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Resumen

Trypanosoma cruzi es un parasito hemoflagelado protozoario, causante de la Enfermedad de
Chagas, la cual es transmitida a humanos por insectos triatominos. En el estudio de T. cruzi, los
anticuerpos monoclonales han sido de gran importancia, principalmente en la identificacion y
aislamiento de antigenos del parasito. Estos antigenos han sido usados tanto para conocer la
biologia de este, como con fines terapéuticos, de diagnostico y en el estudio de la progresion de la
enfermedad. Muchas de la proteinas de importancia de 7. cruzi han sido identificadas mediante
anticuerpos monoclonales. En el laboratorio se produjeron anticuerpos monoclonales (MAbs)
contra parasitos de la cepa Querétaro, entre ellos los MAbs C16D y F14B de isotipo IgM ¢ ID5 y
B106E los cuales son IgG1 e IgG respectivamente. El primero reconoce epitopos de 41, 55 y 70
kDa, el MAb F14B identifica un par de proteinas de 29 y 37 kDa, el MAb IDS5 reacciona con un
antigeno de 44 kDa y B106E con una proteina de 180 kDa. En este trabajo se realizd la
caracterizacion y se intento llevar a cabo el aislamiento e identificacion de las proteinas reconocidas
por estos MAbs. La caracterizacion se realizd por medio de lectinas para identificar azucares
presentes en estas proteinas, en la cual se determiné que la mayoria de los antigenos reconocidos
eran mayormente de naturaleza proteica. Se trabajo con extractos del parasito sometidos a diferentes
procesos de extraccion, esto con el objetivo de saber si habria otros epitopos no reconocidos
anteriormente, donde se observdo que el MAb F14B ademéas de reconocer las antigenos
anteriormente identificados, reconocié uno de 60 y un doblete de 110 kDa. También con geles sin
agentes desnaturalizantes y reductores con el fin de determinar el peso molecular de estos antigenos
en condiciones nativas, en estos ensayos se pudo observar que solo la proteina reconocida por el
MAD F14B cambio de peso molecular a 66 kDa. Para realizar el aislamiento de estas proteinas, se
llevaron a cabo las técnicas de cromatografia con anticuerpos e inmunoprecipitacion, con resultados
negativos. Debido a lo anterior, se decidieron hacer fracciones proteicas del parasito, a partir de un
extracto total, en las cuales se encontraran las proteinas reconocidas por los MAbs. Las fracciones
resultantes fueron F1 (56-72 kDa), F2.1 (28-35 kDa) y F2.2 (36-55 kDa). Posteriormente se realizo
la identificacion de las proteinas de las fracciones por medio de espectrometria de masas, en las que
se encontraron en total 27 proteinas del parasito, con las que se llevd a cabo un posterior analisis
para identificar cuales de estas eran reconocidas por los MAbs. Se logr6 identificar que el MADb
C16D probablemente reconoce a la proteina Prostaglandina F2 a-sintasa y a la Transaldolasa e ID5

reconoce a elF4a, aunque se tienen que realizar mas analisis.



I.Introduccion
1.1 Trypanosoma cruzi
1.1.1 Taxonomia

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario, unicelular, hemoflagelado, que pertenece al Phylum
Sarcomastigophora; Subphylum Mastigophora; Clase Zoomastigophora; Orden Kinetoplastida (el
cual comprende a los organismos flagelados con cinetoplasto); Suborden Trypanosomatina; Familia

Trypanosomatidae; Género Trypanosoma y Subgénero Schizotrypanum (WHO, 2002).

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Schizotrypanum
Especie Trypanosoma cruzi

1.1.2 Morfologia

Como otros miembros de la familia Trypanosomatidae, 7. cruzi posee so6lo una mitocondria que se
extiende a través del soma celular. Ademas tienen un arreglo complejo de fibrillas de ADN
mitocondrial que forma el cinetoplasto (figura 1); esta es una estructura diagnostica de la familia de
microorganismos (De Souza, 2002).

Existen tres principales estadios de desarrollo en este parasito; amastigote, epimastigote y
tripomastigote (Figura 1). Los cuales estan definidos por la forma celular, la posicion del flagelo,
del cinetoplasto y del nticleo (Vargas-Parada, 2010).

El amastigote (Figura 2A), es la forma intracelular en el hospedero vertebrado. En esta fase del
desarrollo los parasitos son ovoides, miden entre 2.4 y 6.5 um y se dividen por fision binaria. Se
caracterizan por presentar un flagelo muy corto, el cual no es libre; el cinetoplasto se encuentra

cerca del ntcleo, que en esta etapa es prominente (Bogitsh et al, 2005).



Los epimastigotes (Figura 2B), se encuentran en el intestino del hospedero invertebrado. Son
organismos en forma de huso, miden de 20-40um de largo y estan en fase de replicacion (De
Souza, 2002). En esta etapa el flagelo emerge de la parte media del parasito y estd unido a la
membrana, produciendo una membrana ondulante; mientras el cinetoplasto esta situado anterior al
nucleo (Bogitsh et al, 2005).

Los tripomastigotes (Figura 2C), se observan en el torrente sanguineo del hospedero vertebrado
(tripomastigote sanguineo), en la parte posterior del intestino y en las heces del vector
(tripomastigote metaciclico). Estas formas miden alrededor de 25um y no son capaces de dividirse.
En este momento el flagelo emerge del extremo posterior y sufre elongacion, al igual que la
membrana ondulante (De Souza, 2002). En esta etapa el cinetoplasto se encuentra posterior al

nucleo.

Figura 1. Principales estadios de
desarrollo de 7. cruzi. Las flechas
seflalan (K) cintepolasto y (N) niticleo
(imagenes modificada de Docampo et

/]( al.. 2005).

Figura 2. Principales formas del parasito en cultivo, tefiidos con Giemsa. En A) Nidos de amastigotes en cultivo celular, en B)
epimastigotes y en C) tripomastigotes sanguineos. (imagenes tomadas De Lana & Marques, 2010).



1.1.3 Genética

Es sabido que el genoma de T. cruzi posee una alta variabilidad genética (Zingales et al., 2012). La
diversidad del parasito determina el curso de la enfermedad, asi como la virulencia, el tropismo a
ciertos tejidos y la susceptibilidad a farmacos (Rojas-Ortega 2012). Se ha propuesto que esta gran
variabilidad genética en el parésito es resultado del intercambio genético entre parasitos
(reproduccion parasexual), el cual ha contribuido a la estructura de la poblacion actual, que es
mayormente hibrida (Sturm & Campbell, 2009). Hoy en dia T. cruzi esta dividido en seis grupos
filogenéticos denominados, unidades tipificadoras discretas (DTU'’s por sus siglas en inglés), de Tc
I a VI (Figura 3). En Sudamérica los tipos Tc /I, V'y VI, han estado asociados a la infeccion en
humanos, mientras que otros tipos como 7c /, se han ligado al ciclo selvatico (Zingales et al., 2009,
2012). En México y otros paises de Centroamérica, las cepas del tipo 7c¢ [ han sido asociadas a la

infeccion en humanos (Bosseno et al., 2002, Martinez et al., 2013).

Figura 3. Modelo de evolucion de dos
ancestros que dio origen a los diferentes
grupos genéticos de 7. cruzi. De dos grupos
parentales Tc Iy Tc II hubo un intercambio
genético, el cual dio como resultado a Tc IV
y Te III. Un segundo intercambio genético
entre Tc II 'y Te III generé a los hibridos Tc
Vy Tc VI (imagenes modificadas de Zingales
et al., 2012).

1.1.4 Ciclo de Vida

El ciclo de vida del parasito comienza cuando los tripomastigotes sanguineos son ingeridos por los
triatominos, al alimentarse de sangre del mamifero infectado. Una vez dentro del intestino del
triatomino, los tripomastigotes se transforman en epimastigotes, se replican y al pasar a la ampula
rectal se transforman en tripomastigotes metaciclicos. Los parasitos salen del insecto a través de las
heces, después de que el triatomino se ha alimentado con la sangre del vertebrado. El parasito

penetra la piel del mamifero por la herida que deja el insecto, se introducen en las células del tejido,

5



tales como macrofagos, fibroblastos, los epitelios y células musculares (Epting et al., 2010). Una
vez dentro de la célula, los tripomastigotes secretan la proteina TcTOX, la cual a un pH bajo
destruira la membrana de la vacuola parasitofora, y lleva al parésito al citosol donde adquieren la
forma de amastigotes y se duplican por fision binaria (Andrews et al., 1990). Los amastigotes
repletan las células que terminan por lisarse y los parésitos salen a la circulacion como
tripomastigotes sanguineos, diseminandose por todo el organismo a través de la sangre (Figura 4).
El ciclo se completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por nuevos triatominos (WHO,

2010).

Figura 4. Ciclo de vida de 7. cruzi. En 1) los tripomastigotes metaciclicos salen del insecto a través de las heces y entran al
hospedero vertebrado por medio de la herida que deja el insecto. 2) Los parasitos invaden las células, donde se transforman en
amastigotes y se dividen por fisién binaria. 3) Los amastigotes se diferencian en tripomastigotes, los cuales son liberados al
torrente sanguineo y son ingeridos por el vector al alimentarse de la sangre de este. 4) En el insecto, los tripomastigotes se
convierten en epimastigotes, los cuales se dividen en el intestino medio. Por iultimo migran a la dmpula rectal donde se
transforman a tripomastigotes metaciclicos, continuando el ciclo (Figura tomada de Cuervo et al., 2010).



1.2 Mal de Chagas

La Tripanosomiasis Americana 6 Mal de Chagas, es la enfermedad causada por 7. cruzi, la cual fue
descrita en 1909 por Carlos Chagas. Esta infeccion se transmite principalmente por el contacto con
heces de insectos triatominos (Figura 5), aunque otros modos de transmision incluyen; transfusiones
sanguineas, transmision congénita, trasplantes de 6rganos y transmision oral a través de comida
contaminada (WHO, 2010).

La Enfermedad de Chagas se manifiesta en dos etapas; la fase aguda y la fase cronica. La primera
fase dura de 6-8 semanas, en este periodo hay un gran nimero de parasitos en sangre; en la mayoria
de los casos esta es asintomatica 6 sintomatica inespecifica. Se caracteriza por presentar en el sitio
de entrada del parasito una inflamacion 6 lesion en la piel llamada chagoma y en algunos casos la
inflamaciéon de un soélo parpado, cuando la entrada del parasito es via conjuntival. Esta

inflamacidnes conocida como Signo de Romaiia (Figura 6).

Figura S. Triatoma dimidiata. Vector transmisor de la Enfermedad de
Chagas de gran distribucién en México (Foto del laboratorio de
estudios sobre la Tripanosomiasis Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM)

La fase aguda, es seguida de la cronica, la cual se divide en: cronica asintomatica 6 indeterminada,
que puede durar de 10-20 afios y fase cronica sintomatica, en la cual se presentan las
manifestaciones clinicas de la enfermedad (no todos los infectados con 7. cruzi presentan un cuadro
clinico), como cardiomiopatias en un 30% de los casos, mega-es6fago, megacolon y alteraciones
neurologicas en solo el 10% de los casos. Se estima que anualmente 10 mil personas mueren a

causa de la Enfermedad de Chagas (OMS, 2010).

Figura 6. Niiio del Estado de México con signo de Romaiia.

(Fotografia del laboratorio de estudios sobre la
Tripanosomiasis Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM)



1.2.1 Distribucion de la Enfermedad de Chagas

Se estima que en todo el mundo hay 10 millones de personas infectadas con 7. cruzi (Figura 7). La
mayoria de los cuales se encuentran en areas endémicas, desde Argentina hasta el sur de Estados
Unidos. Aunque esta zoonosis es endémica de Latinoamérica, en las ultimas décadas se han
detectado casos en zonas no endémicas como Estados Unidos y Canadd en el continente
Americano; Australia y Japon en el pacifico y en algunos paises europeos. La presencia de la

enfermedad en estos paises se debe principalmente a la migracion de poblaciones (WHO, 2010).
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Figura 7. Distribucién y prevalencia de la Enfermedad de Chagas a nivel mundial (Modificado de WHO, 2010).

En México esta parasitosis, fue descrita por primera vez en 1936 por el Dr. Luis Mazzotti en dos
casos provenientes de Oaxaca. En el afio 2000 se estimaba que existian aproximadamente 1.6
millones de personas infectadas con 7. cruzi a nivel nacional (Guzman-Bracho, 2001).

Posteriormente en el afio 2009, se realizé un estudio seroldgico con 230,074 muestras de diferentes



bancos de sangre, de 28 estados de la Republica. En dicho analisis se observo una prevalencia a

nivel nacional (en bancos de sangre) de 0.406% (Novelo-Garza et al., 2010).

En total hay 18 areas endémicas en M¢xico, las cuales incluyen a los estados de Oaxaca, Jalisco,

Yucatan, Chiapas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos (Carabarin-Lima et al., 2013).

Sin embargo, la zona del pais con mayor prevalencia es la Huasteca, la cual incluye a los estados de
Hidalgo, San Luis Potosi, Veracruz y Tamaulipas (Guzman-Bracho, 2001). Ademas de Chiapas,
Oaxaca, Puebla, Veracruz y Yucatan, donde la prevalencia de la Enfermedad podria ser mayor al
10% (Cruz-Reyes & Pickering-Lopez); aunque se han registrado casos en casi todo el pais (Figura

8) (Carabarin-Lima et al., 2013).

Figura 8. Nimero estimado de individuos infectados con Trypanosoma cruzi en México. El mapa fue creado para mostrar la
prevalencia estimada de la Enfermedad de Chagas, de acuerdo a la seroprevalencia de anticuerpos anti- 7.cruzi (Figura
modificada de Caravarin-Lima et al., 2013)



1.3 Anticuerpos monoclonales y 7. cruzi

Desde el descubrimiento de la técnica para producir anticuerpos monoclonales (MAbs), en la
primera mitad de los afios setenta por Milstein y Kohler, estos se volvieron una herramienta muy
importante en la investigacion, debido a las caracteristicas Unicas que poseen como: especificidad,
homogeneidad y la capacidad de ser producidos en cantidades practicamente ilimitadas (Garcia-

Merino, 2011).

En el estudio de T .cruzi, los anticuerpos monoclonales han sido de gran importancia, ya que
permiten la identificacion, caracterizacion y aislamiento de antigenos del parasito; tanto para
conocer la biologia del parésito, con fines terapéuticos (Vazquez-Chagoyan et al., 2011), de

diagnostico y en la progresion de la enfermedad (Martinez & Espinoza, 2010).

En el afio de 1981 se publico uno de los primeros articulos utilizando los anticuerpos monoclonales
por Snary et al. En ese trabajo se pudo identificar individualmente un antigeno de superficie de 72
kDa por parte del anticuerpo monoclonal WIC29.26, lo que en ese momento ayudd a una mejor
caracterizacion de dicha proteina, mediante métodos mas sencillos; aunque posteriormente se supo
que este anticuerpo en realidad reconocia dos glicoproteinas de 72 y 75 kDa, que diferian debido a
modificaciones post-traduccionales (Cooper et al., 1991). Esta proteina después fue conocida como
gp72, la cual es una importante glicoproteina involucrada en el mantenimiento de la morfologia
normal del parasito; esta molécula funciona como un aceptor para el factor del complemento C3, el
cual desencadena la lisis de epimastigotes, por medio de la via alterna y ademas tiene un
importante papel en la diferenciacion, ya que al incubar a epimastigotes con el MAb WIC29.26 se

inhibe la metaciclogénesis (Haynes et al., 1996).

Posteriormente, se realizaron numerosas investigaciones empleando la tecnologia de los anticuerpos
monoclonales. Entre estos trabajos se encuentra el de Alves et al., (1986), en el que el MAb H1A10
se uniod a una glicoproteina de 85 kDa en tripomastigotes. Al pre-incubar a las formas metaciclicas
con este anticuerpo disminuia la infeccion entre un 50 y 70%; este grupo de proteinas del mismo
peso molecular y diferente carga eléctrica fueron identificadas previamente como Tc-85 (Pereira et
al., 1980; Katzin & Colli, 1983) y posteriormente conocidas como Trans-sialidasas (TS). Existen
otros anticuerpos monoclonales contra epitoopos de esta familia de proteinas. Tales como el MAb
3C9, que reconoce un epitopo exclusivo de tripomastigotes denominado Ssp3 (Andrews et al.,
1987); el cual se vio que se formaba después de que la enzima, transfiriera acido sialico extrinseco y
posteriormente al incubar a los parasitos con este MAb se inhibia la union a la célula hospedera

(Schenkman et al., 1991). Estas enzimas tienen caracteristicas nicas, ya que promueven tanto la
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adquisicion, como la remocion de acido sialico en los tejidos del hospedero, por lo que son de

importancia en la invasién a la célula hospedera (Goldenberg & Avila, 2011).

Texeira & Yoshida (1986) identificaron una proteina de 90 kDA, de superficie y especifica de
tripomastigotes metaciclicos, usando los MAbs 1G7 y 5E7 producidos por ellos (Figura 9). Esta
proteina correspondia a la gp90, descubierta previamente (Snary & Hudson, 1979). En la actualidad
se sabe que esta molécula es un regulador negativo de la invasion, ya que las cepas que expresan
esta glicoproteina a altos niveles son menos infectivas que las cepas que no la presentan (Cortez et

al., 2006)

En este mismo trabajo (Texeira & Yoshida 1986), identificaron una proteina e 82 kDa, reconocida
por el MAb 3F6 (Figura 9). Posteriormente, se supo que se trataba de la gp82; importante molécula
involucrada en la invasion a la célula hospedera (Ramirez et al., 1993), la cual se une a la mucina
gastrica y facilita la sefializacion con Ca®*, necesaria para la internalizacion del parasito a la célula
hospedera. El anticuerpo 3F6 inhibe la infeccion in vitro de las células epiteliales, lo que

significaria una proteccion en contra de la invasion del parasito (Eickhoff et al., 2010).

Otro trabajo importante, cuya finalidad fue la caracterizacion de los componentes membranales del
parasito, fue en el que se produjo el MAb 10D8, que reconocia dos antigenos altamente glicosilados
de 35 y 50 kDA (Figura 9). En este estudio al igual que en el anterior, se demostro que la
infectividad de las formas metaciclicas de 7. cruzi se afectaba hasta en un 67%, cuando estas eran
pre-tratadas con el anticuerpo (Yoshida et al., 1989). Posteriormente, este par de proteinas se
denominaron como glicoproteinas tipo mucinas gp 35/50, que son codificadas por una gran familia
de genes (Maeda et al., 2012). Al igual que gp82, la gp35/50 se une a la célula blanco mediado por
un receptor, que actia como activador de la sefializacién de Ca*". EIl MAb 10D8 reconoce a las
mucinas 35/50 de cepas poco invasivas, como lo son la G y Tulahuen, y reacciona con epitopos que
contienen galactofuranosa. Existe otro anticuerpo monoclonal denominado 2B10, el cual también
reconoce a gp 35/50, s6lo que éste las reconoce en todas las cepas y reacciona con galactopyranosa

(Yoshida, 2006).

11



Figura 9. Diferentes moléculas de 7. cruzi identificadas por anticuerpos monoclonales. MAbs contra gp90, 82 y 35/50 (Imagen
tomada de Yoshida, 2006).

La proteina gp57/51 fue descrita por Scharfstein et al.,, (1986), mediante el MAb SC11G10.
Posteriormente a esta glicoproteina con propiedades enzimaticas, se le conocié como Cruzipaina, la
cual es la mayor cisteina proteasa del parésito. Esta enzima se expresa diferencialmente en los 3
estadios de desarrollo del parasito (Cazzulo et al., 2001). La participacion de la Cruzipaina en la
invasion a la célula hospedera, estd relacionada con la capacidad de esta proteina de generar
bradiquinina, ya que al pre-incubar tripomastigotes metaciclicos con un MAb a-bradiquinina, se

inhibio la entrada de los parasitos a la célula hospedera (Scharfstein et al., 2000).

Otras moléculas de importancia caracterizadas con ayuda de anticuerpos monoclonales son: algunos
polipétidos flagelares, como las proteinas PAR1 de 70 y PAR2 de 68 kDa, reconocidas por los
MAbs PAR 1 y 2 respectivamente. Estas proteinas fueron localizadas exclusivamente en los
filamentos paraflagelares, de los que no existe contraparte en las células mamiferas (Saborios et al.,

1989).

Al igual que las proteinas paraflagelares, la tubulina es una molécula fundamental en la constitucion
de los microtabulos; el mayor componente del citoesqueleto en los trypanosomatidos (De Lima et
al., 2006). El uso de anticuerpos o-tubulina como lo es el MAb TAT1 (Tyler et al., 2005) 6
DMAT1A han permitido el estudio del citoesqueleto del parasito (Paulin et al., 1988) y han ayudado
a determinar la importancia de los microtiibulos en la infeccion a la célula hospedera (Epting et al.,

2010).

En la actualidad los trabajos usando anticuerpos monoclonales son mas especificos. Un ejemplo de

lo anterior es el MAb 17.2, el cual esta dirigido contra el extremo c-terminal de la proteina
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ribosomal P2 o péptido R13 de 7. cruzi. Este anticuerpo encontrado en altos niveles en pacientes
chagasicos, presenta reaccion cruzada con el receptor f-1 adrenérgico, lo que se ha visto induce
apoptosis en células murinas cardiacas HL-1. Esto podria significar un alto nivel de apoptosis en los
cardiomiocitos de los pacientes con Tripanosomiasis. Se cree que estos anticuerpos son una de las

causas del desarrollo de cardiopatias tipicas de esta patologia (Levy et al., 2011).

Uno de los mecanismos mas efectivos de 7. cruzi para evadir la respuesta inmune, es el
recubrimiento con acido sialico, de algunas proteinas. Esto es realizado por medio de la enzima
Trans-sialidasa (TS), el parasito transfiere residuos de acido sidlico de glico-conjugados del
hospedero a las mucinas del parasito (Buscaglia, et al 2006), ya que éste no es capaz de sintetizar
acido sialico de novo. En el afio 2012, se publico un trabajo en el cual produjeron un anticuerpo o-
Trans-sialidasa neutralizante (13G19). Este MAD es un poderoso inhibidor de la actividad catalitica
de esta cisteina proteasa; por lo tanto la incubacion con este anticuerpo inhibe en un alto porcentaje
la infeccion de los cultivos celulares y confiere proteccion a ratones infectados en contra de los
efectos deletéreos inducidos por esta enzima al sistema inmune. La proteccion con el anticuerpo

13G19, es prometedora para su uso terapéutico (Buschiazzo et al., 2012).

II. Antecedentes

En nuestro laboratorio, Lopez Olmos (1999) produjo anticuerpos monoclonales contra la cepa
Querétaro, entre ellos los MAbs C16D y F14B de isotipo IgM e ID5 y B106E los cuales son IgG1
y 2a respectivamente. El primero reconoce un epitopo de aproximadamente 65 kDa solo en
epimastigotes, el MADb F14B identifica un par de proteinas de 29 y 37 kDa en los tres estadios de
desarrollo, el MAb IDS5 reacciona con un antigeno de 44 kDa Uinicamente en epimastigotes y BI06E
con un doblete de 180 kDa en los tres estadios de desarrollo. Los anticuerpos C16D y F14B
muestran reaccion cruzada con proteinas de otros parasitos como Leishmania sp., T. rangelii y M.
tuberculosis, mientras que ID5 y B106E no tuvieron reaccidon con otros parasitos, ademas que estos

y F14B reconocen proteinas que se encuentran en la superficie del parasito (Tabla 1).

13



Tabla 1. Caracteristicas de los MAbs producidos en el laboratorio

Anticuerpo Isotipo Proteina Estadio de Epitopo Localizacion
reconocida desarrollo

ID5 IgG1 44 kDa epimastigote proteico superficie
F14B IgM 29y 37 kDa amastigote proteico superficie
epimastigote
tripomastigote
Cl16D IgM 41,55y 70kDa epimastigote proteico desconocida
B106E IgG 180 kDa amastigote proteico superficie
epimastigote
tripomastigote

Ademas, estos anticuerpos monoclonales reaccionaron con antigenos de las cepas de 7. cruzi Z10,
JAL, JFA, JBE, HS, Ninoa, Silvio y Esmeraldo, con variaciones en el peso, nimero ¢ intensidad de
las proteinas reconocidas por estos. Los MAbs ID5 y C16D podrian ser especificos de estadio, ya

que solo identificaron antigenos en epimastigotes.

En ensayos de infeccion in vitro de células Vero con el parasito, el MAb F14B inhibi6 parcialmente
la infeccion de las células. Ademas se evaluo el efecto de los MAbs como agente protector en los
ratones. Para evaluar este efecto, se realizd una infeccion de éstos con la forma infectiva del
parasito, pre-incubada con los MAbs y se conto el nimero de parasitos en sangre a los 42 dias
postinfeccidn, en la cual s6lo se observo disminucidn en el nimero de tripomastigotes por parte de
los ratones que habian sido infectados con los parasitos incubados con el MAb B106E. En cuanto a
los ratones infectados con parasitos pre- incubados, con B106E tuvieron una sobrevida del 50% y
con el MAb F14B del 17%, mientras que los demas anticuerpos no mostraron ningin efecto

protector.
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1. Justificacion

La caracterizacion de las proteinas de epimastigote y tripomastigote, que reconocen los MAbs
F14B, ID5 y C16D podrian ser una herramienta util en el entendimiento de la biologia del parasito,
ayudar a la caracterizacion de la cepa mexicana Querétaro, asi como las interacciones con sus
hospederos, dado que algunos de los antigenos reconocidos por estos MAbs son estadio especifico y

otros son de superficie.

IV. Hipétesis
Si se realiza la caracterizacion de algunas proteinas de 7. cruzi que reconocen los MAbs F14B, ID5

y C16D, entonces se podra a conocer mejor la biologia del parasito.

V. Objetivo

Caracterizar las proteinas que reconocen los MAbs F14B, ID5 y C16D determinando la
composicion glicosidica y el punto isoeléctrico de las proteinas reconocidas por los MAbs. Asi

como identificar por medio de secuenciacion las proteinas reconocidas por los MAbs.
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VI. Material y Métodos

6.1 Parasitos

Se utilizo la cepa Querétaro de 7. cruzi (TBAR/MX/0000/Querétaro), aislada del vector Triatoma
barberi, obtenida en el estado de Querétaro y donada por el Dr. Rubén del Muro. En este proyecto
se trabajo con el estadio de desarrollo epimastigotes. Los parasitos fueron cultivados en el medio
Liver Infusion Triptose (LIT) a pH 7.2, complementado con 25pug/ml de hemina y 10% de suero
fetal bovino, previamente desactivado a 56° por 30 minutos. Los cultivos se resembraron
semanalmente a una densidad de 1X10° parasitos/ml, se incubaron a 28 C° en botellas de cultivo de

25cm’.

6.2 Extraccidn proteica por sonicacion

Los epimastigotes de cultivo fueron colectados por centrifugacion a 1000xg 10 minutos a 4°C.
Después se lavaron y centrifugaron 2 veces en PBS pH 7.2. La pastilla se suspendié en 5 ml de
10mM Tris- HCI, pH 8.2 (1g de peso humedo/5ml de buffer Tris-HCI) y se afiadi6 EDTA 12mM
(inhibidor de metalo-proteasas), fenilsulfonifluoruro 1mM (PMSF, inhibidor de proteasas de
serina), leupeptin 0.1Mm (inhibidor de proteasas cisteina/serina) y pepsatin 0.001mM (inhibidor
de proteasas de acido aspartico). Posteriormente, los parasitos fueron lisados por sonicacion
(Sonicador Vibra Cell) a 100 watts, 3 veces por 3 minutos y la mezcla fue centrifugada a 10,000xg
30 minutos a 4°C. El sobrenadante (extracto total de epimastigotes) fue recuperado y almacenado

a -20°C hasta su uso (Sanchez et al., 2001).

6.3 Extraccion proteica total con buffer de lisis Tiourea-Urea

Los epimastigotes fueron colectados por centrifugacion a 1000xg 10 minutos a 4°C. Después se
lavaron y centrifugaron 2 veces en PBS pH 7.2. El pellet se suspendio en 3 ml de buffer lisis/ gramo
de peso htimedo, compuesto de ureca 7M (Plus One 17-1319-01), tiourea 2M (Sigma T7875),
CHAPS 4% (Sigma C5070-5G) y tris 10mM (Sigmal61-0719). Al extracto proteico total se le
afladieron los inhibidores de proteasas descritas en la extraccidn proteica por sonicacion.
Posteriormente se agitd en Vortex y se dejo en hielo durante 10 minutos. Se centrifug6 la mezcla a
16000 xg 15 minutos a 4°C. Finalmente se recupero el sobrenadante (extracto proteico T-U) y se

almaceno a -20°C.
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6.4 Métodos de purificacion de las proteinas reconocidas por los MAbs

Se realizaron ensayos de Cromatografia de Afinidad con CNBR-activated Sefarosa 4 Fast Flow
acoplada al MAb ID5. Se mezcldé el MAb ID5 purificado, con el amortiguador de acoplamiento
NaHCOs; 0.1M, NaCl 0.5M pH 8.3. Se mezclo la sefarosa 4 Fast Flow (17-0981-01 General Electric
Health Care) con la solucidon previamente acoplada y se dejé incubar toda la noche a 4°C en
agitacion. Se lavo el exceso de ligando con amortiguador de acoplamiento y se bloqueo con 3
volimenes de Tris-HCl 0.1M pH 8 durante 2 hrs a temperatura ambiente y en agitacion.
Posteriormente, se lavd 3 veces con amortiguador de pH alcalino (Tris-HCI 0.1M, NaCl 0.5M pH
8.5) y pH acido (amortiguador de acetato de sodio 0.1M pH 3.5). La sefarosa ya acoplada con el
MAD IDS, se re-suspendio en 240ul de hepes 0.1M pH 8. Posteriormente, en 4 tubos eppendorf se
agregaron 60ul de la sefarosa acoplada, en 2 de ellos se agregaron 150ug de extracto total de
epimastigotes (en los otros 2 sélo se agregd PBS). Se afiadieron otros 60ul de hepes a los 4 tubos y
se incubaron toda la noche a 4°C en agitacion. Los tubos se centrifugaron a 3421xg por 2 minutos y
se elimind el sobrenadante. Después se realizaron 3 lavados con hepes, se colectaron los lavados y
se leyo la absorbancia a 280nm. Posteriormente se adicionaron 100ul de amortiguador de elucion
(acetato de sodio 0.1 M y Urea 8M) se incubo por 10 minutos en agitacion lenta. Finalmente se
centrifugd a 12,800xg durante 5 minutos y se recuperd el sobrenadante. Los ecluidos fueron
separados mediante SDS PAGE al 12%, transferidos a nitrocelulosa y se realiz6 un Western blot
como esta descrito en la seccion 6. 10.

Se intentaron purificar las proteinas por el método de inmunoprecipitacion, con Proteina A-agarosa
y G-agarosa (Nogueira de Melo et al., 2010), donde se afiadio el MADb F14B e ID5 respectivamente,
después antigeno total de epimastigote de 7. cruzi y se precipitdé con un amortiguador de Glicina pH

3, los eluidos obtenidos se corrieron en un gel de acrilamida al 12%.

6.5 Preparacion de fracciones proteicas de epimastigotes

Con el extracto total de epimastigotes sonicados, se corrié un gel de acrilamida (SDS-PAGE) al
12%, en el cual se cortaron 3 fracciones del gel que contenian las proteinas reconocidas por los
MADbs. La primera fraccion (F1) fue de 55-72 kDa y la segunda (F2) de 28-54 kDa. La F2 a su vez
fue sub-dividida en dos partes; la fraccion denominada 2.1 (28-35 kDa) y la 2.2 (36-55 kDa). Ya
cortadas las fracciones del gel, se eluyeron con agua milli-Q por 18 hrs a 4°C. Se recupero el
sobrenadante, el cual contenia las fracciones proteicas y se concentrd en un speed vac (Eppendorf
Vacufuge) de 2 a 3 veces, las fracciones fueron cuantificadas y posteriormente almacenadas a -

20°C hasta su uso.
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6.6 Cuantificacion de proteinas método Lowry

Se determind la concentracion proteica, tanto del extracto proteico total sonicado y de las fracciones
proteicas mediante el método de Lowry. Se uso el kit DC Protein Assay BIO-RAD (Reactivo A Cat
23223, Reactivo B Cat 23224 y Reactivo S Cat 500-0115). Se realizdo una curva estandar con
centraciones conocidas de BSA (albiimina sérica bovina), asi como las muestras. Se agregaron los

reactivoas A, S y B, y se dejo incubar por 15 minutos. Se ley6 a una D.O. de 655nm.

6.7 Cuantificacion de proteinas 2-D Quant kit.

El extracto proteico total T-U se cuantificé por medio del kit comercial 2-D Quant kit (80-6483-56
Amershan G.E.). Se prepar6 una curva estandar de BSA y el extracto que se cuantifico. Se separo la
proteina con los reactivos de precipitacion incluidos en el kit y posteriormente se agregé la solucion
de cobre y el reactivo de color. Las muestras se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente y

se leyo a una D.O. de 480nm.

6.8 Anticuerpos Monoclonales

6.8.1 Descongelacion de sobrenadantes.
Los sobrenadantes de hibridoma de anticuerpos monoclonales, elaborados previamente en el
laboratorio, los cuales estaban en congelacion; fueron transferidos a un cuarto frio a 4°C, para su

descongelacion y posterior uso.

6.8.2 Ensayo de ELISA para la deteccion de anticuerpos monoclonales

Se realizaron ensayos inmunoenzimaticos (ELISA por sus siglas en inglés), para determinar la
presencia de los MAbs ID5, C16D, F14B y BI06E en los sobrenadantes de hibridomas. Se
sensibilizaron placas de 96 pozos (RIA/IEA COSTAR 3590) con lpg de extracto proteico de
epimastigotes en amortiguador de carbonatos pH 9.6 por pozo. Las placas se incubaron durante 2
horas a 37°C, después se lavaron 3 veces con PBS Tween 20 al 0.05%. Posteriormente, se
bloquearon las placas con BSA al 1% en PBS, se incubaron por 2 horas a 37°C y se realizaron 3
lavados. Se agregaron 100ul/pozo de sobrenadante de hibridoma y se incub6 a 4°C por 16 hrs. Se
realizaron nuevamente 3 lavados y se agregaron los anticuerpos secundarios, a-mouse IgM HRP
(Santa Cruz SC-2973), a-raton IgG HRP (Sigma A-9044) o a-mouse IgGAM HRP (Sigma Cat-
0412), en una dilucionl:1000 en PBS-Tween y se incubd durante 2 hrs a 37°C. Se volvieron a
realizar lavados y se agregd la mezcla de reaccion, la cual contiene el sustrato ortofenil diamina a

una concentracion de 0.4mg/ml, en amortiguador de citratos-fosfatos pH 5. La reaccion se detuvo
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con acido sulftrico al 2.5N, cuando los controles positivos se tornaron amarillos. Se ley6 la D.O. a

490nm (Sanchez et al., 2001).

6.8.3 Precipitacion de anticuerpos monoclonales con Sulfato de Amonio

Se determiné el volumen de los sobrenadante de hibridomas a usar y se centrifugaron a 3000xg por
30 minutos para eliminar detritus del medio de cultivo. Posteriormente, se puso el sobrenadante en
agitacion lenta y se afiadid lentamente con un embudo de decantacion, la solucion saturada de
Sulfato de Amonio (NH4),SO,4 para llegar a una concentracion final de 50%. Se dejé incubar a
4°C durante toda la noche y se centrifugo el precipitado a 3000xg por 30 minutos. Cuidadosamente
se descarto el sobrenadante y después se aiadio el otro 50% de la solucion de sulfato de amonio
saturada a la solucién con los anticuerpos y se incubd toda la noche a 4°C en agitacion. Se
centrifugd a 3000xg por 30 minutos y se re-suspendio la pastilla en 10% del volumen inicial en
PBS. La solucién con anticuerpos se dializé contra PBS, se dejo incubar durante toda la noche a 4°
C, esto se llevd a cabo en 3 ocasiones. Se centrifugd la solucion con el anticuerpo a 12800xg
durante 5 minutos, para remover cualquier particula. Los anticuerpos se cuantificaron mediante el
método Lowry como lo indica en la seccion 6.6. Se observo la integridad de los anticuerpos por

medio de electroforesis y se almacenaron a -20°C (Harlow, 1988).

6.8.4 Anticuerpos monoclonales Purificados
Ademas de la precipitacion con sulfato de amonio, se us6 el MAD ID5 purificado previamente por

Cromatografia de Afinidad (Lopez-Olmos, 1999).

6.9 Electroforesis de proteinas

Se realizo la separacion del extracto total y/o de las fracciones proteicas de epimastigote y los
anticuerpos monoclonales por medio de electroforesis en geles de acrilamida (acrilamida 30%,
bisacrilamida 0.8%) al 10, 12 y 15%. Esta separacion se realizd en condiciones reductoras, en
presencia de duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés). Fueron separados
150ug de proteina, en cada mini gel. Las muestras se disolvieron en amortiguador de muestra, el
cual contenia Base Tris 200mM, B-mercaptoetanol al 0.002%, SDS 0.01M, azul de bromofenol al
0.4% y glicerol al 40% a un pH de 6.8; posteriormente la muestra se hirvid por 5 minutos a 100°C.
La corrida se realizé con de buffer de corrida (Base Tris 0.12M, glicina 1M y SDS 0.01M) a 200
volts por 1 hora (Laemmli, 1970).

Ademas se llevo a cabo electroforesis en estado nativo. Se realizé la separacion del extracto total de

epimastigotes mediante electroforesis en geles de acrilamida (acrilamida 30%, bisacrilamida 0.8%).
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Los geles se realizaron con Gel buffer (Tris base 3M, HCI al 4.2% pH 8.8), glicerol, persulfato de
amonio al 10% y TEMED. Se separaron 20ug de muestra en cada carril. Las muestras se
disolvieron en buffer de muestra no desnaturalizante (Tris-HCl 0.187M, glicerol al 30% y azul de
bromofenol al 0.4%), la muestra fue cargada sin hervir. El corrimiento se realizd con amortiguador

de corrida nativo (Base Tris 0.12M, glicina 1M) a 100 volts por 6 horas.

6.10 Western blot

150 pug de las fracciones proteicas de epimastigote fueron separadas en geles de acrilamida
mediante electroforesis (SDS-PAGE) y transferidas a membranas de nitrocelulosa mediante
electro-transferencia humeda, la cual se llevo a cabo en presencia de amortiguador de transferencia
(Tris HCI, glicina y metanol al 20%) a 110 volts durante 70 minutos. Las membranas con el
antigeno, se cortaron en tiras de 0.3cm (aprox. 10 ug de Ag por tira). Se bloquearon las tiras toda la
noche a 4°C en agitacion lenta en leche descremada al 10% en PBS. Posteriormente, se incubd con
10pg de los MAbs F14B, ID5 6 C16D con leche descremada al 10% en PBS. Se incubaron 2 hrs a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con 1ml de PBS Tween 20 al 0.01% en agitacion. Se
agreg6 el anticuerpo secundario a-mouse IgM HRP (Santa Cruz SC-2973) 6 a-mouse IgG HRP
(Sigma A-9044), en una dilucidén 1:1000 (Iml) en PBS Tween. Se incub6 2 hrs a temperatura
ambiente y posteriormente se realizaron 3 lavados como se describio antes. Se reveld con del
sustrato 3,3-diaminobenzidina (0.05mg/ml) en PBS y peréxido de hidrégeno al 0.02%. La reaccion
se detuvo con agua destilada (Sanchez et al., 2001). El western blot en doble dimension y en
condiciones nativas, se llevaron a cabo de esta misma forma.

Ademas fueron realizados ensayos de WB con un anticuerpo policlonal a-enolasa. El inmunoblot
se hizo como se indica anteriormente con las siguientes modificaciones; Se bloqueo con BSA al 3%
en PBS Tween. Posteriormente se incubd el anticuerpo goat a-enolasa (Santa Cruz C19) en una
dilucion 1:500 en BSA al 3% en PBS Tween. Se realizaron 3 lavados y se incubd el anticuerpo
secundario goat a-IgG HRP en una diluién 1:2000 en BSA PBS Tween. Como control positivo se
us6 el MAD IDS5.

6.10.1 Lectin blot

Las fracciones de antigeno fueron separadas mediante electroforesis (SDS-PAGE) en un gel de
acrilamida y transferidas a membranas de nitrocelulosa como se describid anteriormente. Las
membranas se cortaron en tiras de 0.3 cm (aprox. 10ug de fraccidon proteica por tira) y se
bloquearon con PBS Tween 20 al 0.1% por 16 horas a 4°C en agitacion lenta. El procedimiento

para Lectin blot fue similar al descrito para Western blot, pero en vez de usar anticuerpos
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monoclonales, se agregaron 3.5ug de la Lectina Canavalia ensiformes (Con-A) que reconoce a los
carbohidratos a-manosa y a-glucosa (Pierce 39302) y Artocarpus integrifolia (Jacalina) que
reconoce a a-galactosa- O Metil (Sigma L-4650), Sug de Arachis hypogaea (PNA) que se une a [3-
galactosa (1-3) y N-acetilgalactosamina (Sigma L-6135), Psophocarpus tetragonolobus (PT) a N-
acetilgalactosamina y galactosa (Sigma L- 3014) y Triticum vulgaris (WGA) a N-acetilglucosamina
y al acido N-acetilneuraminico (Sigma L-5142). L as lectinas estaban biotiniladas. Después se
adiciono el conjugado estreptavidina-peroxidasa (Amershan RPN123 IV), en una dilucion 1: 2000

en PBS Tween y se realizo el procedimiento como se indic6 en la seccion 6.10.

6.11 Espectrometria de Masas

Se denomina Shotgun Proteomics, a aquellas técnicas con un enfoque de alto rendimiento en el
analisis de proteomas. Una mezcla compleja de proteinas es digerida usando proteasas y los
péptidos resultantes son separados mediante cromatografia liquida de alta eficacia ¢ High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), posteriormente secuenciados en tandem por
Espectrometria de Masas 6 MS por sus siglas en inglés (Ye et al., 2007) y finalmente se emplean
algoritmos computacionales como SEQUEST 6 Mascot con el objetivo de comparar el espectro
con las secuencias y asi identificar a las proteinas (Motoyama & Yates III, 2008).

Para estos ensayos, 40ug de extracto total de epimastigotes por carril, fueron separados por
electroforesis SDS-PAGE al 12%. Posteriormente se cortaron tres fracciones del gel; la fraccion 1
(56-72 kDa), fraccion 2.2 (36-55 kDa) y fraccion 2.1 (28-35 kDa). Las muestras se digirieron in-gel
con tripsina y los péptidos ya digeridos se extrajeron con acetonitrilo (ACN) y Acido Formico (FA).
4ul de cada muestra se cargaron en una de columna Fase reversa C18 UPLC-BEH C18 2.1 x 100
mm (Waters 176001604), equilibrada con 3% de ACN, 0.1 FA. El equipo UPLC (ultra performance
liquid chromatography) estaba acoplado al espectrometro de masas ESI-QUAD-TOF con ionizacion
de la muestra por electrospray. El analisis de los espectros se realizd con el paquete ProteinLynx
Global SERVER (PLGS) utilizando la base de datos Uniprot exclusiva para Trypanosoma y con el
algoritmo MASCOT en la red http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=
2&SEARCH=MIS (Figura 10), la biisqueda con ambos s se realiz6 con los siguientes parametros:
other cukaryota de la base de datos NCBI, 2 missed cleaveges, carabmidometil C como
modificacion fija, oxidacion (M) como modificacidon variable, tolerancia del péptido 150 pmm, 0.2
de tolerancia MS/MS, cargas +2 y +3, con una p=0.05. Todos los resultados se corroboraron

manualmente.
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6.12 Identificacion de proteinas

Después de realizar el analisis de los espectros con los programas PLGS y MASCOT, se llevo a
cabo el analisis de las proteinas identificadas. En el caso de las proteinas reconocidas con PLGS, la
probabilidad que se trate de dicha molécula, esta dada por colores (Figura 11); sélo se incluyeron en
el analisis las proteinas con un nivel de confianza de 95% (verde) y 50% (amarillo). Por su parte en
Mascot, el ion score de los péptidos identificados en una busqueda, esta basado en la probabilidad
calculada (P), que es el apareamiento de los péptidos (match) entre los datos experimentales y la
base de datos. El score es -10Log (P). Esto es traducido en un score de la proteina, el cual es la
suma de los ion scores mas altos de todas las secuencias identificadas en la busqueda. En el caso de
las busquedas hechas para este trabajo, los ion scores > 44 indican identidad u homologia extensa

(p<0.05).

Figura 10. Pasos en un ensayo de de identificacién de proteinas en 7.
cruzi. Se cultivan los parasitos, posteriormente se realiza un extracto
proteico el cual es fraccionado mediante electroforesis. Las proteinas
del parasito son digeridas enzimaticamente, usualmente con tripsina.
Los péptidos son separados por Cromatografia Liquida, 6 directamente
eluidos hacia la fuente de ionizacién (ESI 6 MALDI). Los péptidos
protonados entran al espectrémetro de masas y sus masas se obtienen en
forma de espectros. Después estos espectros son sometidos a busquedas
en bases de datos y finalmente las proteinas son identificadas mediante
las masas de los péptidos (Imagen modificada de Cuervo et al., 2010).

Figura 11. Niveles de confianza en la
identificacion de proteinas, del servidor
PLGS.

22



6.13  Captura y analisis de imagenes.

La captura de imagenes de los geles, se hizo en el sistema Gel Logic 200 Imaging System de

Kodak. Las proteinas de las fracciones se analizaron con el programa Molecular Imaging Kodak.
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VII. Resultados

7.1 Seleccion y precipitacion de anticuerpos monoclonales.

Se realizaron ensayos de ELISA, con la finalidad de cuantificar la presencia de MAbs en los
sobrenadantes de hibridomas almacenados previamente en el laboratorio. En total se analizaron 66
diferentes muestras de sobrenadantes, en seis ensayos. En la tabla 2 se observan las muestras
positivas a la presencia de anticuerpos. Como control positivo se uso suero de raton infectado con 7.
cruzi de 18 dias postinfeccion y como control negativo no se afiadié el primer anticuerpo. Para
tomar una muestra como positiva, el valor de absorbancia tenia que ser al menos dos veces mayor
que el control negativo. Posteriormente, se precipitaron por medio de Sulfato de Amonio (NH,),SO
las inmunoglobulinas de las muestras positivas. Los precipitados se cuantificaron con el kit DC
Protein Assay BIO-RAD y se separaron por medio de electroforesis (SDS-PAGE al 12%), con el
objetivo de observar la disminucion de la albiimina. En la electroforesis se observaron las cadenas
pesadas y ligeras de los MAbs, asi como la reduccion de la banda de 68 kDa correspondiente a

BSA Los anticuerpos se etiquetaron y almacenaron a -20°.

Tabla 2. Sobrenadantes de hibridomas con presencia de anticuerpos.

Ensayo Nimero de Sobrenadante de Hibridoma D.O. Control Control
muestras de anticuerpos monoclonales 490nm positivo negativo
analizadas /
positivas

I 10/1 C16D 0.71 2.002 0.015

I 12/1 B106E 0.35 0.610 0.067

1] 15/2 B106E 14 1.69 0.033

ID5 13
\Y 15/5 ID5 1.2 1.50 0.072
B106E 1.1
B106E 0.60
B106E 0.58
B106E 1.07
VI 11/7 C16D 0.26 1.103 0.070
C16D 0.80
C16D 0.40
C16D 0.72
C16D 0.41
C16D 0.73
F14B 0.30

*No se muestra el ensayo IV, ya que no hubo ninguna muestra positiva.

El anticuerpo BI106E no fue utilizado en los posteriores ensayos, debido a que no hubo

reconocimiento aparente por parte de éste en los extractos del parasito empleados en este trabajo.
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Aunque el anticuerpo se visualizd mediante electroforesis, en la que se observaron las cadenas

pesadas y ligeras correspondientes a esta inmunoglobulina (datos no mostrados).

7.1.2 Western blot de Anticuerpos monoclonales

Con el objetivo de observar las proteinas reconocidas por los diferentes MAbs, se realizaron
ensayos de Western blot, con los anticuerpos monoclonales precipitados ¢ previamente purificados
(ID5); se separd el extracto total de epimastigotespor medio de electroforesis, posteriormente se
transfirid a una membrana de nitrocelulosa y fue realizado el inmunoblot. E1 MAb ID5 reconocio
una proteina de 44k Da, F14B dos antigenos de 29 y 37 kDa y C16D tres proteinas de 41, 70 kDa y
débilmente una de 55 kDa (figura 12).

Figura 12. Reconocimiento por parte de los MAbs. 10pg de extracto total de epimastigotes por carril, fueron separados mediante
(SDS-PAGE) al 12% y transferidos a membrana de nitrocelulosa, posteriormente se realizé el Western blot con 10ug de los
MAbs IDS, F14B y C16D, como segundo anticuerpo se agreg6 a- IgG HRP revelados con el sustrato 3-3, diaminobenzidina.

7.2 Purificacion de proteinas reconocidas por los MAbs.

Con el fin de purificar las proteinas reconocidas por los MAbs, se llevaron a cabo un par de ensayos
de cromatografia de afinidad con CNBR-activated Sepharose 4 Fast Flow acoplada al MAb IDS.
La elucion se hizo con amortiguador de Urea 8M y de Acetato de Sodio 0.1N. El producto de la
elucion se separ6 mediante electroforesis al 12%, se transfirid a nitrocelulosa y se realizé un
inmunoblot con el MAb ID5. En cuanto al eluido con el amortiguador de Acetatos, no se logrd
recuperar ninguna proteina y con el amortiguador Urea 8M el MAD ID5 se desprendio de la resina

de sefarosa, por lo tanto no se recuper6 el antigeno de interés. Posteriormente, con el mismo fin se
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llevé a cabo la inmunoprecipitacion con Proteina A-agarosa, la cual se conjugd con el MAb F14B
utilizando extracto total de epimastigotes de 7. cruzi. Se precipitdé con un amortiguador de Glicina

pH 3. No se logré inmunoprecipitar el polipéptido reconocido por el MAb.

7.3 Fraccionamiento de extracto proteico de epimastigotes de 7.cruzi

Debido a los resultados obtenidos por los métodos tradicionales para purificar los antigenos
reconocidos por los MADs; se decidi6 realizar fraccionamientos a partir de un extracto total de
epimastigotes, se eligieron las regiones donde se localizaban los antigenos reconocidos por los
diferentes monoclonales. Con el fin de acotar la busqueda de estos antigenos de interés. El extracto
total de epimastigotes se separd por medio de electroforesis, posteriormente se cortaron las
fracciones por peso molecular, se eluyeron con agua milli-Q, se concentraron de 2 a 3 veces y se
cuantificaron. La fraccion F1 comprende proteinas entre 56 y 72 kDa (Figura 13B), la F2 de 28-55
kDa (Figura 13A), que a su vez se dividié en la F2.1 de 28-35 kDa y F2.2 de 36-55 kDa (Figura

13B). Se realizaron 3 fraccionamientos con resultados similares.

A kDa B kDa
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Figura 13. Gel de acrilamida, representativo de las fracciones proteicas de epimastigotes de 7. cruzi. Las fracciones eluidas,
concentradas y cuantificadas, fueron separadas mediante SDS-PAGE al 12%. En A) F2 y en B) F2.1, F2.2 y F1. Se cargaron
10pg de proteina por muestra y el gel se tifio con Azul de Coomasie.
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7.3.1 Analisis de las fracciones proteicas de epimastigotes.

Después de haber realizado el fraccionamiento, se llevo a cabo el analisis de las fracciones 1, 2.1y
2.2. Esto con el objetivo de conocer el peso molecular de las diferentes bandas que forman parte de
las fracciones y su posible similitud en peso molecular con los antigenos que se unen a los MAbs.
Este analisis fue hecho con el programa Molecular Imaging Kodak. En la Tabla 3, s6lo se muestran
las bandas identificadas por el software en tres experimentos independientes. En la F1 se
identificaron dos antigenos de 70 y 55 kDa, los cuales podrian tratarse de los reconocidos por
C16D, en F2.1 a la proteina de 29 kDa, reconocida por el MAb F14B, en F2.2 la proteina de 37
identificada por F14B y la de 44 kDa por IDS5, ademas que en esta ultima fraccion se visualizo el
mayor numero de proteinas. Posteriormente, estas fracciones se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se realizaron inmunoblots, con el objeto de corroborar que en estas fracciones, se
encontraban los antigenos anteriormente mencionados. En la figura 14 se observa el reconocimiento
de los MADs en las diferentes fracciones proteicas, asi como en un extracto total. E1 MAb C16D
identificé a las proteinas de 70 y 55 kDa en la F1 (Figura 14C) y al antigeno de 41 kDa en la F2.2.
F14B se uni6 a la proteina de 37 kDa en la F2.2 (Figura 14B) y a la de 29 kDa en la F2.1, ademas
que el fraccionamiento ayudo a separar a las moléculas que contienen el epitopo reconocido por

F14B en dos fracciones. Por ultimo ID5 identificé a la proteina de 44 kDa (14A) en la F.2.2.

Tabla 3. Pesos moleculares (kDa) de las proteinas identificadas en las fracciones proteicas.

Fraccion 1 Fraccion 2.1 Fraccién 2.2
**70 33 52
65 **31 50
59 29 47
55 28 **44
**41
37

** Proteinas mas abundantes
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Figura 14. Reconocimiento de las proteinas reconocidas por los MAbs, en las fracciones. 10pg de Extracto Total (ET) y
fracciones 1, 2.1 y 2.2, fueron separadas mediante SDS-PAGE al 12%, transferidas a nitrocelulosa y retadas con los
MAbs. En A) MAD, en B) F14B y en C) C16D

7.4 Western blot con extracto obtenido por tratamiento con Tiourea-Urea

Como parte de la caracterizacion de las proteinas reconocidas por estos anticuerpos, se realizaron
inmunoblots con un extracto proteico sometido a una forma diferente de extraccion. Se queria saber
si los MAbs reconocian mas epitopos, los cuales por sonicacion no se logran extraer o recuperar. En
la Figura 15A se muestra el patron proteico, tanto del extracto sonicado, como del sometido a
extraccion con buffer Tiourea Urea (T-U); donde se puede observar claramente que el bandeo
proteico de los extractos difiere. Tal es el caso del doblete de aproximadamente 55 kDa que se
observa abundantemente en el extracto T-U, el cual no se aprecia en el extracto ET, o la proteina de
44 kDa que se encuentra en el extracto ET, pero no esta presente en T-U.

En la Figura 15B se observa el reconocimiento por parte de los MAbs tanto en el extracto sonicado,
como en el extracto T-U. La mayor diferencia se pudo observar por parte de F14B, que ademas de
las proteinas ya identificadas, reconocioé un antigeno de 60 kDa y muy débilmente a un doblete de
110 kDa. Mientras que los otros MAbs tuvieron un patréon de reconocimiento similar al previamente

observado en un extracto sonicado.
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Figura 15. Comparacion de antigenos reconocidos en dos extractos obtenidos por diferentes métodos. En A patron proteico de extractos
totales: sonicado (ET) y con buffer de extracciéon Tiourea Urea (T-U). 10pg de extracto en cada carril, separados por electroforesis SDS-
PAGE al 12% Yy teiiidos con azul de Coomasie. En B Western blot de MAbs IDS, F14B y C16D contra extracto sonicado (ET) y Tiourea
Urea (T-U). 10pg de extracto por carril fueron separados por electroforesis SDS-PAGE al 12%, transferidos a nitrocelulosa y el WB se
realizé como se describe en material métodos.
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7.5 Proteinas reconocidas por los MAbs en condiciones nativas

Se realizaron inmunoblots con los MAbs, a partir de electroforesis en condiciones nativas, es decir
en ausencia de cualquier agente desnaturalizante y reductor como los detergentes o agentes
caotropicos. Esto con el fin de conocer si los antigenos reconocidos por los MAbs modificaban su
peso molecular, lo que indicaria que lo identificado por los MAbs en condiciones reductoras, se
trata de alguna subunidad de estas proteinas.

En la figura 16A, se muestra el patron proteico del extracto total de epimastigotes en condiciones
nativas y como control BSA (68 kDa). En la figura 16B se muestra el Western blot utilizando los
MADbs. El anticuerpo ID5 reconocié una banda de aproximadamente 44 kDa, al igual que en
condiciones desnaturalizantes, F14B solo reconoci6 ligeramente un barrido de 66 kDa y C16D al

igual que en condiciones desnaturalizantes, identifico un antigeno de 41 y un barrido de 70 kDa.

41

Figura 16. Patrén proteico del extracto total de epimastigotes (ET) y Western blot de MAbs en condiciones nativas. Fueron
separados mediante electroforesis 20pg de extracto total sonicado (ET) por carril y como control 10pg de BSA, posteriormente
transferidos a nitrocelulosa. En A1) 20pg de ET y en A2) 10pg de BSA. En B) Reconocimiento de MAbs, con el extracto en
condiciones nativas, revelado con el sustrato 3-3 diaminobenzidina.

7.6 Proteinas glicosiladas reconocidas por los MAbs

Una herramienta para la identificacion de carbohidratos son las lectinas, las cuales son proteinas
que se unen a diferentes azucares. Para conocer si alguna de las proteinas reconocidas por los MAbs
ID5, F14B y C16D se encontraban glicosiladas, se uso esta metodologia.

Se llevaron a cabo ensayos de Lectin blot con las fracciones 1 y 2 (Figura 17), utilizando las
lectinas que se muestran en la Tabla 4. La mayoria de las lectinas no reconocieron antigenos que
coincidieran en peso molecular con los identificados por los MAbs, sélo las proteinas de 55 y 70

kDa, reconocidas por el MAb C16D tuvieron concordancia en el bandeo con la lectina PNA vy las
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proteinas de 29 y 37 kDa reconocidas por F14B con la lectina Con-A. El antigeno de 44 kDa
reconocido por ID5, no mostré concordancia con los azucares identificados por las lectinas

empleadas en estos ensayos.

Figura 17.Reconocimiento de azicares en las fracciones 1y 2. Se separaron 150pug de las fracciones proteicas por medio de SDS-
PAGE al 12%, se transfirieron a nitrocelulosa y se realizé el Lectin blot. En A) F2 revelada con las lectinas Canavalia ensiformes
(con-A), Arachis hypogaea (PNA), Artocarpus integrifolia (Jacalina), Psophocarpus tetragonolobus (PT), Triticum vulgaris (WGA)
y MAD IDS5, en B) F2 con lectinas y MAb F14B, en C) F2 con lectinas y MAb C16D, y D) F1 con lectinas y MAb C16D.

Tabla 4. Antigenos reconocidos por los MAbs y carbohidratos especificos identificados con las lectinas

Lectina con-A PNA Jacalina PT WGA

MAD ID5 - - - - -
(44kDa)

MAb F14B 29y 37 - - - -
(29 y 37 kDa)

MAD C16D - 55y70 - - -
(41,55 y 65 kDa)

7.7 Western blot de MAbs en doble dimension
Se realizé un Western blot en doble dimension (2-D), con el MAb C16D (Figura 18A) y el analisis
del peso molecular y punto isoeléctrico de los blots hechos previamente en el laboratorio contra el

MAD ID5 (Figura 18B); donde el numero de proteinas reconocidas fue mucho mayor a lo observado
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en una sola dimension. En la tabla 5 se muestra el resumen de los diferentes spots encontrados en
cada blot. El MAb C16D reconoci6 una proteina de 48 kDa con 3 isoformas, otra proteina de 41 con
4 isoformas y polipéptidos de 38 y 37 kDa con 2 isoformas cada uno. El MAb IDS5 reconocio 6
isoformas de 38 kDa. Los Western blots realizados con el anticuerpo F14B no fueron tomados en
cuenta para este analisis y posteriores, debido a que el reconocimiento por parte del MAb en los

blots realizados fue variable.
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Figura 18. Antigenos reconocidos por los MAbs en doble dimensién En A) MAb C16D y en B) MADb IDS. Se corrieron geles 2-D
con 150pg de extracto Tiurea-Urea de epimastigotes en rango de pH de 3 a 10 No Linear y posteriormente transferidos a una
membrana de nitrocelulosa, retados frente a los MAbs y revelados con el sustrato 3-3 diaminobenzidina.
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Tablas 5. Peso Molecular (PM) y Punto isoeléctrico (pI) de los spots reconocidos por los MAbs C16D e ID5

MAbD C16D pl

PM 1D (kDa) PM 2D (kDa)

70 -- --

55 -- --
48 46,47 y4.8

41 41 5.2,5.3,5.35 y5.4
38 56y5.8
37 5.6
32 53,54y55
30 6.1
28 6.1

MAD ID5 pl

PM 1D (kDa) PM 2D (KDa)

44 44 54,55, 5.6,5.7 58,y5.9

1D. Pesos moleculares reconocidos por los MAbs en una dimension
2D. Pesos moleculares reconocidos por los MAbs en doble dimension
= Spots en mayor abundancia

7.8 Identificacion de proteinas de fracciones por espectrometria de masas (MS/MS).

Las fracciones proteicas anteriormente mencionadas se digirieron con Tripsina y los péptidos fueron
separados por medio de UPLC. El equipo de cromatografia estaba acoplado a un espectrometro de
masas Synapt G2-S con fuente de ionizacion tipo electro-aspersion. Por ltimo, la identificacion de
las proteinas se realiz6 utilizando ProteinLynx Global SERVER (PLGS) con la base de datos de
Uniprot especifica para Trypanosoma y MASCOT (en linea). En total fueron identificadas 61
proteinas de 7. cruzi (Figura 19), algunas de las cuales se encontraron en mas de una fraccion. La
fraccion en la que se identificaron mas proteinas fue la F2.1 con 19 moléculas, después F2.2 con 13,
mientras que en F1 solo se lograron reconocer 4 proteinas con MASCOT y 4 con Uniprot. De estas
61 proteinas identificadas hay repeticiones, por lo que en realidad solo se identificaron 27

polipéptidos diferentes

33



Ndmero de proteinas

13

19
F2.1

15

F1

Figura 19. Representacion cuantitativa de las proteinas identificadas en cada fraccién, con MASCOT (en negro) y PLGS (gris).

Ademas estas proteinas fueron clasificadas de acuerdo a su funcién como: proteinas metabdlicas, de
defensa celular, sintesis proteica, de ciclo celular y estructurales. En la Figura 20 se muestra el
numero de proteinas identificadas por su funcion en las 3 fracciones, donde se observa que el mayor

numero de proteinas identificadas, fueron las metabolicas, seguidas por las de defensa celular.

L 4 o
Funcion Proteica
15
5
2 2 2
1

] ] B
ciclo celular Defensa celular estructurales metabdlicas proteinas sintesis
hipotéticas proteica

Figura 20. Clasificacion funcional de las proteinas identificadas con PLGS y MASCOT.

34



A continuacion, se muestran las diferentes busquedas realizadas de las secuencias identificadas por

espectometria de masas con el algoritmo de MASCOT y PLGS. En las tablas 6, 7 y 8 se observan

las proteinas identificadas con los pardmetros mencionados en material y método.

En las tabla 6 se observan las proteinas identificadas de la Fraccion 1, en donde tanto con el

programa PLGS, como con MASCOT, fueron identificadas las proteinas de choque térmico de 70 y

85 kDa.
Tablas 6. Proteinas identificadas en F1 MASCOT y PLGS
Busqueda
MASCOT
# de péptidos Nombre Cobertura de la secuencia Score PM (kDa) pl Numero NCBI Funcién
7 **Proteina de tipo choque 25% 229 81.1 5.07 gi|162111 Defensa celular
térmico 85
9 **Proteina de choque térmico 33% 111 71.5 5.42 gi|162117 Defensa celular
HSP 70
Busqueda
PLGS
Color #de Nombre Cobertura de Score PM (kDa) pl Numero Funcion
péptidos la secuencia Uniprot
verde 26 **Proteina de tipo choque 35% 16490.7 81.2 5.07 P06660 Defensa celular
térmico de 85 kDa
verde 29 **Proteina de choque 42% 10662.7 71.5 542 Q26936 Defensa celular
térmico HSP70
verde 15 Mitocondrial Heat shock 26% 1185.452 71.4 5.87 B5U6TS Defensa celular
amarillo 9 Piruvato Fosfato dicinasa 1 12% 281.3085 101.6 8.66 QIGN79 metabolismo

** Proteinas reconocidas tanto por MASCOT, como con PLGS
Proteinas encontradas en 2 o mas fracciones i

En la siguiente tabla (Tabla 7), se pueden ver las todas proteinas identificadas de la Fraccion 2.1. En
este caso las proteinas glutamato deshidrogenasa, prostaglandina F2 alfa sintasa, transaldolasa, alfa
y beta tubulina, el factor cucariote de inicacion 4a, la enolasa y la esterol 24 ¢ metiltransferasa
fueron identificadas por los dos programas (PLGS y MASCOT).
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Tabla 7. Proteinas identificadas en F2.1 por MASCOT y PLGS.

Bisqueda
MASCOT
# de péptidos Nombre Cobertura qe la Score PM (kDa) pl Numero NCBI Funcién
secuencia
10 **Glutamato deshidrogenasa ft 50% 181 49 7.99 2i|2981039 metabolica
6 **Prostglandin F2 alfa sintasa &t 55% 163 42 5.90 2i[407841693 metabdlica
2 L-tyrosina 2 35% 85 46 5.82 2i|1168606 metabolica
oxoglutaratoaminotransferasa

2 **Transaldolasa ft 14% 82 36 5.96 gi|71406398 metabdlica
3 **Beta tubulina &t 13% 58 50 4.75 gi|111115853 estructural
4 **Alfa tubulina ft 22% 62 50 4.94 gi|71397525 estructural
1 Proteina hipotética 14% 42 43 6.00 2i|71661567

1 Receptor de activacion de 6% 37 35 5.73 gi|71661426 sefializacion

proteina Kinasa C

1 Proteina hipotética 12% 33 47 7.18 2il407843748

1 **Factor de elongacion 1 alfa 14% 32 49 8.85 2i|1929445 Ciclo celular
1 **Factor eucariote de iniciacion 8% 30 49 6.29 2i|71666325 Ciclo celular

4a

1 **Enolasa 1 ft 13% 29 38 5.59 2i|5566209 metabolica
1 3-Fosfoglicerato cinasa 10% 24 13 5.16 2i|16945529 metabdlica
1 **Esterol 24-C-metiltransferasa 5% 20 40 6.1 2i[407843552 metabdlica
1 Alcohol deshidrogenasa 6% 19 42 6.07 2i|19718723 metabolica
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Busqueda

PLGS
Color #de Nombre Cobertura de la Score PM (kDa) pl Numero Funcion
péptidos secuencia Uniprot
verde 28 **Prostaglandina F2 alpha sintasa ft 74% 12573.67 42 5.9 K4DRH6 metabdlica
verde 21 Tyrosina aminotransferasa 74% 11129.86 46 5.8 P33447 metabdlica
verde 27 Deshidrogenasa ft 70% 7105.366 42 6.03 Q2TIB7 metabdlica
verde 24 **Glutamato deshidrogenasa ft 57% 6841.517 49 7.99 061083 metabdlica
verde 21 **Alfa tubulina ft 57% 4095.542 50 4.94 Q8TIX5 estructural
verde 20 **Beta tubulina ft 45% 3615.92 50 4.74 Q8STF3 estructural
verde 14 **Factor de elongacién 1 alfa 30% 1473.818 53 9.11 K4E7S1 Ciclo celular
verde 12 **Enolasa ft 33% 1105.558 46 5.92 K4E1A8 metabdlica
Verde 7 **Factor eucariético de iniciacién 4 a ft 17% 946.8907 45 5.98 Q4E162 Ciclo celular
verde 8 Thiol Transferasa Tc52 ft 27% 718.8713 47 5.46 D3JLE6 Defensa celular
Verde 10 Isocitrato deshidrogenasa NADP 23% 614.0311 47 7.19 K4DUK8 metabdlica
verde 10 **Transaldolasa ft 37% 482.6682 36 5.8 B6RE15 metabélica
amarillo 6 Reductasa 1 Thiol dependiente 30% 472.6945 32 5.9 G0Z1G1 metabdlica
amarillo 7 Arginina cinasa 24% 384.1464 40 6.73 096507 metabdlica
amarillo 4 Fosfoglicerato cinasa fi 9% 279.1212 55 6.69 K2MT43 metabdlica
amarillo 5 Gliceraldehido 3 fosfato 14% 262.7275 29 8.86 11XB73 metabélica
deshidrogenasa
amarillo 6 Malato deshidrogenasa 23% 234.3213 33 8.44 K4E1P3 metabdlica
amarillo 6 **ESterol 24 ¢ metiltransferasa 19% 200.0728 40 6.10 D9I8N9 metabélica
amarillo 6 Proteina ribosomal acidica 13% 196.4499 35 4.91 P26796 Sintesis
proteinas

** Proteinas reconocidas tanto por MASCOT, como con PLGS

Proteinas encontradas en 2 0 mas fracciones i
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En la tabla 8, se muestran las proteinas identificadas en la Fracion 2.2, las proteinas identificadas

por ambos programas fueron la alfa y la beta tubulina, la glutamato deshidrogenasa,

deshidrogenasa, tansaldolasa, factor de elongacion 1 y la enolasa.

Tabla 8. Proteinas identificadas en F 2.2 con MASCOT y PLGS.

Busqueda
MASCOT
#de Nombre Cobertura de la Score PM (kDa) pl Numero NCBI Funciéon
péptidos secuecia
7 **beta tubulia I 22% 100 50 4.69 2i|1220547 estructural
7 **glutamato deshidrogenasa ft 35% 80 49 7.99 2i|2981039 metabdlica
3 **Deshidrogenasa ft 34% 79 42 6.03 gi|61741938 metabdlica
1 **Transaldolasa ft 8% 48 36 5.81 gi|71400573 metabdlica
2 **Factor de elongacion 1 10% 45 49 9.03 2i|339897840 Ciclo celular
(Leishmania infantum)

2 **Alfa tubulina ft 28% 35 50 4.94 gi|71397525 estructural
1 Factor de elongacion 2 2% 26 95 5.79 gi|47559179 Ciclo celular
1 **Enolasa 1 ft 11% 16 38 5.59 2i[5566209 1 metabolica
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Bisqueda

PLGS
Color # de péptidos Nombre Cobertura de la Score PM pl Numero Funcion
secuencia (kDa) Uniprot

verde 4 **Beta tubulina ft 12% 1038.368 50 4.74 Q8STF3 Estructural

Verde 4 **Alfa tubulina ft 11% 414.8903 47 549 Q26973 estructural

verde 2 **Deshidrogenasa {t 5.% 304.8354 42 6.03 Q2TIB7 metabolica

verde 3 Arginina cinasa 11% 276.0844 40 6.73 096507 metabolica
amarillo 2 **Transaldolasa ft 8% 203.9244 36 5.8 B6REI1S metabolica
amarillo 2 Prostaglandina F2 alpha 5% 185.9544 42 59 Q4E4V7 metabolica

sintasa ft
verde 16 Tyrosina aminotransferasa 44% 6556.247 46 5.82 Q4E4E7 metabdlica
verde 22 **Glutamato deshidrogenasa 55% 3734.41 49 7.99 061083 metabdlica
i
verde 19 **Factor de elongacién 1 44% 2860.452 49 9.11 Q4DYF9 Ciclo celular
alfa ft

verde 8 Thiol Transferasa ft 21% 740.3386 49 54 Q7Z0C8 Defensa celular
amarillo 5 Fosfoglicerato cinasa ft 14% 591.7554 44 6.24 Q4DNVS metabolica
amarillo 7 **Enolasa 18% 461.2445 46 5.92 K4E1A8 metabolica
amarillo 6 Isocitrate dehydrogenase 12% 217.5921 47 6.87 K2MRY?2 metabolica

NADP

** Proteinas reconocidas tanto por MASCOT, como con PLGS
Proteinas encontradas en 2 o mas fracciones {t

7.8.1 Identificacion de proteinas reconocidas por los MAbs

Posteriormente, con la informacion obtenida de la secuenciacion, se identificaron aquellas proteinas
cuyo peso molecular y punto isoeléctrico fuera igual 6 se encontrarda mas cercano al de las
reconocidas por los MAbs (Tablas 9 y 10). No todas las proteinas reconocidas por los anticuerpos
coincidieron con las identificadas por espectrometria de Masas.

De las proteinas identificadas, las que mostraron mayor concordancia tanto en peso molecular
como en punto isoeléctrico, fueron los polipéptidos de 41 y 44 kDa reconocidas por los MAbs

C16D e ID5 respectivamente. La proteina de 41 kDa es similar a la Prostaglandina F2 a-sintasa

con un peso molecular de 42 kDa y pl de 5.9.
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La proteina de 38 a 44 kDa, podria tratarse de la enolasa de 38 kDa y pl de 5.59 6 el Factor
eucariodtico de iniciacion 4a (elF4A) de 44 kDa y pl de 5.98.

Tabla 9. Comparacién de proteinas reconocidas por el MAb C16D e identificadas mediante MS

PM C16D PM pl Proteina identificada por PM pl
(kDa) 1D (kDa) 2D MS/MS (kDa)
70 -- -- Heat Shock protein HSP ~ 71.5 5.42
70
55 -- -- Fosfoglicerato cinasa 55 6.69
48 4.6,4.7 y4.8 -- -- --
41 41 5.2,53,535,y54 Prostaglandin F2 a 42 5.9
sintasa
38 5.6y5.8 Transaldolasa 36 5.8
37 5.6
32 53,54y5.5 Reductasa 1 Thiol 32 59
dependiente
30 6.1 -- -- --
28 6.1 -- -- --
Tabla 10. Comparacién de proteinas reconocidas por el MAb IDS e identificadas mediante MS.
PM ID5 PM pl Proteina identificada por PM pl
(kDa)1D (kDa)2D MS/MS (kDa)
44 38 5.4,5.5, 5.6,5.7 | Enolasa 1 38 5.59
,5.8y5.9 Factor eucariotico de
iniciacion 4 a 44 5.98

7.9 Ensayos con Enolasa.

Como una forma de identificar apropiadamente a la proteina reconocida por el MAb IDS5, se planco
un ensayo de competencia con un anticuerpo a-enolasa, ya que en los andlisis de MS se encontro
una proteina (enolasa 1) con las caracteristicas tanto en peso molecular, como en punto isoeléctrico
a la reconocida por el MADb IDS5. Primero se realizé un Western blot, con la finalidad de conocer si
la enolasa coincidia en peso molecular, con lo identificado por ID5 (Figura 21), para posteriormente
realizar el ensayo de competencia con el anticuerpo policlonal a-enolasa. El inmunoblot se hizo
retando diferentes extractos proteicos de T.cruzi frente a los anticuerpos anteriormente mencionados
y como control positivo extracto de cisticercos de Taenia solium, donde se ha demostrado la
presencia de la enolasa. El reconocimiento por parte del anticuerpo a-enolasa en los extractos de 7.
cruzi s6lo mostrd bandas de entre 15 y 25 kDa, lo cual no coincide con lo reconocido por el MAb

ID5, debido a esto el experimento de competencia no se llevo a cabo.
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Figura 21. Western blot de diferentes extractos contra anticuerpo a-enolasa e ID5 como control. 20pg de extracto total (ET) , de
F2.2 y de extracto Tiourea Urea (T-U) y 10ng de extracto de Cisticercos (C) se separaron por medio de electroforesis al 12% y
transferidos a nitrocelulosa.
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VIII. Discusion

Los anticuerpos monoclonales se descubrieron en la primera mitad de los afios setentas por Milstein
y Kholer en el laboratorio de Biologia molecular, en la Universidad de Cambridge. Desde entonces
los MADbs se han vuelto herramientas en el diagnostico y tratamiento de diversas enfermedades
(Garcia-Merino 2011). T. cruzi posee una gran variabilidad genética, por lo que la expresion
antigénica del parasito es diferencial, dependiente de la cepa y estadio de desarrollo (Diaz et al.,
2011), debido a esto los anticuerpos monoclonales han sido de vital importancia, para la
caracterizacion de proteinas del parasito.

En este trabajo se intento realizar la caracterizacion, identificacion y aislamiento de antigenos de T.
cruzi, reconocidos por los MAbs ID5, F14B y C16D. Los MAbs se produjeron en el laboratorio por
Lopez-Olmos (1999). E1 MAD IDS5 reconoci6 un antigeno de 44kDa, F14B dos de 29 y 37 y C16D
tres antigenos de 41, 55 y 65 kDa.

Se realizaron ensayos de Cromatografia de afinidad e inmunoprecipitacion con los MAbs, en los
que no fue posible separar las proteinas reconocidas por los MAbs. En la cromatografia, el ligando,
en este caso el MAb ID5 pudo haberse unido por la porcion Fab (la cual es la parte que interacciona
directamente con el antigeno) a la matriz de sefarosa, por lo el anticuerpo no unié al antigeno de
interés. Ademas en el caso del amortiguador para eluir de urea, empleado despeg6 al MAb de la
matriz. Posteriormente, se realizé la inmunoprecipitacion, en la cual los resultados también fueron

negativos.

Posteriormente se llevo a cabo un fraccionamiento del extracto total de 7. cruzi con la finalidad de
acotar las posibilidades de localizar el antigeno reconocido por estos anticuerpos. Esta tuvo un
resultado parcialmente positivo, ya que se pudieron identificar algunas proteinas que posiblemente
sean las reconocidas por los MAbs. Estas fracciones fueron F1 y F2 formada por F2.1 y F2.2. En la
fraccion 1 se localizaron dos de los posibles antigenos reconocidos por C16D, el de 55 y 70 kDa; en
la fraccion 2.1 el antigeno de 29 kDa reconocido por F14B y en la fraccion 2.2 los antigenos de 41
kDa reconocido por C16D y de 44 kDa por ID5. Los MAbs reconocen proteinas de diferente peso

molecular dependiendo de la cepa de 7. cruzi con la que sean retados (Lopez-Olmos 1999).

La solubilizaciéon de las proteinas es de vital importancia para su aislamiento y estudio (Applichem,
2008). El tipo de extraccion proteica y los detergentes se deben escoger por sus propiedades y en
especial por el tipo y cantidad de proteinas que se requieren extraer. Se decidieron realizar ensayos
de Western blot con antigeno extraido con amortiguador T-U. Se observaron algunas diferencias en

comparacion con el antigeno normalmente usado, el cual es sonicado. El cambio en el
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reconocimiento mas notorio fue por parte del MAb F14B; el cual ademas de identificar las proteinas
antes mencionadas, reconocié un antigeno de 60 kDa y un doblete de 110 kDa. En cuanto ID5 y
C16D no mostraron diferencias, lo que indica que probablemente con cualquier forma de
extraccion, se logran extraer todas las proteinas reconocidos por estos.

El hecho de que el MADb F14B haya reconocido mas antigenos con este tipo de lisis, es debido a que
las propiedades de los agentes caotropicos como lo son la Tiourea y la Urea, los cuales rompen
enlaces no-covalentes (puentes de hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo e hidrofdobicas),
facilitando la desnaturalizacion (Rabilloud, 2009) y a los detergentes como el CHAPS (el cual es un
surfactante zwiteridnico), que preserva la estructura de las proteinas (Applichem, 2008), promovio
una mejor extraccion de proteinas membranales, preservando su estructura. Lo que hizo posible

que el MAD se reconociera a mas epitopos.

El principal uso de detergentes como SDS o CHAPS, es en el rompimiento de las interacciones
entre proteinas y con los lipidos, ademas de la desnaturalizacion de estas estructuras (Johnson,
2013). Usualmente las proteinas se separan en presencia de detergentes, en condiciones
desnaturalizantes y reductoras (Arndt et al., 2012). La electroforesis en condiciones nativas, se
realiza en ausencia de estos detergentes, agentes desnaturalizantes, caotropicos y reductores. En este
estudio se llevo a cabo este tipo de electroforesis, para después transferir y realizar un inmunoblot.
Al igual que en los ensayos con buffer T-U, s6lo el MAb F14B tuvo cambios en el reconocimiento,
ya que identifico un barrido de aproximadamente 66 kDa, lo que indica que esta proteina en estado
nativo es de este peso molecular y lo observado en otras condiciones, se trata de los dimeros en los

que se divide dicha molécula (Nelson & Cox 2008).

A la par del fraccionamiento proteico, se realizo la caracterizacion de los azucares en las proteinas
reconocidas por los MAbs. Las modificaciones postraduccionales (PTMs) son eventos 6 procesos
covalentes que cambian las propiedades de una proteina, por adicion de un grupo modificante a uno
o mas aminoacidos. Las PTMs de una proteina pueden determinar su actividad, localizacion,
funcion e interaccion con otras proteinas (Mann & Jensen, 2003).La glicosilacion es la
modificacion en la cual un carbohidrato se une a un polipéptido (N-glicosilacion u O-glicosilacion).
T. cruzi cuenta con una densa cubierta de glicoinsitolfosfolipidos (GIPLs) y mucinas. Estos
GIPL’s, tienen basicamente la misma estructura que otros anclajes GPI, excepto que tienen
sustituciones con galactosa, N-acetilglucosamina y acido sialico. Por su parte las mucinas contienen
grandes cantidades de O-glicanos compuestos de N-acetilglucosamina con uno a cinco residuos de

galactosa (Varki et al., 2009).
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En cuanto el analisis que se realizd, se encontrd que las polipéptidos de 55 y 65 kDa reconocidas
por el MAb C16D, tuvieron concordancia en el peso molecular con proteinas reconocidas por la
lectina PNA, con unién a los azicares p-galactosa (1-3) y N acetilgalactosamina, mientras que las
proteinas de 29 y 37 kDa reconocidas por el MAb F14B tuvieron concordancia con la lectina Clon-
A que se une a o-manosa y o-glucosa. El antigeno de 44 kDa reconocido por ID5, no mostr6
concordancia con las glicoproteinas reconocidas por las lectinas empleadas en estos ensayos. La
union por parte de las lectinas Con-A y PNA, con los antigenos de 29, 37, 55 y 70 kDa, podria estar
indicarndo, que se tratan de glicoproteinas que contienen a-manosa, o-glucosa, B-galactosa ¢ N-
acetilgalactosamina. En el caso del antigeno reconocido por el MAb F14B

podria tratarse de una glicoproteina de superficie, la cual posiblemente participa en la invasion
celular, ya que como fue demostrado en el laboratorio protege parcialmente a los ratones de la
infeccion, e inhibe la entrada del parasito a la célula hospedera (Lopez-Olmos, 1999); mientras que

los antigenos reconocidos por los otros MAbs podrian ser de naturaleza proteica.

Como parte del estudio del proteoma, el cual es el estudio de la estructura y comportamiento de
todas las proteinas producidas por un genoma, en el laboratorio se han realizado estudios, por medio
de electroforesis bidimensional, con cepas circulantes en México: Querétaro, Ninoa y Ver-6. En
estos estudios, se observaron diferencias en la expresion proteica entre las distintas cepas; esto
debido a los diferentes genotipos, a los cuales pertenecen estas (Martinez-Velasco, 2004).

La electroforesis bidimensional (2-D), es una sucesion de dos electroforesis sobre una misma
muestra, en este caso extracto total de 7. cruzi. En la primera dimension las proteinas son separadas
de acuerdo a su carga eléctrica y en la segunda dimension por su masa molecular. El spot resultante
esta orientado de acuerdo al plano Cartesiano, con los puntos isoeléctricos acidos a la izquierda y

los pesos moleculares bajos en la parte inferior (Fichmann & Westermeier 1999).

En 2005 Martinez-Velasco separd extractos totales se separaron en dos dimensiones,
posteriormente transferidos a nitrocelulosa y retados frente a los MAbs, donde se observo que estos
anticuerpos a diferencia de lo visto en una dimension, reconocian multiples isoformas proteicas. En
el caso del MAb C16D reconoci6 proteinas de 48 kDa con 3 isoformas, de 41 kDa con 4 y de 38
kDa con 2 isoformas y el MAb ID5 6 isoformas de una proteina 38 kDa. Estas isofomas son
proteinas con actividad similar, pero con diferente secuencia, provenientes de diferentes o un
mismo gen generadas por corte y empalme (splicing) alternativo (Lodish et al., 2004).

En este trabajo se identifico que los MAbs reconocen proteinas con multiples isoformas, lo que
indica que los epitopos reconocidos, se encuentran en proteinas con diferentes puntos isoeléctricos.

Sin embargo, en el caso de los inmunoblots en doble dimension del MAb F14B, no fue posible
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realizar el analisis de los spots, debido a que se encontrd una alta variabilidad en el reconocimiento
entre cada uno de los ensayos realizados.

Las proteinas son la clave para determinar funciones celulares y el dinamismo en sus interacciones
revelan mucho mas sobre las células y sus procesos que una secuencia genomica (Blakeley et al.,
2010), por esta razén en este trabajo usando Espectrometria de Masas se realizoé un analisis de la
fracciones proteicas donde se encontraban los antigenos reconocidos por los MAbs. El analisis
reveld 61 proteinas, de las cuales 36 fueron encontradas tanto en los analisis con MASCOT, como
con PLGS. 27 proteinas fueron diferentes, de las cuales se realizo la clasificacion de acuerdo a su
funcion, donde la mayoria se trataron de proteinas metabolicas.

De estas proteinas identificadas, la mayoria no tuvo coincidencia con las reconocidas por los MAbs;
esto se pudo deber al hecho de que las proteinas reconocidas por los MAbs, se encuentran en un
bajo porcentaje dentro del complejo proteico. Sin embargo, los resultados de este analisis arrojaron
que el MAb C16D podria reconocer una proteina de 41 kDa que coincide con Prostaglandina F2 a-
sintasa y con la proteina de 37 kDa que tiene concordancia con la Transaldolasa de 36 kDa 'y pl de
5.8, la cual es una enzima que participa en la via de las pentosas fosfato (Maugeri & Cazzulo 2004).
En el caso del MAD IDS, se tomaron en cuenta proteinas de dos diferentes pesos moleculares (44 y
38 kDa), esto debido a que el reconocimiento en peso varia de acuerdo al método usado (1D o 2D).
Este cambio pudo deberse a la variacion de los marcadores de peso molecular. Debido a esto, se
investigd si el MADb ID5 podria estar dirigido hacia la proteina Enolasa 1, una enzima citosélica que
cataliza la conversion de 2-fosfoglicerato a fosfoenol piruvato en la glicélisis, aunque en algunos
parasitos protozoarios como Leishmania mexicana  actia como una proteina de union a
plasmindgeno y por lo tanto se asocia a membrana (Figuera et al., 2013). En ensayos con un
anticuerpo comercial policlonal a-enolasa, se demostré que no habia el reconocimiento esperado
por parte del anticuerpo en el extracto de 7. cruzi; esto puede deberse a que el anticuerpo usado no
era el apropiado para el reconocimiento de la enolasa de 7. cruzi. El antigeno identificado por ID3,
también tuvo concordancia con el Factor eucaridtico de iniciacion 4 a (elF4A) de 44 kDa y pl de
5.98 (Svitkin et al., 2001). Es necesario realizar mas analisis para corroborar la identidad de estas

proteinas reconocidas por los MAbs.
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IX. Conclusiones

El fraccionamiento del extracto total de 7. cruzi permitioé identificar a las principales

proteinas que componen dichas fracciones

Las proteinas de 55 y 70 kDa reconocidas por C16D y de 29 y 37 kDa identificadas por
F14B presentan concordancia con los azucares identificados por las lectinas empleadas en

este estudio.

El uso de agentes caotropicos como la tiurea y la urea para la extraccion proteica y la
electroforesis en dos dimensiones, permitié identificar mas epitopos por parte del MAb

F14B.

En condiciones nativas las proteinas reconocidas por los MAbs presentan el mismo peso
molecular, excepto por la reconocida por el MAb F14B, el cual reconoce una proteina de

66kDa.

Los anticuerpos monoclonales reconocen un amplio nimero de isoformas proteicas. El

MAD C16D de 28 a 48 kDa e ID5 6 isoformas de 44 kDa.

X. Perspectivas

Realizar mas ensayos de MS, para la mejor identificacion de las proteinas reconocidas por

los MAbs.

Comprobar que el MAb C16D reconoce a la proteina Prostaglandina F2 o-sintasa y el MAb
IDS5 a elF4a.

Estudiar la bateria de proteinas identificadas, que forman las fracciones realizadas en este
trabajo.
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