion de
proteinas del parasito (Lacerda, 2009). Por estas razones, y teniendo
en cuenta que no existen reportes de analisis comparativos de
proteinas que relacionen las diferentes formas de presentacion de la
patologia con los linajes de T.cruzi, en este trabajo se propuso una
aproximacién metodolégica que permitiera determinar diferencias en la
expresion de proteinas entre dos aislados de T. cruzi |, con el objeto de
poder establecer una relacion de éstas con el tropismo por el tejido, y

en consecuencia, con el desarrollo clinico de la enfermedad.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Biolégico: Se utilizaron dos aislados obtenidos de
pacientes chilenos; caracterizados genéticamente como T. cruzi | por
isoenzimas y con el marcador mini-exén. La cepa LQ se aisl6 de un
paciente con cardiomiopatia chagasica y la cepa MF de un paciente
asintomatico. Estas cepas fueron donadas por el Doctor Aldo Solari
lllescas del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Chile,
y se han mantenido en el laboratorio de Inmunologia y Biologia
Molecular de la Universidad Industrial de Santander, por repiques cada
4 dias en un medio de cultivo LIT (Liver Infusion Triptose) liquido,
suplementado con suero bovino fetal al 10% p/v y a una temperatura de
28°C.

2.2. Clonacién: Los parasitos de los dos aislados fueron clonados para
asegurar que se estaba trabajando con una poblacion homogénea de
células (Brisse 2001). Los clones para cada una de las cepas fueron
obtenidos a partir de epimastigotes cultivados en medio semisoélido
AGAR-LIT-BHI-sangre; para esto se mezclaron 50 ml de agar estéril de
pH 7,2, 100 ml de medio LIT con suero bovino fetal al 10%p/v, 100 ml
de infusion de higado y corazon (BHI) estéril, y 6,25 ml de sangre
desfibrinada. A continuacion, se sirvieron 25 ml de esta mezcla en
cajas de Petri de 95 mm de diametro y, después de comprobar la
esterilidad del medio, se sembraron 100 parasitos por caja.
Posteriormente, se sellaron las cajas con papel parafinado y cubrieron
con papel estéril, y finalmente, se incubaron aproximadamente durante
30 dias a 28°C hasta observar el crecimiento de colonias. Se aislaron y

cultivaron cuatro clones para la cepa LQ y dos para la cepa MF en
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medio LIT suplementado con suero bovino fetal al 10%p/v (Camargo,
1964).

2.3. Cultivo y crecimiento de los clones: Los clones de los parasitos
(epimastigotes) se cultivaron a 28° C en medio LIT (Liver Infusién
Tryptose) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Camargo,
1964). Los cultivos se iniciaron con una concentraciéon 1x10°
parasitos/mL. Después de 4 dias, se hizo una diluciéon al doble, y
finalmente, 4 dias mas tarde, se obtuvieron los pardsitos por
centrifugaciéon a 8000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. A continuacion,
se realizaron tres lavados con Buffer fosfato salino (PBS), utilizando las
mismas condiciones de centrifugacion. A partir de los pellets, se
obtuvieron los extractos de proteinas totales mediante la lisis de los

parasitos.

2.4. Extraccion de las proteinas por lisis celular: Se ensayaron
diferentes métodos para la extraccion de proteinas, con el fin obtener
una concentracion suficiente para utilizar en la electroforesis

bidimensional (2D), tal como se describe a continuacion:

2.4.1. Choque térmico: Los parésitos fueron hervidos 5 minutos con
SDS 0.2% p/v y enfriados en hielo durante un minuto. A continuacion,
se incubaron las muestras en un buffer que contenia: Urea 7M, tiourea
2M, PMSF 100uM, EDTA 5mM, y triton x-100 al 2% v/v.

2.4.2. Lisis Quimica I: Los extractos totales de las proteinas fueron
obtenidos por lisis de los parasitos en un buffer que contenia: Tris
hidroximetil aminometano (Tris base) 40 mM, urea 7 M, tiourea 2M,
fenilmetano sulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM y Triton x-100 al 2%v/v.

Después de incubacion a temperatura ambiente con agitacion
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apreciable, los paréasitos lisados fueron centrifugados por 30 min a
13000 gravedades. Posteriormente, se conservo el sobrenadante que

tenia las proteinas en disolucion.

Los dos ensayos anteriores se realizaron a diferentes tiempos de
incubacion, en los respectivos buffer de lisis, que fueron 30 y 60
minutos respectivamente, cada ensayo se efectudé también sin la
presencia de Triton x-100. Con base en los resultados se optd por

probar un ultimo método de extraccion.

2.4.2. Lisis quimica Il: Los extractos de las proteinas totales fueron
obtenidos por lisis de los parasitos en un buffer que contenia la
siguiente composicion: Tris Base 40 mM, urea 7 M, tiourea 2M, 3-
(cloroamido propil)-dimetilamonio-1 propanosulfato (CHAPS) al 4% y
PMSF 1mM. Después de incubar la solucién resultante a temperatura
ambiente con agitacion apreciable, los parasitos lisados fueron
centrifugados por 30 minutos a 13000 gy el sobrenadante fue llevado a
-70°C o usado inmediatamente para llevar a cabo el Isoelectroenfoque
(Parodi, 2004).

2.5. Cuantificaciéon de proteinas solubles totales: La concentracion
de proteinas se determin6 por el método de Bradford (Bradford 1976).
El reactivo de Bradford se preparé mezclando 50ml de etanol al 95%
(v/v), 100 mg azul de Coomassie G250 y 100ml de acido orto-fosforico
al 85% (v/v).95%. Se realizo la curva de calibracion, con una solucion
de albumina de bovino (BSA) de concentracion 1mg/ml, a partir de la
cual se prepararon disoluciones de proteina de 0,1 a 0,8 mg/ml. Como

diluyente se utiliz6 una solucion 1:10 de buffer de lisis en agua
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destilada. Para la cuantificacion, se mezcl6 1 ml de reactivo de
Bradford y 20 uL de cada muestra patrén, respectivamente. Las
mezclas se dejaron reposar durante dos minutos y se leyd la
absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotobmetro marca Termo Electrén Corporation, mdédelo Genesis
10UV. Conocida la curva de calibracion, se determinaron las muestras
problema (diluciones 1:10) que correspondian a los extractos de
proteinas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi | de los aislados LQ y
MF. (Ver anexol)

2.6. Electroforesis de Proteinas en una dimension (1D)

Como un paso previo a la comparacion entre las proteinas de los clones
provenientes de las cepas LQcll y MFcll, se realizé electroforesis de
proteinas en una dimensién (1D) en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) al 12% y en condiciones denaturantes. Para ello, se utilizé una
camara de electroforesis marca BIORAD, modelo Mini-Protean Tetra
cell. Para realizar la electroforesis, se ensamblaron los vidrios de
acuerdo a las especificaciones de manufactura, y se prepararon 5 ml
de gel de corrida (2 mL de Acrilamida/bisacrilamida al 30% p/v, 1,3 mL
de tris pH 8,8, 50 uL de SDS al 10% v/v, 25 pL de persulfato de amonio
al 10% p/vy 2,5 pL de TEMED).

El gel se vertio entre los vidrios y se cubri6 con una capa de
isopropanol, con el propésito de hacer mas efectiva la polimerizacion.
Una vez polimerizado el gel de corrido, se lavd con abundante agua
desionizada para retirar el isopropanol y las porciones acrilamida sin
polimerizar. Posteriormente, se seco con papel de filtro y se llen6 con 3

ml de gel de poliacrilamida al 4 %p/v (staking gel), (0,45 mL de
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acrilamida/bisacrilamida al 30% p/v; 0,75 mL de tris-HCI pH 6,8; 30 pL
de SDS al 10 %; 60 pL persulfato de amonio y 10 pL de TEMED). Se
introdujo el peine en la solucién y se dejé polimerizar. Terminada la
polimerizacion se saco el peine, se limpiaron los pozos, se introdujo el
montaje en la cAmara de electroforesis y se cubri6é con buffer de corrido
(Tris base al 0,20% pl/v, glicina 1,44% p/v, SDS al 0,10% v/v).

Las muestras para andlisis electroforético, se mezclaron 10uL de
extracto de proteinas del parasito, de concentracion 1ug/pL, con 10pL
de buffer de carga (tris-HCI pH 8,8 al 25%, glicerol al 20%, SDS al 40%,
mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol al 5%). La mezcla se
calent6 durante 5 minutos en bafio maria. A continuacién, se sembraron
en los pozos con 5 UL de cada muestra, y un pozo con marcador de
peso molecular marca FERMENTAS, que contenia proteinas entre 10 y
200 KDa de masa molecular. Las proteinas se separaron en los geles a
un voltaje de 100 V durante 1.5 h. Posteriormente, se desmontaron los
geles de las placas de vidrio y tifleron durante 20 minutos con azul de
Coomassie R-250, preparado al 0,25% p/v en solucién de metanol al 50
% viv y acido acético al 10% v/v disueltas en agua destilada. Para
observar las bandas de proteinas, se destifid el gel sumergiéndolo
durante 20 minutos en solucion decolorante concentrada compuesta por
metanol al 50 %v/v y acido acético al 10%v/v disueltas en agua
destilada. Seguidamente, se destifid durante 3 dias en solucion
decolorante diluido (metanol al 5 %v/v y acido acético al 10%v/v).
Posteriormente, se escaned el gel con las proteinas tefiidas en un
densitometro UMAX, PowerLook 2100XL. La comparacion de los
perfiles proteicos de los dos aislados se realiz6 haciendo uso del
programa PhotoCaptMw., determinando las diferencias entre los perfiles
proteicos Yy el peso molecular de las proteinas de cada aislado.
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2.7. Electroforesis de proteinas en dos dimensiones (2D): Los
extractos solubles de las proteinas totales se separaron mediante
electroforesis bidimensional (2D-SDS-PAGE), tal como se describe a

continuacion:

Se llevaron a cabo ensayos iniciales para la estandarizacion de la
técnica de electroforesis 2D con parasitos de T.cruzi. Para ello, se
realizaron ensayos con epimastigotes del clon 338 de T.cruzi
correspondiente a un aislado de paciente de Santander con
cardiomiopatia chagasica y clasificado como linaje Tc I. En este caso se
utilizé un gradiente de pH de 3 a 10. En este procedimiento, se
variaron tiempos de rehidratacién y condiciones de isoelectroenfoque
hasta logar mapas proteOmicos con una alta resolucion. Las
condiciones para electroforesis en dos dimensiones elegidas se

describen a continuacion:

Los sobrenadantes de las proteinas solubles (180 pg de proteina de
cada aislado), se mezclaron con un buffer de rehidrataciéon, compuesto
por: urea 8 M, CHAPS al 2%pl/v, Biolite al 2%v/v y trazas de azul de
bromofenol, hasta completar 125 pL de solucion. Las mezclas se
agitaron y se centrifugaron durante un minuto a 1500 g. Para la primera
dimensidn, se utilizaron tiras de pH en gradiente inmovilizado (7 cm, pH
de 3-10, Bio-Rad). La rehidratacion de los 125 pL de cada muestra se
llevéd a cabo en forma pasiva durante 12 horas. Seguidamente, las
proteinas fueron isoelectroenfocadas a 20 °C mediante el siguiente
protocolo: Paso 1 (20 min a 250 V, lineal), paso2 (2h a4000V) y
paso 3 (4 000 V hasta 10 000 V/h). Una vez finalizado el IEF, se
equilibraron las tiras en un buffer compuesto por Tris de pH 8,8, 1,5 M,
urea 6 M, glicerol al 30%v/v, SDS al 2%p/v y dititreitol (DTT) al 2%v/v, y

en un segundo buffer compuesto por Tris 1,5 M de pH 8,8, urea 6 M,
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glicerol al 30%v/v, SDS al 2%p/v y yodoacetamida al 2 %v/v durante 15
min, en cada caso. La mayoria de los puntos (spots) de proteina se
centr6 en la regidn acida del gel, por lo que se realizaron nuevas

corridas usando tiras de un rango de pH mas estrecho (pH rango 5-8).

La separaciéon de las proteinas en funcibn de su masa molecular
(segunda dimension), se realiz6 colocando las tiras equilibradas del IEF
sobre geles de poliacrilamida al 12%p/v en presencia de SDS (PAGE-
SDS) preparados segun el protocolo descrito para el gel de corrido en
una dimensién. Esta electroforesis se llevé a cabo a un voltaje de 150 V
durante 50 minutos. La tincion de los geles se llevd a cabo con azul de
Coomasie R-250 al 0,25 %p/v siguiendo el mismo protocolo utilizado

para la tincion del gel en una dimensién, descrita anteriormente.

Usando el procedimiento descrito, se prepararon tres geles de una
misma muestra de proteinas para verificar la reproducibilidad de la
técnica. Los geles escaneados fueron analizados segun el protocolo
gue se describe en el andlisis bioinformatico de imagenes. Ademas, se
probé la técnica publicada por Wang, (2003) para disminuir la
probabilidad de errores experimentales en la segunda dimension (2D) y
en la tincion de los geles. Esta consiste en cortar las tiras después de
alcanzar el equilibrio, y colocar las tiras con el mismo rango de pH en

un mismo gel para la separacion por tamafio molecular.

Luego de probar las diferentes técnicas, se decidio utilizar las tiras
completas y realizar los experimentos por triplicado con el fin de
disminuir la presencia de errores experimentales y asi tener un punto de

comparacion.
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2.8. Analisis bioinformatico de los “spots” de los geles de
electroforesis 2D.

Para el andlisis comparativo de los geles tefidos, éstos se digitalizaron
en el escaner (UMAX, PowerLook 2100XL) a una resolucién de 150 dpi
(pixeles por pulgada). Posteriormente, los “spots” proteicos de las
imagenes se analizaron cuantitativamente con el programa PDQuest 2-
D software V 8.1 (Bio-Rad). Se compararon los “spots” de 3 geles
distintos por cada uno de los grupos analizados (proteinas del clon LQ
versus proteinas del clon MF). Para compensar los posibles errores
introducidos durante la carga proteica y en el desarrollo de la tincion de
los geles, las intensidades de los spots se normalizaron expresando la
intensidad de cada mancha respecto a la intensidad total de todas las
manchas presentes en el gel. Los valores medios y los coeficientes de
variacion de los puntos diferenciados (en expresion 0

presencia/ausencia) se calcularon con el mismo programa.

En este analisis, se identificaron los “spots” cuya cuantificacion cambié
significativamente en ambos sentidos (aumento o disminucion). Se
identificaron las proteinas cuyo contenido en el clon LQ era superior 10
veces al contenido del clon MF. Cuando un punto no se encontraba
presente en un gel, una estimacion de la mancha del minimo detectable

fue utilizada para el analisis.

2.9. Espectrometria de Masas MALDI-TOF: Los “spots” de interés se
recortaron de forma manual y se digirieron “in-situ” con tripsina
empleando un protocolo basado en el trabajo descrito por Shevchenko
et al (1996). EIl sobrenadante de la digestion (que contiene los

péptidos) se acidifico con TFA (0.1% concentracion final), y se seco en
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una centrifuga al vacio (Speedvac), para luego resuspenderlo en 5 ml
de TA (TFA 0.1%v/v en Acetonitrilo 33% v/v). Una pequefia alicuota
(0.5 ml), se deposité en una placa “Anchor-chip” (Bruker) empleando
DHB (acido 2,5-di-hidroxi Benzoico) como matriz a una concentracion
de 5 g/l mediante el método de evaporacion rapida. La placa se
introdujo en un espectrometro de masas de tipo MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorption ionization/time-of-flight) Modelo Autoflex de
Bruker equipado con reflector. Los espectros de masas obtenidos se
utilizaron como “huella peptidica” para la identificacion de proteinas en
las bases de datos utilizando motores de blusqueda (por ej. Mascot)

accesibles en la red.

2.10. Espectrometria de masas con trampa lonica (Sistema
LC/MS/MS)

El digerido utilizado para el analisis de masas se volvié a secar y se
resuspendio en acido acético al 0.5% v/v para su posterior analisis por
cromatografia liquida en fase reversa-espectrometria de masas (LC/RP-
MS) en un espectrometro de masas de tipo electrospray acoplado a
trampa iénica (ESI-IT) modelo Deca-XP (Thermo-Finnigan, San Jose,
California, USA) empleando una columna de 180 mm de diametro
interno a un flujo de 1,5 ml/m en modo micro-spray con una interface
“metal needle-kit” (Thermo-Finnigan). El método empleado (“Exclusion
Dindmica”) fragmenta potencialmente todos los péptidos resueltos
contenidos en la mezcla inicial. Los espectros de fragmentacion
obtenidos (MS/MS) se analizaron mediante el motor de busqueda
Phenyx y se confirmaron con motor Sequest las secuencias parciales
obtenidas se utilizaron para encontrar homologias empleando el

programa FASTA.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas de epimastigotes de

T.cruzi

Inicialmente, se realizaron ensayos preliminares con epimastigotes del
clon 338, correspondiente a un aislado de paciente de Santander con

cardiomiopatia chagasica y clasificado como linaje T.cruzi 1.

En primer lugar se llevdé a cabo la estandarizacion de la técnica de
extraccion de proteinas de los epimastigotes de T.cruzi. En la tabla 3.1
se muestran los resultados de las dos técnicas de lisis celular para la
obtencion de proteinas solubles totales de T.cruzi. En ella se muestra
que los mejores resultados fueron obtenidos a mayor tiempo de

incubacion y en presencia de tritdn- x 100.

Tabla 3.1. Efecto del tipo de lisis celular sobre la extraccién de proteinas de

epimastigotes del aislado 338.

No. de Método de Tiempo de Presencia de Concentracion de
muestra extraccion incubacion proteinas totales
(min) Triton- x100 (mg/mL)

A Buffer de lisis 60 NO 1.41

B Buffer de lisis 60 SI 2.20

C Buffer de Lisis 30 NO 1.36

D Buffer de Lisis 30 Sl 2.09

E Choque térmico 30 NO 0.36

F Choque térmico 30 Sl 0.23

G Buffer de lisis 60 NO 141

H Choque térmico 60 Sl 0.99
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Nota: Las concentraciones de proteinas se estimaron por el método de Bradford, después de
la lisis de los parasitos en un buffer (Tris base 40 mM, urea 7 M, tiourea 2M, PMSF 1 mM) y la
lisis por choque térmico. Los dos ensayos se realizaron a diferentes tiempos de incubacion.
Ademas, cada uno se realizd en ausencia o presencia del detergente Triton x-100 en el buffer
respectivo. Los ensayos se hicieron por triplicado y las desviaciones estandar fueron menores al
3%.

Posteriormente, los sobrenadantes de cada ensayo fueron utilizados
para electroforesis en una dimension (1D). En la Figura 3.1 se puede
ver que se aprecian muy levemente las bandas de proteinas
correspondientes a los extractos proteicos obtenidos por choque
térmico. Es por ello que se optd por utilizar lisis quimica de los parasitos
para la obtencién de proteinas totales solubles del paréasito. Sin
embargo, se observé una baja resolucién de las bandas de proteinas en
los carriles correspondientes a las muestras tratadas con el buffer de
lisis, por lo que, tal como se describe en los métodos, se optd por
experimentar con un nuevo buffer de lisis que contenia: Tris base 40
mM, urea 7 M, tiourea 2M, PMSF 1 mM y CHAPS 4% p/v. Las
concentraciones de proteinas totales se determinaron por el método de
Bradford. En el anexo 1 se muestra una curva de calibracion realizada
con albumina y en la tabla 3.2 la concentracion de las proteinas de los

parasitos lisados.

Tabla 3.2. Concentracion de proteinas totales obtenidas mediante lisis

gquimica de los epimastigotes de los clones LQ, MF y 338

Tipo de T.cruzi Proteinas (mg/mL)
Epimastigotes del clon LQ 8,12
Epimastigotes del clon MF 8,90
Epimastigotes del clon 338 8,10
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Nota: .Los parasitos fueron lisados utilizando el buffer de lisis compuesto por: Tris base 40 mM,
urea 7 M, tiourea 2M, PMSF 1 mM. CHAPS 4% p/v. Los ensayos se hicieron por triplicado y las

desviaciones estandar fueron menores al 3%.

Las concentraciones de proteinas totales mostradas en la tabla 3.2
fueron considerablemente mas altas que las obtenidas por los métodos
de extraccidn que se resumen en la tabla 3.1, por lo que se considerd
que éste método es mas adecuado para los experimentos de
electroforesis en dos dimensiones (2D) debido a las altas
concentraciones de proteinas que se necesitan en el desarrollo de esta
técnica. Los extractos proteicos cuantificados fueron utilizados para
electroforesis en una dimensién (1D) (Ver Figura 3.2), y posteriormente
para los primeros ensayos de electroforesis bidimensional (2D). (Parodi,
2004).

3.2. Electroforesis unidimensional de proteinas de epimastigotes

de los aislados de T.cruzi |

En la figura 3.1 se muestra la imagen correspondiente al gel de
electroforesis SDS-PAGE (1D) de los extractos de proteinas obtenidos
por los métodos que se describen en la tabla 3.1. En los dos ultimos
carriles se observa que las muestras tratadas con el método de choque
térmico no fueron detectadas bandas de proteinas por tincion con azul
de Coomasie, mientras que en los cuatro primeros carriles se pueden
apreciar algunas bandas, aunque con muy poca resolucién. Por esta
razon, se probOd nuevo meétodo de extraccion de proteinas de

epimastigotes de T.cruzi.
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Figura3.1 Gel de SDS-PAGE al 12% de los extractos proteicos de
epimastigotes del aislado 338 de T.cruzi lisados por los métodos
descritos en la tabla 3.1.

Los carriles corresponden a lo siguiente:(A) Proteinas extraidas con buffer de lisis, 60 min de
incubacién. (B) Proteinas extraidas con buffer de lisis, 60 min de incubacién y presencia de
Triton X-100. (C) Proteinas extraidas con buffer de lisis, 30 min de incubacién. (D) Proteinas
extraidas con buffer de lisis, 60 min de incubacién y presencia de Triton X-100. (E y F)
Proteinas extraidas por el método de choque térmico.

A partir de las concentraciones de los extractos proteicos indicados en
la tabla 3.2, se selecciond la lisis quimica como método de extracciéon
de proteinas la lisis quimica utilizando el buffer compuesto por: Tris
base 40 mM, urea 7 M, tiourea 2M, PMSF 1 mM y CHAPS 4%pl/v. A
continuacion, se prepararon geles SDS-PAGE en una dimension (1D)
para una diferenciacion preliminar entre la composicion de las proteinas
de los epimastigotes de las cepas de T.cruzi LQ . MF y 338
(Figura3.2).
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Figura3.2 Gel de electroforesis SDS-PAGE-1D al 12% de los clones
LQ, MF y 338 lisados utilizando el buffer de lisis. Nota: El buffer de lisis estaba

compuesto por: Tris base 40 mM, urea 7 M, tiourea 2M, PMSF 1 mM y CHAPS 4%pl/v.

En la figura 3.2 se observa que los perfiles electroforéticos en 1D de
las proteinas extraidas de los clones son muy similares, y que
presentan diferencias minimas en proteinas de bajo peso molecular
(menores que 38 kDa) que podrian resultar interesantes para ser
analizadas. Sin embargo, este resultado evidencié la necesidad de usar
una electroforesis de proteinas bidimensional (2D) para encontrar
perfiles de expresion diferencial de proteinas entre los aislados LQ y
MF. Con estos experimentos, se pudo confirmar que es adecuado el
método de extraccion de proteinas, utilizando el buffer de lisis
(compuesto por Tris base 40 mM, urea 7 M, tiourea 2M, PMSF 1 mM y
CHAPS 4%pl/v), debido a la alta concentracién de proteinas (tabla 3.2)

y resolucion de bandas de proteinas observada en la figura 3.2.
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Después de este sondeo, se procedid a la optimizacion de la

electroforesis 2D.

3.3. Electroforesis bidimensional de proteinas de epimastigotes de

T.cruzi |

3.3.1. Estandarizacion de la técnica

De la misma forma que en la estandarizacion de los métodos de
extraccion de proteinas, se realizaron incialmente ensayos preliminares
con el extracto proteico de epimastigotes del clon 338. Estos ensayos
se llevaron a cabo como una forma de estandarizar la técnica de
andlisis biodimensional. En este caso, se uso6 un gradiente de pH de 3 a
10. Los resultados de la separacion de proteinas se muestran en la
figura 3.3. A partir de este resultado, se concluyd que era necesario
aumentar el tiempo de focalizacion, por lo que se prosiguié a aumentar
la de voltios/h totales. Ademds, se pudo apreciar que la cantidad de
muestra rehidratada se podia incrementar para poder detectar un mayor
namero de proteinas. Después de varios ensayos se logro la

obtencion de un gel con buena resolucion (figura 3.4).

Para evaluar la reproducibilidad de la técnica, se corrieron dos geles
gue incluian las mismas muestras proteicas. En esta ocasion se
aumento en 2 horas el tiempo de focalizacion. Los geles se tifieron con
azul de Coomasie y posteriormente se escanearon. Las imagenes
obtenidas fueron digitalizadas y procesadas en el software de analisis
PDQUEST. Los resultados se muestran en las figura 3.4 donde,

aungue se observan algunas diferencias entre los geles en la tabla 3.3,
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se muestran los altos porcentajes de similitud entre las muestras

analizadas.

‘——.

1\.

PM 100-10 KDa

Figura 3.3. Gel de electroforesis SDS-PAGE-2D al 12% de las proteinas
de epimastigotes de T.cruzi del clon 338 usando tiras con gradiente de
pH 3-10.

i
? % L
o T, o0 20 w
u%t- “a - »
gy -E‘ - .‘ .
'S ‘-n - o=
- -:‘ L =
l: -, : :,u '.
L a
A B C

Figura3.4  Andlisis de los spots de las imagenes de los geles SDS-
PAGE-2D de las proteinas de epimastigotes del clon 338 de T.cruzi. (A) Gel

master producido por el programa PD-QUEST (verde; proteinas expresadas simultdneamente
en los dos geles, rojo proteinas expresadas particularmente en el gel B y azul; proteinas
expresadas particularmente en el gel C) y Réplicas de los geles 2D, SDS-PAGE, de las
proteinas de epimastigotes del clon 338 (B y C); usando tiras con gradiente de pH 3-10.
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Tabla 3.3. Reporte del analisis de las réplicas correspondientes a las

proteinas de epimastigotes del clon 338

Gel Mame Replicate Group |Spots (Matched |Match Rate 1 |Match Rate 2 | Corr Coeff
*epimastigotes del aislado 338 | v |not assigned 189 | 157 58% 59% 1.000
epimastigotes del aislada 338 Il vl |not assigned 155 | 150 59% 54% 0.576

A su vez, se realizaron ensayos usando gradientes de pH de 3 a 10
para comparar el clon MFcll, correspondiente a la cepa chilena de
paciente asintomatico, y el clon LQcl1, la cepa chilena del paciente con
cardiomiopatia (CC). Al igual que los anteriores, estos geles se tifieron
con azul de Coomassie (Ver figura 3.5).

Para identificar las proteinas que se expresaron de forma diferente
entre ambos aislados, se utilizo el programa PD-Quest (BIO-RAD) para
llevar a cabo la superposicion de los imagenes de los geles de ambos
aislados de T.cruzi I, lo que permitio identificar las sefiales de spots que
difieren en intensidad, las que son comunes a los dos aislados y las que
estan ausentes en uno de los dos aislados. La figura 3.6 muestra los
resultados de estos andlisis. Se hallaron 301 “spots” en el gel del clon
LQcl1, mientras que 305 para clon MFcll. Los “spots” compartidos en
ambas muestras fueron 282. 17 spots mostraron mayor intensidad y 15
fueron exclusivos del clon LQcl1, mientras que, en el gel del clon MFcl1
se identificaron 13 spots mas intensos y 19 exclusivos (Ver figura 3.6).
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Figura 3.5. Geles de electroforesis SDS-PAGE-2D al 12% de las proteinas de

los clones provenientes de los aislados LQ (CC) y MF (Asintomético).

Figura 3.6. Andlisis comparativo de imagenes de los mapas
proteémicos de los clones LQcll y MFcll. En la figura se expresa el gel “Master”

generado por el programa PD-QUEST (Verde; proteinas expresadas simultaneamente
en los dos geles, rojo proteinas expresadas particularmente por el clon LQcl1 y azul;

proteinas expresadas particularmente por clon MFcll)

Posteriormente, se llevaron a cabo los andlisis de las digestiones

tripticas de 10 puntos de proteinas expresados de forma diferencial (Ver
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figura 3.7), para poder llevar a cabo la identificacion de las proteinas
por espectrometria de masas MALDI-TOF y posterior basqueda en el
motor de busqueda MASCOT. Los puntos identificados
inequivocamente fueron: un receptor de la proteina quinasa C y tres
isoformas de la proteina HSP 60 (Ver anexo 2) expresadas en mayor
medida en el aislado de paciente con CC. Ademas de ser identificadas
en éste ensayo preliminar, éstas mismas proteinas también fueron
identificadas por LC-MS/MS (trampa ionica) en otros geles de los
mismos aislados, después de conseguir una mejor resolucién de las
proteinas separadas por electroforesis bidimesional (2D) (Ver figura
3.12 y tabla 3.6).

[
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Figura 3.7 Imagen del gel de electroforesis SDS-PAGE-2D al 12 %
indicando las proteinas del clon LQcll analizadas por espectrometria de
masas MALDI-TOF.

Como se observa en las figuras anteriores, la mayor cantidad de
proteinas se concentra en un rango de pH menor a 8. Por lo tanto, se
utilizé un gradiente de pH de 5-8 para lograr una mayor separacion y

resolucion de las proteinas, y un analisis mas detallado de su nivel de
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expresion. Ademas, se probd la técnica publicada por Wang (2003) que
consiste en cortar las tiras después de la fase de equilibrio y colocar las
fracciones con el mismo rango de pH en un mismo gel para la
separacion por tamafio molecular. En las figuras 3.8 y 3.9 se muestran
las imagenes de los geles obtenidos con las proteinas de epimastigotes
del clon 338. En ella se observa que la variacibn de muestras
individuales es reducida, y por tanto la comparacion de cada una de las
mitades es mas facil de visualizar en relacion con la técnica anterior.
Estos geles se tifleron con azul de Coomasie y para identificar las
proteinas que se expresaron diferencialmente se utilizd6 el programa
PD-Quest (BIO-RAD), que permite detectar las sefales que difieren en
intensidad, las que son comunes para ambos aislados y las que no se

expresan en el otro aislado (figuras 3.4y 3.6).

El andlisis se realiz6 comparando dos mitades de cada uno de los geles
del clon 338, y se observé una alta reproducibilidad (100% de los spots)
en la primera mitad del gel y de 95% en la segunda, tal como se puede
observar en las figuras 3.8 y 3.10 y en los resultados de las tablas 3.4 y

3.5 generadas por el programa.
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Figura3.8  Analisis de imagenes de los geles SDS-PAGE-2D de las

proteinas del clon 338. (A): Gel Master generado por el programa PD-QUEST (verde;
proteinas expresadas simultdneamente en los dos en los primeros fragmentos geles) (B y C):

Réplicas de primeros fragmentos de los geles de las proteinas del clon 338. En estos geles se
usaron tiras IEF con gradiente de pH 4-8 cortadas por la mitad.

Tabla 3.4 Reporte del analisis del los primeros fragmentos del gel
(Tira cortada pH 5-8)correspondiente alas proteinas de epimastigotes del
clon 338.

Gel Marme Replicate Group |Spots |Matched (Match Rate 1 (Match Rate 2| Corr Coeff
“epimastigotes 338 tira cotada 58 1 1 1604092 |not assigned B3 | 63 100% 100% 1.000
epimastigotes 338 tira cortada 58 11 16040943 | nat assigned 83 | 83 100% 100% 0.740

Los resultados de la segunda mitad de los dos geles se observan en las

figuras 3.9y 3.10, y en la tabla 3.5.

74



e— [pl658 ——s «—[plESS o a pl 6,5-8 2

.
. 4
i 7

..ll
. i

&

4

| eM 100-10 KDa

i

A B C

Figura 3.9. Andlisis de imagenes de los geles SDS-PAGE-2D de las

proteinas del clon 338. (A): Gel Méaster generado por el programa PD-QUEST. (B y C):
Réplicas de segundos fragmentos de los geles de las proteinas del clon 338. En este caso se
uso tiras de IEF con gradiente de pH 5-8 cortadas por la mitad.
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Figura 3.10. Imagen del Gel “Master” generado por el programa PD-
QUEST de los mapas proteicos del clon 338 correspondiente al analisis

de los segundos fragmentos de las tiras. Nomenclatura: Verde; proteinas

expresadas simultaneamente en los dos geles. Rojo: proteinas expresadas particularmente del
segundo fragmento de la primer tira, y Azul: proteinas expresadas particularmente segundo

fragmento de la tira.
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Tabla 3.5. Reporte del analisis del los segundos fragmentos del gel
correspondiente a las proteinas de epimastigotes del clon 338.

el Name Replcate Group Spots | atched (Match Rate 1 atch Rate 2| Corr oeff

Epirnasti gotes del clon 338 sequnda

ragmerte e fatracortade et it assined | 62 [ B2 [100% | %% | 1000

Epirnastigotes del clon 338 sequndo

g et eyt asooned | 64 ) B4 |100% | W% (089

En la figura 3.10 se muestra una amplificacién los “spots” expresados
diferencialmente para los segundos fragmentos de las tiras rehidratadas
con el extracto proteico del clon 338. No obstante, se observan
diferencias minimas entre los dos geles (Ver tabla 3.5), las cuales no

son sustanciales y podrian considerarse como despreciables.

El mismo procedimiento se realizé para los clones LQ y MF usando
tiras de gradiente de pH 3-10 (ver figura 3.11) y 5-8. Sin embargo, en
varios casos se observdé que al cortar las tiras se deterioraba la
resolucion de las muestras en los bordes correspondientes al corte,
perdiendo algunas proteinas. Ademas, se tuvo en cuenta que
posteriormente estos mismos geles serian comparados con otros
correspondientes a otras cepas y estadios del ciclo de vida de T.cruzi.
Por esta razon, se separaron las proteinas de los clones a LQcll y
MFcll por electroforesis bidimensional usando tiras de gradiente de pH
5-8, tal como se describié en el procedimiento. Los tratamientos se
realizaron por triplicado y las muestras fueron comparadas usando el

software de analisis PD-Quest.
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Figura 3.11. Imégenes de los primeros fragmentos de los geles de

electroforesis SDS-PAGE-2D al 12% de los de los clones de T.cruzi l. (A)
Gel master generado por el programa PD-QUEST, (B) LQcl1, y (C) MFcll. En ambos casos se

usaron tiras con gradiente de pH 5-8.

3.3.2. Analisis proteGmico comparativo

Las réplicas de los geles comparados se muestran en la figura 3.12.
Para la seleccion de los puntos a identificar se tuvieron en cuenta
aquellos cuya cuantificacion cambié significativamente en ambos
sentidos (aumento o disminucion), y aquellos que se expresaron en un
grupo pero no en el otro, y viceversa, pero teniendo en cuenta los

parametros ya descritos.

El estudio proteémico de ambas cepas permitié la identificacion de
proteinas expresadas diferencialmente, gracias a la obtencién de
mapas protedmicos altamente resueltos y reproducibles; lo que facilito
el manejo y transporte de los geles, permitiendo asi el analisis de un

mayor nimero de muestras. Los resultados mostraron que 10 proteinas
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fueron sobre-expresadas en el clon del paciente asintomético (MFcll)
(Ver figura 3.13), mientas que 8 presentaron mayores niveles de
expresion en el clon obtenido del paciente con CC (LQcll), (Ver figura
3.14).

L
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epimastigotes del aislado LQel] duplicado v2 (Raw 2-D Image, L« epimastizotes dal aislado LQell triplicado v2 (Raw 2-D Image, Lyl spimastizotas dal aislado LQel] v2 (Raw 2-D Imags, Locked)

\

2D Lmgea. ] epimastizotes del aislado MFCI3 triplicado v2 (Raw 2-D Image, L epimastizotes del aislado MFel3 vl (Raw 2-D Imaze. Locked)

Figura 3.12. Andlisis protedmico comparativo entre las réplicas de los de los
clones de T.cruzi I. Rojo. Parte superior: Cepa LQcll; Verde. Parte inferior:
Cepa MFcll.

3.4. Identificacion de las proteinas expresadas diferencialmente

por espectrometria de masas

Las ocho proteinas cuya expresion fue mayor en las réplicas de los
geles correspondientes al clon LQcll fueron analizadas por

espectrometria de Masas MALDI-TOF, y se estima que podrian estar
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relacionadas con la presentacion clinica de la cardiomiopatia chagasica,
Sin embargo, para ninguno de los puntos (spots) se obtuvieron
espectros de masas que permitieran identificar proteinas en las bases
de datos de forma inequivoca. Esto podria tratarse del tipo de muestras
que por razones desconocidas no ionizaron bien. Sin embargo, el
analisis LC-MS/MS dio como resultado la identificacion exitosa de todas
las proteinas. En la tabla 3.6 y los anexos 4 a 11 se muestran los
resultados con el motor Phenyx (el motor Sequest aporta los mismos

resultados).
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Figura 3.13. Imagen de gel de electroforesis bidimensional del clon
MFcl1l (asintomatico) indicando las proteinas con niveles de expresion
aumentados con respecto al clon LQcl1 (CC).
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Figura 3.14. Imagen de gel de electroforesis bidimensional del clon
LQcll (CC) sefialando las proteinas identificadas con niveles de
expresion aumentados con respecto al clon MFcll (Asintomatico)

Tabla 3.6. Proteinas identificadas con el motor de busqueda Phenyx

“Spot” Proteina identificada No. de acceso
3307 Enolasa gi/71665461
3612 HSP60 mitocondrial gi/71665068
5712 Proteina de choque gi/205278870

térmico mitocondrial
5310 Proteina quinasa C gi/71661424
6313 Metilcarboxipeptidasa gi/l47076074
6414 Metilcarboxipeptidasa gi/47076074
7509 Cistation beta sintasa gi/71668089
8410 Cistation beta sintasa gi/71668089
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3.4.1. Correlacion de las proteinas identificadas con el desarrollo
clinico de la enfermedad de Chagas

Enolasa:
¥ Las enolasas se han caracterizado en una
L
amplia variedad de organismos, y se ha
- - : ,
Eveves encontrado que sus secuencias estan muy
Norm
INT=Area . .
||| | T conservadas entre las diferentes especies
SSP 3307
encontradas. La enolasa (hidrolasa 2-fosfo-
D-glicerato) es una enzima responsable de
LQws MF 200%9-07-22 (Master, Loclked)

Fia 3.5, Hisoyrama d hepesin seencilelonos.~ C@talizar el paso de la deshidratacion del 2-
moshado en el gel "Master" (En verde Las replicas que . . .
conespondenalclonMFci y enrojolas dellonLQcl) fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato en la via
glucolitica. Especificamente, la expresion de
enolasa se ha relacionado con las etapas de transformacion del
toxoplasma gondii (T.gondii), protozoo causante de la toxoplasmosis.
Se ha sugerido que el aumento de la expresion de ésta proteina en
T.gondii puede estar relacionada con su dependencia de la glucolisis
anaerobica durante el enquistamiento del parasito. La division activa e
invasiva, Taquizoito (forma activa de replicacién), también, se ha

relacionado con presencia de la enolasa.

La enolasa no sélo se asocia con la via catabdlica de un parasito
(Kibe, 2005 y Bolten, 2008). Otros estudios han expuesto otros
papeles de la proteina en distintos protozoos. La enolasa es una
enzima glicolitica y gluconeogénica que también se encuentra en la
superficie de algunas células eucariotas y procariotas, donde actua
como proteina de union del plasmindgeno (glicoproteina sintetizada por
el higado, presente en el plasma sanguineo). La Leishmania mexicana,

uno de los agentes causantes de la leishmaniasis, se une al
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plasmindgeno, y la enolasa ha sido encontrada en la cara externa de la
membrana plasmatica de este parasito. Se ha demostrado que la
enolasa recombinante purificada tiene actividad de union del
plasmindgeno en la superficie del parasito y que la proteina puede

actuar como uno de los receptores de éste (Vanegas, 2007).

Al realizar los analisis comparativos entre los clones, la enolasa se
expresa con mayor intensidad en el clon obtenido del paciente con CC
(Figura 3.15), lo que fortalece la hipétesis de que la sobreexpresion de
la enolasa en T. cruzi, al igual que en otros protozoos, podria estar
relacionada con la capacidad de infeccidn del parasito e incrementar la
posibilidad de que se presente la forma clinica de la EC. En este
sentido, se ha propuesto que la expresion diferencial de la enolasa en
los parasitos protozoarios, probablemente sirve como una estrategia
para que éstos puedan adaptarse a diferentes condiciones ambientales.
Es por esta razén, se sugiere que debido a que esta enzima actla
como receptor del plasminégeno (Kibe, 2005 y Gupta, 2007), y se
expresa en mayor medida en el aislado del paciente con CC, tal como

indica Bolten, 2008, podria ser un blanco terapéutico contra el parasito.
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Proteinas de chogque térmico mitocondrial

Las proteinas de choque térmico se han
- descrito como unas de las mas abundantes

e il , enT. cruzill (Parodi, 2004).
| | | | m?[c‘n;\rea./“ ™ .

La transmision de T. cruzi del vector al

S5P 3612

'. ® hospedero vertebrado esta asociada con la
ol & v. exposicion de los parasitos a un cambio

LQ vs MF 2008-07-22 (Master, Locked) L]
Figura 316, Histograma de a e‘>’<presiér’]dﬂerencialdelaHSEBU, repentino en la temperatura, que aumenta
A LB e 22280 C en los insectos, y hasta 37 °C
en mamiferos superiores. La respuesta al
choque térmico constituye un mecanismo
Eotéer ' homeostético que se caracteriza por un
|||_| T _ . aumento en la sintesis de un grupo de
= .8 =9 proteinas conocidas como proteinas de

4 choque térmico (HSP), que
050723 (Mt Lok | J .
o BT e e "% tradicionalmente se han clasificado sobre

sFigwa 347, Histograma de la expresitn dferencial de la

proleina de choque témico mitocondrial mostrado en el gel 4
“Master', (Enverde Las repicas que comesponden al clon MFclt la base de su masa molecular (Perez,

yen rojo las delclon LOol1) . .
2009). Estas proteinas son de considerable

interés para el estudio de los parasitos por varias razones. En primer
lugar, el ciclo de vida de la mayoria de los parasitos implica la
transferencia de las células parasitarias de un insecto a un mamifero
hospedero, sometiendo asi al organismo a cambios bruscos de
temperaturas con respecto a la temperatura ambiente. Es por ello que
se considera que las proteinas HSP participan en el proceso de
diferenciacion del parasito y en la adaptacion del parasito a sus
hospederos. Una de las principales caracteristicas de la respuesta de
las células frente al choque térmico es el papel protector que

desempefan las HSPs, ya que las protegen de los efectos toxicos del
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calor y otras formas de estrés; de modo que el grado de sintesis de
HSPs, se correlaciona con el grado de tolerancia a condiciones
extremas de temperatura en una gran variedad de organismos. Existen
dos mecanismos generales por los cuales las HSPs son capaces de
proteger a la célula frente a la presencia de proteinas de ser
desnaturalizadas por temperatura. Uno es la degradaciéon de proteinas
mutadas, ya que ayudan en los mecanismos de protedlisis mediante la
interaccion con moléculas de degradacion; el segundo consiste en
prevenir la agregacion de proteinas mal plegadas con el fin de
promover su correcto plegamiento. En este udltimo caso, las HSPs
desempefian un papel primordial actuando como chaperonas
moleculares (Tibbetts, 2007; Folgueira, 2006; Fernandes, 2005). La
HSP60 facilita el proceso de plegamiento real, creando un entorno
aislado para las moléculas individuales plegables y también puede
promover el despliegue y el repliegue de las sustancias intermedias mal
conformadas (Fink, 1999). Ademas, se ha demostrado que las HSPs
juegan un papel en la respuesta inmune del hospedero (Giambiagi,
1996 y Radwanska, 2000). Las HSP influyen en la actividad de
algunas de las células del sistema inmune por su interaccion con
receptores de la inmunidad innata y sus vias de sefalizacion,
modulando la expresién de estas células (Bringaud, 1995). La HSP 60
exhiben propiedades inmunoreguladoras, especialmente por inducir una
respuesta pro-inflamatoria, la cual en la CC esta relacionada con el
dafio tisular. Los resultados obtenidos en este estudio estarian
confirmando el papel de estas proteinas en el desarrollo de la CC al
encontrarse aumentada su expresion en el paciente con CC vs el

individuo asintomatico.
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Proteina Quinasa activada

La proteina quinasa A y la proteina quinasa
W - C (PKC) fosforilan residuos de treonina o

serina, modificando la actividad enzimatica

2131004

||I| mrﬁjl de manera especifica en cada tipo celular

SSP 5310

ssPeann ejerciendo asi efectos sobre el metabolismo.

La fosforilacion de proteinas juega un papel
LQvs MF 2009-07-22 (Master, Locked) Clave en |a

transduccion de sefales en los sistemas de
Figura 3,18, Histograma de Ia expresicn diferencial de |a proteina
quinasa activada mostrado en el gel Waster, (Envere Lss  @ycariotas.
replicas que comesponden al clon MFC y en rojo las del clon

Lo El diacilglicerol activa un ion Ca®** y un

fosfolipido dependiente de la PKC, que estan asociados con muchos

procesos celulares en células de mamifero.

Aungue se sabe poco sobre los mecanismos moleculares implicados en
el control de la homeostasis del T.cruzi, se ha demostrado que PKC
juega un papel importante en la regulacion del crecimiento del parasito
a través de la modulacion del proceso de translocacién del mio-inositol
a través de la membrana celular del parasito (Barbosa, 2009). EI mio-
inositol es un factor de crecimiento para las células de mamiferos, asi
como para los patdgenos protozoarios como el T.cruzi. La mayoria de
las moléculas de la superficie celular en este organismo dependen de
mio-inositol, que es un precursor biosintético de fosfoinositidos vy

fosfatidil-inositol glicosilados (Lamas, 2000).

En las células renales de mamiferos se demostré que la Na'-ATPasa
insensible a oubaina se activa por fosforilacion de PKC, lo cual podria
constituir un importante mecanismo de regulacion de la homeostasis de

iones en el pardsito protista. Analogos de éter-lipidos como miltefosina
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(1-O-hexadecilfosfocolina), utilizado como farmacos contra el cancer,
han demostrado una excelente actividad in vitro e in vivo contra las
formas extracelulares e intracelulares de tripanosomatidos como
Leishmania sp. y T. cruzi (Saraiva, 2002). En un trabajo reciente, cuyo
objetivo fue evaluar la susceptibilidad in vitro a miltefosina, nifurtimox y
benznidazole de cepas de T. cruzi aisladas de humanos y vectores en
Santander, Colombia, se encontré que todos los parasitos fueron mas
susceptibles a la miltefosina que a los medicamentos de referencia
(Luna, 2009).

A pesar de que no se conoce el mecanismo de accion de la miltefosina,
se ha demostrado que inhibe el crecimiento de T. cruzi a través de la
inhibicion de la Na'-ATPasa y las actividades de la PKC (Saraiva,
2009). Adicionalmente, con los resultados expuestos en la figura 3.18
gue muestra que la PKC se encuentra mayormente expresada en los
epimastigotes del clon LQ, se abren nuevos enfoques de investigacion
gue podrian permitir elucidar el rol de la PKC en el crecimiento del
parasito y en la generacién de la patologia. En este estudio, se logro
determinar un aumento de la expresion de PKC en el clon obtenido del

paciente con CC con respecto al del paciente asintomatico.
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En otros estudios, se encontré que isoenzimas de PKC, regulan un
namero de respuestas cardiacas, incluidas las que estan asociadas con
la insuficiencia cardiaca (IC). En hipertension inducida por IC, es
perjudicial la activacién de la PKC. Numerosos estudios in vitro han
sefialado el papel de isoenzimas PKC en el dafo celular por citoquinas
pro-inflamatorias en enfermedades cardiacas o células cardiacas
(Selvaraj, 2009). Estos estudios son coherentes con los resultados
obtenidos (Ver figura 3.18) y permitirian proponer a la PKC parasitaria

como un objetivo terapéutico para el tratamiento de T.cruzi.

Metalocarboxipeptidasas

Se han identificado y estudiado

' bioquimicamente dos metalo-

. carboxipeptidasas (MCP) del clon CL

|| ” o VL -' .. Brener, de T. cruzi, TC(MCP-1 y TcMCP-2.

> __ sseeeta | o ! (Niemirowicz, 2007). Estas peptidasas son
.

™ enzimas citosdlicas que difieren en su
-

L'Q‘-;m;;.c_v.m_\hmm;.‘ patron de expresion: mientras TcMCP-1
estd presente en todas las etapas de la

? vida de T. cruzi, TcMCP-2 se limita
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TcMCP-2 hidroliza residuos aromaticos y alifaticos. Ademas, los genes
ortélogos correspondientes a proteinas TcMCPs, hasta ahora no
caracterizados, se han encontrado en los genomas de otros protozoos
relacionados como Trypanosoma brucei y Leishmania sp. Hasta ahora,
los miembros de esta familia estdn ausentes de los genomas
eucariotas, con la notable excepcién de los de tripanosomatidos
(Niemirowicz, 2008). Este hecho hace que estas enzimas sean un
blanco atractivo potencial para el desarrollo de medicamentos contra

este tipo de microorganismos.

Las MCPs se encuentran también en bacterias patdégenas humanas
tales como: Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes, Francisella
tularensis, Vibrio cholerae, Legionella pneumophila y varios Serratia,
Rickettsia y especies de Yersinia (Niemirowicz, 2008).

Ensayos de inmunofluorescencia indirecta sugieren que ambas
proteinas (TcMCP-1 y TcMCP-2) se localizan en el citosol del parasito
(Niemirowicz, 2008). EIl estudio de las peptidasas en parasitos
protozoorios de forma general, y en tripanosomatidos en particular, se
ha realizado a niveles molecular y celular. En los parasitos, las
proteasas desempefian funciones centrales, tales como la invasion y la
salida desde la célula hospedera, el catabolismo de las proteinas del
hospedero, la progresion del ciclo celular, cito-adherencia y la evasion

del sistema inmunitario del hospedero (Klemba, 2002).

En este marco, estd siendo explorada la posibilidad de desarrollar
inhibidores selectivos de proteasas de parasitos patdgenos en nuevas
estrategias de quimioterapia (Klemba, 2002). Estos son los primeros

miembros de esta familia que se caracteriza en un organismo
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eucariota. Los resultados de la figura 3.19 se afladen al conocimiento
de las TcMCPs del parasito, ya que en el proteoma del clon LQcl1 (ver
figura 3.19) se observa un aumento de la expresion de dos MCPs con
respecto al del MFcll1, lo que sugiere una vez mas la participacion de
éstas proteinas en la capacidad del T.cruzi para evadir los mecanismos
de defensa de los diferentes hospederos. De modo que estas proteinas
ofrecen un nuevo objetivo para el desarrollo de una quimioterapia
racional contra de la enfermedad Chagas y otras enfermedades

causadas por tripanosomatidos (Niemirowicz, 2008).

Cistationa beta-sintasa

La cistationina beta-sintasa (CBS) es una

enzima clave de la via de tran-sulfuracién

.9 . . .
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. (]
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3566613 .
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la biosintesis de cisteina) in vitro. La expresion de la TcCBS en
Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli demostré que la CBS y
CS tienen actividades funcionales in vivo. Estudios enzimaticos en
extractos de T. cruzi indican que hay una enzima adicional CS. A su
vez, estudios de control de la etapa especifica de la expresion de CBS y
CS demostraron que T.cruzi es un protista Unico, ya que posee tanto
actividad transulfuracion como vias de asimilacion de azufre (Nozaki,
2001).

Varios compuestos que contienen azufre, especialmente cisteina,
metionina, y S-adenosil-metionina, son esenciales para el crecimiento y
actividades de todas las células; la metionina inicia la sintesis de
proteinas, la cisteina juega un papel fundamental en la estructura,
estabilidad y funcion catalitica de muchas proteinas y participa en la
sintesis del glutation antioxidante, y la S—adenosil-metionina
desempeiia un papel crucial en la transferencia del grupo metilo y en la
biosintesis de poliaminas (Griffith, 1987).

El aumento de la expresion de la TcCBS en el clon LQ (Ver figura 3.20)
sugiere que es una enzima implicada en la sintesis de proteinas
comprometidas con la invasion del T.cruzi a la célula hospedera,
mientras que se ve altamente disminuida en el proteoma del clon del
paciente asintomatico, lo que en consecuencia, estaria indicando que
es una de las proteinas involucradas en el proceso de la generacién de

la patologia sintomatica.
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4. CONCLUSIONES

La electroforesis de geles bi-dimensionales (2D) de proteinas, utilizada
en este estudio, asi como el analisis computacional de las imagenes de
los geles 2D, permitié obtener una alta resolucion y reproducibilidad en
la caracterizacion de las proteinas de epimastigotes de T.cruzi tipo |
cultivados in vitro. Ademas, resulté ser un método util de analisis de

proteomas de organismos con concentraciones de proteina baja,

El analisis LC-MS/MS permitio la identificacion selectiva con alto grado
de confianza de todas las proteinas seleccionadas que se expresaron
de forma diferencial. Por esta razon, se sugiere como un método
adecuado y compatible para la caracterizaciéon de proteinas de interés

por electroforesis de proteinas bi-dimensional (2D).

El estudio comparativo de los proteomas de los epimastigotes de los
dos clones, LQcll y MFcll, permiti6 la caracterizacion e identificacion
de proteinas claves implicadas en la virulencia y probable infectividad
del parasito, asi como de posibles dianas moleculares para la accion
de farmacos destinados al control del T. cruzi | y la enfermedad de

Chagas.

Los resultados reportados en este estudio estarian confirmando el papel
de proteinas como la HSP60 y la quinasa C activada en el desarrollo de
la cardiopatia chagasica al encontrarse aumentada su expresion en el
paciente con cardiopatia chagasica en comparacion con el individuo

asintomatico.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la utilidad de las técnicas

proteémicas usadas en los estudios comparativos entre diferentes
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cepas de Trypanosoma cruzi y otros tripanosomatidos, posibilitando la
identificacibn de nuevas dianas terapéuticas involucradas en la

produccion de la patologia.
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5. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio se proponen las

siguientes recomendaciones:

Identificar las proteinas cuyo mayor nivel de expresion se present6 en
los epimastigotes del paciente asintomatico respecto a los del paciente
con cardiomiopatia chagasica, con el fin de encontrar y describir

posibles proteinas que actien promoviendo el proceso de infeccion.

Realizar un analisis protedmico comparativo de los dos clones, LQcll y
MFcll1, utilizando proteinas de los estadios que se encuentran en el
hospedero vertebrado; tripomastigotes y amastigotes, e incluyendo
nuevas cepas de parasitos obtenidos de pacientes con las mismas
caracteristicas que las utilizadas. Estos estudios son esenciales para

evaluar y/o validar las hipétesis planteadas en este estudio.

Evaluar el uso de otras técnicas de tincion mas sensibles tales como
“SYPRO Ruby” con el objeto de continuar minimizando la cantidad
necesaria de proteinas, para hacer éste tipo de estudios, y asi, reducir
el tiempo empleado en la recoleccién de los parasitos y la cantidad de

materiales y reactivos que se invierten en dicho proceso.

Realizar analisis entre los proteomas de los pardasitos, pero usando
particularmente proteinas de membrana, y utilizar técnicas que permitan
una, aun, mayor resolucion de los geles, tales como geles con gradiente
y/o tiras de gradientes mas estrechos segun la ubicacién de los puntos
de interés.

Se sugiere que los resultados obtenidos, identificacion de proteinas que
parecen jugar un papel relevante en el proceso de la infeccién del

Trypanosoma cruzi, se complementen con analisis computacionales
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destinados a comprender el mecanismo de invasion del parésito y a

proponer nuevos tratamientos para la enfermedad de Chagas.
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6. ESTRATEGIAS DE PUBLICACION

Los resultados preliminares del trabajo se publicaron en dos eventos:

Joint Congress SEProt-LAHUPO. Proteomics and Human Proteome-from
bench to bedside, 2009, Pamplona (Espafia), febrero de 2009. “Differential
protein profiles of trypanosoma cruzi strains isolated from asymptomatic and

symptomatic patients with chagas disease” (Ver Anexo 12).

XIV Congreso Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical Y X
Simposio PECET, Medellin, octubre de 2009 “Expresion diferencial de
proteinas de Trypanosoma cruzi obtenidas de un paciente con cardiomiopatia
chagésica y un individuo asintomatico: Una aproximacién desde la
proteémica”. Con memorias en la Revista Biomédica. ISSN: 0120-41vol. 29
p. 180, 2009 (Ver Anexo 13).

Con el fin de dar a conocer los resultados y de promover nuevos trabajos de
investigacion relacionados, éste trabajo sera publicado en la Revista
Biomédica y en Journal of Proteomics. Ambos articulos se encuentran en

preparacion.
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Anexo 1

Curva de calibracién para la cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford. Las proteinas se cuantificaron a 595 nm.
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Anexo 2

Identificacién de la proteina de la Muestra 2 (ver figura 3.7)

utilizando MASCOT como motor de busqueda.
http://www.matrixscience.com/

Intens. [a.u.]

6000-

5000-

4000-

30004

2000

10009

1318724
o L J
SAB ) 10‘00 ) ) ) 15‘00 ) ) ) ) 20‘00 ) ) ) ) 25‘00 ) ) 30‘00 ) ) )
miz
1. !1|'.|'1H:|1:IH 55129 180 chaperonin HEFED, mitochondrial precursor [Toypanosoma cruri straim CL Brensr]
Eiiwg iy = ¥ r=frir=ftrrrereree mmmmmﬂfj =grokl
1. gh | TI66I064 8351 131 chaparonin HSPE0, mitochondrial precucsor [Toypandssoma cruzi strain CL Brenar]
4. gi| 205363 2049 130 heat shock protein 60
5. gi| TIGI04ET  3DE3ID 85 chapsronin BEPED mitcchondtial precucast [Teypancadma cruzi atrain CL Beener)
[ !1'?1Bﬁi!§i4 kL1 T4 Dreal domain protein [Bacillua cersus GI342)
7. gi|162450008 42025 67 hypothetical protein scel7?38 [Sorangium cellulosus *So ce 56°
W, gi|2F3009305 3315 é% tCransoriptional regulator, AraC family [gamma protecbacteciuwm NHORS-1)
B, gi 196044174 33545 66 Dpal domain protein [Bacillus cereus O3BB10E]
10, gi| 218902141 33374 66 Dral domain protein [Bscillus cereas AHSZ0)
19B18 63 meral dependent phosphobydeslase [Thermotoga peceaphila RED=1)

11. i | 148270364
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Intens. [a.u.]

Anexo 3

Identificacién de la proteina de la Muestra 4 (ver figura 2.7)
utilizando MASCOT como motor de busqueda.
http://www.matrixscience.com/

1500

1250+

1000

750

500

2501

1516.550

T
500

Acoession Mags _ Score Desoription
1. gi| 71661424 350059 99 activated protein kinase C receptor [Trypanosoma cruri strain CL Brener)
1. gi 194385020 15552 631 unmamed protein product [Homo =apiens]
d. gi|15TISZ040  2TESY 61 unnamed protein product [Vitis vinifeca]
. gi|16E00F6E64  IB0TI 60 predicted protein [Physcomitcella patens subap. patens)]
6., gi|BI6ESTL42 11281 60 GplS/400 polyprotein [Vuchereris banccofti)
T, gi] SB803251 TETO4 58 Eatcy acyl-Cold aynthatase 3 [Babesia bovia)
8, gi|19436560F 42630 59 response pegulartcr receiver modulaced metal dependent phosphohydrolass
9. gi|2PSLAL6TI 42544 59 response regulator Ched [Stenocrophboscnas sp. SEA14)
10. gi|15893550 23172 58 guanylace kKiease [Closcridius acescobucylicus ATCC B24]

14266 57 hypothecical protein [Paramecims cetraurelis strain dd-2]

11. gi|145521178
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Anexo 4

Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 3307 en el gel de
correspondiente a los extractos
proteicos del clon LQcll (ver figura 314) y busqueda en bases de

electroforesis bidimensional

datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el

motor de busqueda

Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de busqueda
Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos).

| Pt Mo a5t Protems Overvien. [
Proteins Overview (Job 12571)
Paameters Open ( Rafresh) Job in ProteinCenter A E.ﬂm_azsmi (§171665461) in NCBIne , ProteinCanter (Protein A
. AL I Soe Peides Wlw Dascrighisn ;:!o:as: [Trypanesoma ouzi strain CL
Beaner):5i| 70885013} 1] anclase, putitive
[ 1 glT66s4el P BI9700L EA2 111 i} wnclase [Trypanasema ot str.. | [Trypanosoma ouzi]
1 glesTa  hlMbesadl 459 10 B 3kDa proteasome subunt TCORL.,
3 glmass mesonill RO N 19 el deemethyinsternse .
(] glIM0ITIe P B0NI0L M98 59 u coatomer epsifon subun [Tryp...
L AITERETH VD oo 1%e W 4 inara inie mursahacnbsbira T
U Seaech t it infr  rSeen it Pos,
+ + Hast 2 8158 0167 131 L293E-35 A
4 + Hast F A 000T0 1304 ATHEAS 4358
+ + bst 2 TELEM A% UM 4518628 LR A
+ + Hast & 0N b W0e LN 413422
+ + st 2 73063 R U 369162 4358
4 + Yozt ? 100 07 R AL gz
¥ + Hast 2 Hin 0235 18 29648413 15%-172
+ + Hast 2 0846 -0.581 112 LORE10 143155
+ + Hast 2 4E30% 039 5 415365 FEERLS
4 + Mozt 2 W2 AM sn 91537 15617
+ + Hast 2 STSEM D42 57 35785 182151
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Anexo 5

Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 3612 en el gel de
electroforesis bidimensional correspondiente a los extractos
proteicos del clon LQcll (ver figura 314) y busqueda en bases de
datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el motor de busqueda
Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de busqueda
Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos).

|| Phenyx ManPoge | 12508 Proteins Overview 5] 5

Proteins Overview (Job 12588)

Pasamatars Opan [ Rafrash) Job in ProteinCanter “ E.!m_um.x (371665048 in WCBlne i (Proten A
)
i AC 1D S e WG Ducigtes :agmm‘ N?HO. mitachondrisl m:‘f’d!:::;:.:‘:?o‘i;m toain,
1 QITI665066  mffXP 8195081 214 BUH4 (3] chaparsnin HPE0, macdhandds... I tochondral precuties [Trypanciema outl)
2 F2TTTEATE ghlacIozIOL %37 44 3 matachondrial haat shodk [Tryp...
] @lMeosL  wipe_g0zM21 1089 A7 ] Irppethatical peoten [Trpanoe...
4 GINIPRIINT  gh|ABESRE4AL T T ? algha tubsdlin [Parabeds caudat..,
L] PI71406670  refip_g0563%.1 104% 4 7 chagaronin HEPEA/CHPED [Trypan... ¥ v
At e Trgmance Sewch r it dnft  rloen Ve B eMC Medd Srarce A
+ + FITAMMCDIALFAGARIL Mgt : TéA586 0.7 118 23026 293-006 ° stidridation_MiOxidabon_Muiit rormal
+ + HAGPARL bost 5 B0.300 0330 1141 2463 1T i rermal
+ L Bt ] B8 014 1L LNTEI0 435450 ] romal
+ + Hast 2 $45.00 41 LT AINEN0 11N L] 1Cys_CAMuiiaann i ation_Mi romal
+ + FTAMMODIAITAGAR/L st S R 010 L7 TN 39204 ° 11rQosdation M nommal
+ + RITVRMFEAGIIDPARSY Mt 2 T3 006 L7 REME0 49502 ° hormal
+ + RILPAHTIVLNAGH/E Mot ] G060 0.8 118 2845629 MM L rermal
+ + RANVITEQ Mot S 60048 0052 1L39 GANEDR 4458 L] rormal
+ + 15 2 806558 0162 1119 SEMIE2T 912 ° 1enQuidation M reoemal
+ + Bast 2 02301 -0.205 1L16 LT08E-25 31402 ° romal
+ + g b TN 0073 L 4L 10014 ° formal
+ + Szt 1 e 00 1106 2148626 205216 L) nommal
+ + 8 3 TEA643 02T 1078 63EN-23 293006 ] virCreidation M:Oxidabion_Maii rormal
+ + ot 2 BOG605  0.20% 1042 2MIE-2 499512 ] 11110xidutien_M:. rormal
+ + St 2 LMY 00N 10.52 501624 49312 o U nommal
+ + Hart 2 RUES UL RGN -3 1038 LO4M-22 110129 1 1Cys CAM1ann i ation_Miri nomal
+ + FIARLIDAPAYSARSY st 2 e 01 w0 AN e ° noemal
+ + St 2 .46 0100 1002 1329621 176188 1 mormal
+ & ™ Aisat 3 AAIMI AN 8L 241G AN 0 naemal ¥
Termrade
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Anexo 6

Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 5310 en el gel de
electroforesis bidimensional correspondiente a los extractos
proteicos del clon LQcll (ver figura 314) y busqueda en bases de
datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el motor de buUsqueda
Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de busqueda
Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos)

| Pheryz Man Page | 12583 Protes Overview %] z

Prateins Overview (Job 12589)

Paramutert Compound: Crarvay Gpan ( Rafesh) Job in ProtainCenter ~ a"iﬂ_ﬂl'ﬂl‘ (il 72662424) im NCInw , ProtwinCanter (Protein
Datads)
— e — e,
I 1 Pl7e61424  moflie 8177321 143.08 32/ 61 activated pectein hinare C e, I recaplor [Trypanoecma cui stewm CL
P = g o 1] sctivated protein kinase ¢
z @IT41ITIT  efP_B0B0FR] 6437 W10 1) rotaatome alphs 3 subunt [Tr.. racaphar, putative [Ty gl 31
1 FINesTaL  efe 8171 M2 W 0 hypothetical protein [Trypasor... e e Kl CJmatibe PR NS deomt il
4 GIT419980 el 8100371 W48 & 1 hypothatical protein [Trypancs...
3 @lieseeTr  ghlaadTeeny ¥ 7 activated protuin hinase € rec.. g
- A Use Sapuance 1 mr dmh el pUae Pa W A
+ + FIONTLIAW GENHDR/K 2 TaN.08 024 133 &¥REYT 148 ° LTI
+ + RIGANTOWVECVR/F Mt 2 HAS 02 1200 LIME-2 149159 ° annni Cyn_CAMi 11 normal
+ + dart 2 M 0N 1147 4557 -0 ° Oubditian_M: el
+ + Mgt 2 [ES LR &) 1L18 2756625 135140 ) Gy CAM: 1580 ngrmal
+ + KIGHTNYITSVTY 3 95.948 049 1093 1619624 194221 1 sningninnrrneee e Cys _CAMunannn normal
+ + RITWNCAATER/ & 2 80405 -0.1%% 1093 5208624 230-290 ° niCraidation MiCys CAMiii normal
+ + RAVWGECLNTLGR/ G 2 8548 0T 1053 3452 13514 1 sl
* + RINSERCEYFPER/R gt 2 47 000 1048 5428627 3061 e normal
+: + RIGAHTOWVECWRIF bart 2 644410 <033 1037 R2BE2L 458 o moemal
+ + FTERCMS AW SADGNTLYSGYTONVERSV bt 2 1460478 0500 10.27 L4421 29010 ° normal
+ + K 2 7049 -0.108 281 L34y M98 L] LT normal
+ + LY 2 580331 -0.104 263 116010 250-130 L] neemal
+ + RITWHLAATER) & dart 2 S68.335  -0.08F 963 3763618 250-1%8 O exoOuidabion MiCys_CAMteii naemal
+ + RINSEECEVGFPER/R ot 2 TIN0Y D286 99 La8eE18 50-61 (] s CAMu normal
+ + RIONTLIAWGENMORN st 2 M -0 913 L9616 -0 ° rmidation M:it normal
+ + Lt e Mt 2 732 0113 0% 107016 103422 ° formal
+ + HGHILTLARS G st 2 522047 -0.288 823 LIS 14014 ° 1yt _CAMtii normal
+ + RIGWVTALACPQITET IR/ & bt 2 6.9 025 &2 1ML -0 (] moemal P
Termrado
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Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 5712 en el gel de

Anexo 7

electroforesis bidimensional

correspondiente a
proteicos del clon LQcll (ver figura 314) y busqueda en bases de
datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el
Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de busqueda

Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos)

|| Phenyx Man Page

| 12593-Proteins Overview

san { Refraih) Job in PrateinCenter

Proteins Overview (Job 12593)

F_-?tlmmlu (#1203 19870) in WEBLnr , Brstwinantar

mitochondrial hast shock [Trypancsoma ousi]

los extractos

motor de busqueda

(Prctain

i A L CPTTR T TR 1) Dol
Il 203276870 ghjacinning.y 04 10110 13 mikochendrial bast shak [Trp...
F] 117 gblAaa10208.1 XY 12 haat shodk protein nso-ﬁﬁ
] #1123603 1p|PUI4%EL 2093 n 3 HIPTO_TRYCR RecNama: Fullebast..
0 55824406 ghlaaveed4n.a 982 3 haat shock protein 70-8 crteso...
5 wlienm ghlaaA30221.1 4 11 3 it paraflagelli rod protel..
L) Finmann  wfpe 1o “n 1 3 hypothetical protein [Trypanat...
7 #7420 wfl 127851 614 11 1 hypothatical proten [Trypanas...
(] Pl1461037%8  ref[XP 0014694471 611 1 1 mitogen activated binase-bie .
) SILITEEA0M i 0016817341 602 11 2 hypothatical protein [Leishman...
0 gL i RLI02RL 02 W1 2 hypothatical protain [Trypansr...
i1 #7661 wflP B177300 601 b} i activated protein hinase C ..
1
LT Urae Sawch 1 L dmit e PVl Far
+ + b, 2 86,334 o082 1088 1.086-23 193-208
+ + by H 400,263 0004 .82 5442619 182192
+ + o 2 $32.062 -0.27 amn L1614 ny
+ . L 2 656.254 0.068 LR 1071634 14135
. ] + 2 nem 0.2% 869 LI 193-208
+ + 2 £33.377 02594 810 L7042 373303
+ + 2 €00.92 0119 144 0810 181192
+ * 2 46.2%6 L 1.9 151969 WM
+ + 2 696.797 .47 1 54339 @072
+ . b 890661 0216 .04 4.00%8-9 443439
Temrain -
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Anexo 8

Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 7509 en el gel de
electroforesis bidimensional correspondiente a los extractos
proteicos del clon LQcll (ver figura 314) y busqueda en bases de
datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el motor de busqueda
Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de budsqueda
Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos)

e | pOvnier [

Proteins Overview (Job 12602)
Paramaten Compounds Cverview Opan ( Rufrash) Job in Protainantar A '“q.u‘ia.v’_:mnu (9 71640089) in WCBlrr , PestemCaster (Protwn A
i AL i Soin At 3Ca St e;t:memm bata-synthase [Trypansioma eruzi strain CL
by 4] eyrtath Eataesynthare
I 1 gITe6R08%  niB 20NN 20209 IS a7 cyitathisning betsssythaie [T... I [Trrpanosoma ousi]
F] lnatnd  wio 8065251 20038 AN 50 cyrtathisning bata-synthare [T..:
1 G0N spP0T2 1 N 41 ATTY_TRYCR Rectamai FllsTyras..
4 7654085 neflip_B1ETHL LS L i 19 rigvalin- ok dehydragen
3 FIMUNN oI X W 11 tucdnyl-CoA lgate [Q0P-Harmi.
6 QMM ghlaG00niel nLM W 3 AFL63323_1 tyroting aminetrans... 3 ¥
[[: Aty Urer Fegmnce Fork (] mr imiy T P Per. L4 el Seerey Compaund a
* + KIVOMAVFTTOTOOTMAGVARSE  Mart 3 AN .01 1% MEn W 0 rCidation Meii e nomnal  OFL009 Roc.patelET
* * WANTEATAQENDOCASKY 2 LSBT 0.M8 1117 S41n 192-208 L] i neCys CAMun nomnal 091008 Ree
+ 4 HADESFALASEVHR/E ] LR L4 UM MPEN M 1 (T potl 091009 Rec.p
+ + CESTALATIVHRA Hait H B4 417 uU R 1 i pprrmal
+ + FICTR MR bart 1 415 0 W6 DD 1IN i a1 Quidation M1t Ouidation_Mis: sl
+ + bt 2 &04.321 .10 10.8 2a9%-8 é (] 1y ChMunnn nomnal
* * Mast 2 (L5 0.03 10.7 51313 140252 o (LT ol
+ * Mt 2 $29.504 .09 1068 362 w03 o ' e0uidubion M1 it L gotat Bid
+ * ATATAE Hart H a0 ©.11% 1040 L3N 190200 o wetanrinneiCys CAMs 11t
+ 4+ WUFRGGIRNDR/T sart 2 TMOATL A8 1M G2MED TL8) 1 Cp O nomal 091009 Bae
+ 4 KVOMAVITTGTOOTMAGVAR/ Mart H ML DEM 1047 LINEN [T nimdl 091009 Roc..ab
+ + Hurt H L ral] A B MWMER TN i R
* * Mt 2 N 0.027 s Le-n nea 1 WOy CAMRtEI L
+ + Mart 2 :MIN 010 103 3829619 20927 o e Ouidution Mainy
+ + sart 2 1718 0emn L LM 171383 (] iy
* * Mart 2 700100 0.0 17 2497120 140292 o LT
+ + HETPMITTHR Magt : Qren 2193 £ AN 1 1 i G aten_Miii
-
Termrado
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Anexo 9

Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 8410 en el gel de
electroforesis bidimensional correspondiente a los extractos
proteicos del clon LQcll (ver figura 314) y busqueda en bases de
datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el motor de busqueda
Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de busqueda
Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos)

_}munm [¥] | 12618-Proteies Overview %] .
Proteins Overview (Job 12618)
Parwmaten Compound) Crarview Opan ( Rafrash) Job in ProtainCenter - a-rw_lnntl[tl’lmﬂilml:llm,s‘c-.c nCanter (Protem A
et
. AL o Sipe sdendy & oo Sucgue qmm:.:u bata-synthare [ﬁv:::olloma ouzi m:'::mm
1 @IT1660089  nfliP_B20%68.1 20729 GANY *° cprtathioning beta-aynthare [T.., I [Trpancroma onai]
2 PITHNN  wflP 806951 0341 634 50 cpitathioning bata-aynthare [T, 3
1 PITENN P B1asels  TRO6 WM ] sucdnl-Coh ligase (406 fermi... ¥
4 gl ipsnent  em U B sueombConlgare (80P o, 2
£l Glannn  pdbjag 214 4 A Chain A, Crystal $tructure 0. :
o “ glnaiss  wfo iy wn 0N £ hypothatical protein [Trypanos... g i
A U ok ' L ini vk plie Pas. e Wagd Source Componnt a4
+ + bart H 64213 47T 1AM 220163 192200 0 tnmsnnnaneeeCon _CAMan e nomnal 091003 Rac.gutet 148
+ + dast 2 L 0205 119 ASEM 2092 ] s nomnal 091003 Moc..atit 1081
+ + Hart H B8 003 1M LOEN N30 i ' nomnal  DILOCY Rec.getatidd
+ + st 2 4206 0268 125 LINEN 192308 0 omnninCys CAMae nomnal 091003 Roc
+ + KVDMAVTTGTS Hast ] AN 01N 1L% 26MED 2092 0 inwidaten Mai nomal  £31003 Roc
+ + KON dart 2 BB 01 165 GSOED 205 8 nommal (91003 Roc
+ + VONAVITTGTOOTMAGUAR/R  blast 2 S0 0163 1LM 2AMEN 2090 0 iirGxidaton M: nommal (51003 Roc
+ 4 KVOMAVFT TMAGVARIR  Mart 2 94D 01 115 LOWEZS 209 0 nommal 031003 Roc
+ + KVOMAVFTTOTOOTMAGVARIR  Bast 2 §29580 DA ILOE  RTMEIS 20977 0 rwideton Mt nomnal 091009 Rot...ga.
+ + WTVTLQALGAEVIRST ot 2 0009 0197 1003 6I0EDE 140152 0 [ namnal
+ + KOBEVILQMGARNT  dart 2 7843 0357 1052 LIIEH 1M45E 2 inwidation Mur narmal
+ + KEEMITHEN Yart 2 €19.331 00060 1039 2208620  1M43) 1 mnOxidabon Mi nammal
+ + KRURGaSORT Mast 2 MO0 028 1003 LOBIEN T8 1O M nomal
+ + KEVTLQALGAEVIRST bt 2 00478 0% 101 L4REH 140052 o rommal
+ 4 WSAORESFMLASEVHRE bart 3 AEYT 038R 87 SSNE0 2529 1 nammal
+ + WEEVLOQRIN dart H 2643 02 R4 B4R 1TSS 1 nermal
+ + KOSEERTIQAMGEINT bt 2 1070437 0337 A6 L9MEL 134152 T nOwidation Mun i nomal (91003 Rec.atitildl 4
Tremrdn
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Anexo 10

Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 6614 en el gel de
electroforesis bidimensional correspondiente a los extractos
proteicos del clon LQcll (ver figura 314) y busqueda en bases de
datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el motor de buUsqueda
Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de busqueda
Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos)

|| Phenya Mo Pae | 12600 Proteins Overview ¥}
Proteins Overview (Job 12600)
Epramaters Compounds Ovaniew Opan ( Rafresh) Job in ProtainCenter A Bmb|CAG2EILT.S (G(47076074) In WCIn , ProtuinCantar (Pritein
Shetads)
. IS n S WPapths Wiw Desergtion matalocarboxypaptidase [Trypanesoma ouzi]

"ﬂ”ll?&l-l 134.72 }-Ia'll M hypothetical proten [Trpanot...

emblCAGIENT.L 1205 226 1 matallocarboxypaptdase [Thpa...

PlT076aT

w-1phas

4 @l7408922  nfaP B0GEISL 2093 e 1 alongatien factor 1-alpha (EF-...

L PITI410500  nef]P BOBBSO.L  1ATH N2 7 Bypothutical proteis [Trypanct...
i3]
bt Uner T Bawch 1 wi dnir  rion e Pt e A
+ 4 R/ SOAPMEFLAPRL st 2 €215 @22 1216 GO4EE M 209-21% L]
+ + bt ? 7066 0.20% 1 L8629 464-478 L]
+ + Hare 2 [ 2 %50 0276 1 1413625 44478 °
+ + Hart 2 621,245 0042 04 4745622 05-329 e
+ = Ll 1 635,590 0.242 wn LR 390-401 e
+ + Fr 2 A 0001 1019 Sden 437-449 1 1naaarmnn e Cys CAMi1 normal
+ + dar H nL 0.02¢ 509 L3821 438449 (] i Cys CAM normal ¢
+ + dart 2 MNLé46 0.314 583 040618 438-44% L] annnnnCys _CAMin nomal  ©
+ + Hase H 922704 0 L) 2032619 45382 L] it Cys CAMutiitin parmal
+ + At 2 602,960 0621 542 LO#E-17 9302 ° mormal
+ *+ b 2 931,083 01 L) LoRE1 345-361 e nommal
+ 2 bar 2 8.3 0087 81 GO46E-13  100-250 (] rormal
+ + dar 2 .84 0.0 Eh ) LamE1 169477 L] i noemal
+ + dar E] 586,198 0.3% 23 8273610 Apd-a7e [] LLTHTHTT T normal
* + Hart 2 930.99% [0 .00 226189 W3- ° i1 Cys _CAMuni 111 Qnidation_Miin normal
+ + RN et E ] 764115 .15 (8] 100418 A2 1 normal
+ + B/ GAAMAELQLHMHD bt k] 669,709 0.048 L) LIT1E-8 a5 e narmal
+ + RIQATGETLNPEMTR/R dart 2 .7 039 7 4908 475451 e mormal g
Temrad
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Anexo 11

Andlisis por LC-MS/MS del spot marcado como 6613 en el gel de
electroforesis bidimensional correspondiente a los extractos
proteicos del clon LQcl1 (ver figura 314) y basqueda en bases de
datos (UniProt-euglenozoa) utilizando el motor de busqueda
Sequest o (NCBI-nr/all taxa) utilizando el motor de busqueda
Phenyx (tabla de excel con los resultados obtenidos)

ey Mo Fage 12594 Proteins Overview 7]

Proteins Overview (Job 12594)
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Anexo 12

Memorias del trabajo presentado en el congreso de protedmica 2009
“Joint Congress SEProt-LAHUPO. Proteomics and Human Proteome-
from bench to bedside”. Pamplona (Espafia), 2009.
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Paozters St Animai, Plant and Micrabial Proteomics
E. 1

DIFFERENTIALD PROTEIN PROFILES OF TRYPANOSOMA CRUZT
STRAINS ISOLATED FROM ASYMPTOMATIC AND SYMPTOMAC
PATTENTS WITH CHAGAS DISEASE

Eocio del Pilar Nifo Moyano!, Clara Isabel Gonzilez Engeles?,
Rodrigo Gonzalo Torres Sieza

Grupo de Bioquimica e Inpemeria de Proteinas', Grupo de Innmmelogia v Epadennologia® Molecular,
Universidad Industnal de Santander

Tivpanosema cruzi 15 a protozoan kinetoplastid parasite responsible for Chagas
disease. This important disease affects 12 million people in Latin Amenica. Currently,
a few hundred thonsand of seropositive individuals are estimated to live in the TUSA
Eurcpe and Asia Moreover. Chagas disease is characterized by an acute phase followed
by along chronie phase. During this disease. 70% of T. cruzi-infected individnals remamn
asymptomatic, whereas the remaining 30% suffers Chagas cardiemyopathy. Dirugs for
the treatment of T cruzi infection are inadequate. and vaccines are lacking On the
other hand. prognostic values of these alterations in the variability of symptoms, and
geographical differences in the distribution of the chronic forms of Chagas disease. have
been attributed to diversity of T cruzi strains. Many mvestigations have determined that
gene expression in T eruzi is mainky regulated at pest-transcriptional level. Alternatively,
proteome analyses have been used for the generation of protein maps from different
parasite forms. One explanation for different phenotypes and pathogenesis induced by
T cruzi strains may be attributed to differential expression of some particular proteins.
In this weotke we have investigated this hypothesis, analyzing protecme profiles of two
strains of T cruzi. For this aim we used 2D-gel electrophoresis, deternuining protein
expression profiles of two T cruzi I strains 1solated from asymptomatic (stram MF) and
symptomatic patiens (with cardiac form of Chagas disease (stramn LQ))). For protein
identifying of differentially expressed protems between these two strains, we camried
out image analysis. using PD-Cuest Image Software analysis (Biorad). 273 and 305
spots were displayed respectively in the strans 1.Q) and MF gels. The two strains share
the presence of 242 spots; determining differences in protein expression and spot
intensity of proteome images.
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Memorias del trabajo presentado en el XIV Congreso Colombiano de
Parasitologia y Medicina Tropical y X Simposio PECET. Medellin, 2009.

Trabujan Fkrma

TCH reostraron que 69 gislami=nios perte=secion o
o=pas d=l grupo T. omezi |, ohservasdose la basda de
amplificacion especifica de 350 pb, 29 al grupo T.
eruzi [f gon ln ampificacién d= la banda esperada de
J00 pb y 1/9 presento una reezola con embes grupos
ded parésiio. Posteriormenie, s= analizo o subgrupo al
qe= periznecian las cepas mislodas d=l grupo T. enuzi
Il com las prusbas de PCRA que utilizan les iniciaderes
Wi-%2 y D71-072, con los cunles 2 oepas mestraron
s=r T. ovuzi b, con les predectes de ampifcacien
=speoifices de 125 y 165 pb, respactivarnent=. En &l
case de |la infeccion mixta, el subgrupo de la czpa T
oruzi |l mostré ser lio'd, ya que s= ampificaren los
fragreestos d= 110y 165 phe

Conolusiones. La transmision Fransplacentaria de T
oruzi en Colombin s= pressnta por cepas de ambos
grupos del parasito, y existe, ademis, la pres=scin de
imfecciones mixtas.

Expresion diferencial de proteinas de
Trypan 8 ma cruzi obtenido de paciente
con cardiomiopatia chagasica eindividuo
asintomatico: una aproximacion desde
la protecmica

Rocio Mife', Marthe Lecia Diaz®, Marsa Barirez*,
Aldo Solar’, Rodrigo Torres', Clara Isabel Gonzalez’

Grepe da Bleguimka @ Ingenkria da Proteinas, GEIF
Usivarsidad Indusiial & Santander, Secaramanga,
Celaraia

Grepe de lnmenolegla y Epldamiciagla Mokeoular, GIEM,
Faouitad & Saud, Ushrarsidad Indusirial de Santandser,
Eucaramanga, Calonbla

Instituio de Clandias Blomadicas, Faculad da Medicina,
Uebsarsidad de Chila, Santago de Chila, Chlks

Cantra 82 Bakogla Melsoular Eevers Ochaa, Unkaarsidad
Antanema da Madrid, Madrld, Espaba

Intreducoion. Lo =sfermadod d= Chegas fi=s= uma
pres=atacion chnica warisbls con usa fase sgeda,
generaleente  asinfomdtica, seguida por la forma
imdeterminada de la fase oromicn sin sintomatologia
qe= pusds pereistir ind=fimidarsents o evolscionar
décadas despuss = 10%4 & J0% de= los mdhiduss,
a la fase crénica cen sinformas ceracheristicos coro
cardierviopatia o eegasindromes digestives.

Se han reportade varisciones geograficas =a la forma
de= presentacién climica de lo esfermedod de Chogas
y =a la distribucion d= los linajes de T. ozt Es asi
come e inape T. eruzi i se asocia con o enfermedad
¥ ln ewistencia de fermas digestivas en paises del
Cono Ser, miestras que en paises come Colombia,

180

Fwrddica AR Geal|-1 206

Venezeeds ylos de Cenroamérion, bo es T ovusi |y so
s repartan casos de compremiso digestive. La razdén
de esta variabifdad geogrifica y =l por qué diferentes
pacizaies desarrollan difzrentzs fermas climicas, asn
m0 s& ho sxplcado.

La respuesta podria estar en la imteraccién estre e
genarea del bussped y =l genoma del parasits, dando
como resultado uma reodulacion =a la =xpresion
génica del mismo. En T. oz la expresion génica =s
regulada primcipalmests & nivel postranscripcien; por
elio, la profedmica represenin usa restodologio valiosn
para debsctar difsrencias de expresion del parasito =n
respussta & diferestes sstimulos que podrien estar
determinande el curse clisico de la enfermedad. D=
mceerdo com ko anierior, s= propeso debsrreingr o
expresion diferencal d= probteinas entre parasitos
mislados de imdividuos =n la fase asintomatica y
crénica con cardiomiopatia chagdsioa.

Materiales y métodos. Pardsitos aislados d=
T. oz | obtenidos de padenie con cardiopatin
chegisica y d= pacients asintersa$ico. Les parasitos
fueron cultivados s madio LIT y clonades = placas
de cultive, para asegerar la homeog=es=idad de |o
poblacion. 5S¢ confirmo la clasfioacién del clen
whilizade. Los sxtractes de= las profeines botales s=
sbiuvisron por ksis de bos pardsiios y se sometisren
& electroforesis  bidimensional (iripicade|. Las
imiégenes adquirides com densibdrmetro s= analizaron
wilizando =l soffwares PDQUEST 2D para sstablecer
la expresion did=rencial. Los ao #s de inberés fesron
procesades y semetdos o espectrometria de masas
MALDFTOF para ln identificacion de las prefeines.

Fesultados. Los oo teidentificades imequivecaments
fusrom un receptor de la proteing cinasa G y fres
isefermas delaproteing HEP 60, expresadas en mayor
medida ea =l aislamizato d= paciesie con cardiepatin
chegisica. Las proteinas d= chogue térmico feeren
imizinlreente identificada s como proteinas inducidas por
estrés yoaracierizadas por su papel comechaperenas.
Sin embargo, tarmbigs son importantes en =l contreld d=
la respussta inmune. Las H3P infleyen en e acividad
de zigunas de los céulas ded sistsrea inmune= por su
imteraccign com recepiorss de la inmusided mnote ¥
sus vias de sedslizacién, medslando ln =xpresién
de estas células. Lo HEP 60 exhibe propiedadss
inmunorregeladoras, especigiments por indecir use
respussta proinflareatorin, |a cual =sté relacionads =n
la cardiopatia chagasica con =l dafo fisular.

Los resulbados obtenidos en =ste =studio =starian
cosfirnande el papelde estos proteinns = el desamollo
de la cardiepatin chagisica al escontrarss aumentada
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su expresion =u =l pacieste con cardiopatia chagésioa
=n comparacion con o individeo asistem atice.

Fimanciede por: Cokiendas, preyecto 1102- 347
15720 y Universidod Industrial de Sastander.

Mapeo de proteinas asociadas con resis-
tencia a antimonio pentavalente mediante
analisis comparative del proteoma de
Leighmania panamensais

Bonald G, Pelé=z, Caros E. Muskus, lvién Dario
Walsz, Marced Marin

Programa de Estedie y Control de Esfermedades
Tropical=s, PECET, Unpesrsidad de Astiogeia,
Med=llin, Colombin

Intredwooion. La bsishm aniasiz sigus si=nds uso de
kos principales problemmas de salud poblica o nivel
mundial, a pesar d= las estrategias de control dirigidas
oontra & parisite y comtra = wector.

Mo obstantz su fowicidad, alio costo, duraciom y
ndmimistracion parenieral, = trotomiento de= la
Isishmaniasis == coalquisrn de ses difer=sies formas
dlinicas s= realiza con antimenis pentavel=ste [SBY],
come el antinonio de H-restilglucaming (Gleoastimed|
o estiboglucomato de sodio (Pentostarnd, o las dosis
imdicadas pars cada caso.

Los astimonios pentavalestes hon side In teropin de
slecoion por mas d= 58 ofos, aengque desd= 1030
s= han reportade fellas de=l tratamiento y cada wez
som mas bes reportes que la mescioman. Existen
reportes de folla Bosta d= 653, como eourre =n el
digirite nerde de Bhar ea lo Indin. Ofvsira Neto =f
al evidesciaren =n 199§ fallas de=l fratamieste en
Brasil cen anfimomios pentevalznies =n pacientes con
I=siones recidivanies y diseminocién o etras paries
ded cuerpo, principalmenie mecose masal, despuss de
us trotarsi=sto coreplete, lo que segiers resstescia
ded parasito al medicarseato.

Atertunsdarseate, = surgimiento de la resistemcia
o kos antimosinles ha side un procese lento, o que
=std d= mousrdo com ln hipdtesis de que algumas
cepas pusdes adquirk resisiencie o los eastimomios
pentaval=stes por medie de varias metecioses o
warios cambios bioquimicos perpetuados durant= mn
large periode.

Materiales y métodos. Culive d= parasites,
mduccién de resistescin in wvitr a Glucastires®
{37 regimll, evaluacion de la resisiescia n wir o
asfimomios pentovalzsies de Leishmania panamenais

117

Fialagin calular y muglscular

en el modelo hamster, preparaciones solubles y
determinacion de la concestraciom de proteinas
de | panaomensis susos=plibles y resishentes o los
medicarsentes  baje estedie, ssparsciom de las
proteinas por slectreter=sis en gel de dos dimensisnes,
visualizaoion de preteines y andlisis de imdgenes,
extraccion de péptidos y omilisis de sspactrereetrin
de masas, y PCR en tempo real (PCR-AT).
Fi=sultados. Hasta = more=sts, ==a lo reakzacién
del trabaje se ha logrado inducr la resistemcin
de proreastigeies de= [=ishmania a 37 mgiml d=
Glucantime=, realizar un map=o delas prefeines delos
panisitos WT y resistestes ol medicarvests medianbs
analisis de elecirof en des di iomes. El
posterier andlisis de los gelss bidimensiomales 5=
realizé com el & fware imageldaster, y 5= sncostraren
diterencins en lo =xpresidn, tasto en las cepas WT
como en las ocepas resistestes & Glooentmed
Se mspern prontaments realizer la escusnciacién
de dichas proteines, un analisis d= corrslacion d=
expresion mediante PCA e tierspo real y wn analisis
de resistzmcin in wiv  en un medelo himsier.

Evidencia de diversidad genética en
pacientes paludicos asintomaticos de
los municipios endémicos de Tierralta,
Cordoba, y Tumaco, Narino

Sandra Mil=na Elrrl_:rn.. Fabio Anibal Cristians, Fubé&n
Fantinge Micholls, Angela Patricia Guerra

Insftuto Nacienal de= Saled, Bogota, D.C., Colorbia

Introdwooiom. En  la  actuslidad, la malaria
asinfomitica s= considera habitwal en regiones d= aka
transruisién, come Africa, ¥ s= ha sscontrade comen
=n algunas zomas d= med=rada y alta frassmision =n
Latineamérnca. La malaria asinfomdtica =s1a asocinda
con laresisiencia alos medicamentos antpalidicos, o
wdmimistracion discontmun de nivelss sebberapéutions
de antipaludicos, la inmenidad adguinda por =l heés-
ped después de makiples exposiciones al parasito y
la int=asidad de la framsmision exisients =n un drea
determinada.

La diversidad genética en Plasm dum fabwinaum
z= ha =stediado frecusnb=reente, ya qus H=ns gran
importancin, puss =5 la ge= l= confisrs al parasito la
capacidad d= evadi la respuesta inmune del heésped
y preducir variastes resistentes, tanto @ medicam entos
como & wecenms; e o estudiade =n pocisntss
simteruaticos y, por lo general, snmarcada en =studios
de eficacia & medicamentos antipakdices.
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