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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad del Chagas. la cual afecta a unas 18 millones de personas, siendoe para muchos
paiscs de Centro y Sur América uno de los principales problemas de salud pablica. En Venezuela, algunos estudios reportan un 11.3% de
seroprevalencia frente a T cruzi, principalmente en localidades rurales. Hasta la fecha, la quimioterapia convencional es efectiva solo en
la fase aguda de la enfermedad. ademds origina efectos secundarios indeseados en los pacientes, este problema asociado a la ausencia de
tratamicntos de inmunoprofilaxis, hace prioritario el estudio y ¢l aislamiento de nuevas moléculas o antigenes de T cruzi, capaces de inducir
una respuesta inmune protectora, que permita oftecer una alternativa a la poblacidn susceptible. En este sentido, se ha descrito que las
proteinas de chogque térmico (HSP) juegan un papel importante en el desarrolle de la respuesta inmune celular y humoral y estan imvolucradas
en la induccion de inmunidad contra agentes infecciosos. Es por ello, que esta investigacion esta orientada a evaluar distintas condiciones
cxperimentales sobre el aumento en la expresion de HSP de T cruzi, que puedan ser utilizadas para un aislamiento mas eficiente de las
mismas, con la finalidad de evaluar posteriormente su potencial uso como herramienta en la inmunoterapia. En funcion de esto, se tomaron
cultivos de epimastigotes de la cepa ¥ de T eruzi, en fase estacionaria de crecimiento, se les sometio a diferentes condiciones de estrés
{nutrientes. emperatura ¥ temperatura-nutrientes) durante distintos tiempos de incubacidn y se evalud el perfil de proteinas abtenide a fravés
de electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE, evidencidndose diferencias cualitativas y cuantitativas de una condiciin a otra,
Pasteriormente, para demostrar la presencia de la proteina de interés, se realizo inmunoblot de las distintas condiciones experimentales, y s
enfrentaron contra anticuerpos anti-HSP70, obteniéndose 2 bandas que varfan en intensidad segiin la condicion de esirés, La condiciin de
estrés de nutrientes, aplicado durante 4 horas, fue la condicién donde se observd mayor expresion de HSP70, por ello, se escogid esta
condicién para realizar una purificacion parcial de HSP70 por ultracentrifugacién, estableciéndose asi el protocolo de expresidn y purificacién
nccesario para las evaluaciones futuras que se realizarin en el Laboratorio de Fisiopatologia.
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(HSP) Hot shock proteins isolation and expression
in Trypanozoma cruzi

SUMMARY

Trypanosoma Cruzy is the ethiological agent of Chagas disease that affects around 18 million persons. being one of the public health main
problems in some south and central American countries, In Venezucla some reports and researches show 11.2% ol serumprevalencie for TC
specially at communities in the country. Until now the standard chemotherapy is effective only in the acute stape of the disease and produces
unexpected secondary effects to the patients, this situation besides a lack of inmunoprofilaxis treatments, make necessary the research and
isolation of new molecules or TC antigens capable to produce immune protective answers in order o give an option to the susceptible
population Hot shock proteins (HSP) are very important for the development of a humeoral and cellular immune answer, and are related o
the immunity against infecting agents, this is why this research is designed to evaluate the different experimental conditions about  the
increasing of HSP expression inTC in order to be used for a better isolation of the same, with the aim of evaluating their power as a ool
in inmunatherapy. Accarding to this goal some TC epimastigotes cultures were taken in growing slage and were affected with different stress
condition {nutrients-temperature, temperature-nutrients) during the procedure and the proteins profile obtained was evaluated by electrophoresis
with polvacrilamid SDS-PAGE finding quantitative and qualitative differences from one condition to another, in order to demonstrate the
protein existence, inmunoblot of the different experimental conditions were faced against anti-HSP70 antybodies obtaininfg two stripes of
different intensities according to the stress condition. The nutrient stress condition applied during 4 hours was the highest expression of
HSP-70. for this reason this condition was selected 1o make a partial purification of HSP-70 by ultracentrifugation, giving the expression and
purification protocol needed for next evaluations at the fisiopathology laboratory,
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Caracterizacion de la expresion y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosoma cruzi

Introduccion

La enfermedad de Chagas representa un problema de salud
publica para América latina, afectando entre 16 — 18 millones
de personas principalmente en dreas rurales ( 1); en Venezuela,
algunos estudios reportan un 11 2% de seroprevalencia frente
a T cruzi, principalmente en localidades rurales, donde el
8.5% de los infectados fueron nifios menores de 10 afios,
sugiriendo transmision activa durante las Gltimas 2 décadas
(2). Ademas, hay que tomar en cuenta lo poco eficiente de la
quimioterapia convencional y el grado de morbilidad que
produce el no tener una alternativa de inmunoprofilaxis contra
la enfermedad de Chagas, lo que hace prioritario el estudio y
aislamiento de nuevas moléculas que puedan ser usadas para
tal fin y que aporte una alternativa a la poblacion susceptible.
Entre las moléculas que estan siendo investigadas en la
actualidad en este campo de estudio, encontramos las proteinas
de chogue térmico (HSP).

Las proteinas de choque térmico o Heat Shock Proteins (HSP),
se han descrito en todos los organismos vivientes y son
altamente conservadas de una especie a otra, ademis cumplen
una funcion importante en el mantenimiento de la homeostasis
celular al funcionar como chaperonas moleculares ayudando al
plegamiento de péptidos nacientes v previniendo la agregacion
de proteinas en el citoplasma celular (3). Asi, las HSP constituyen
hasta 5% de las proteinas intracelulares totales sin embargo, bajo
condiciones de estrés, tales como exposicidn a las altas
temperaturas, a toxinas, a condiciones oxidativas o a la privacion
de glucosa. sus niveles pueden elevarse hasta 15% o mas,
pudiendo encontrar la forma constitutiva (HSC) v la forma
inducible (HSP), esta ultima es la encargada de prevenir la
agregacion de proteinas importantes para la célula, cuando se
encuentra bajo alguna condicién que represente un estrés para
ella(4). Ademas de sus funciones como chaperonas moleculares,
se ha descrito que las HSP juegan un papel importante en el
desarrollo de la respuesta inmune celular v humoral En este
sentido, se ha encontrado que las HSPs purificadas de un
determinado tipo celular, por ejemplo de células cancerosas, estin
asociadas con una variedad de péptidos, que constituyen un
repertorio propio de las células de donde se aislaron (5).
Actualmente, se esta usando la inmunizacion con los complejos
HSP-peptidos derivados enddgenamente o reconstituidos “in
vitro™” para desencadenar una potente respuesia contra los
péptidos asociados a HSP y por ende confra las células de donde
se originaron, Esta estrategia se esta utilizando en el tratamiento
de tumores, virus y otras enfermedades infecciosas, obteniéndose
buenos resultados (6).

Con respecto a T cruzi, se ha analizado el efecto de las protei-
nas de choque térmico del parasito en la maduracion de célu-
las dendriticas precursoras de ratan; los resultados obtenidos
demostraron que la HSP70 sola, unida al antigeno KMPII,
asi como también fragmentos de HSP70, son capaces de ma-
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durar las células dendriticas murinas. La célula dendritica
madura aumenta la expresion de 1L-12, de citocinas como
TNF-ot, de moléculas coestimuldoras y marcadores de activa-
citn, demostrando un aumento claro en la capacidad
aloestimuladora. Asi estos resultados sugieren que la HSPT0
de T cruzi. puede ser un vehiculo muy atil para desarrollar
inmunoprofilaxis e inmunoterapia basadas en células
dendriticas, contra el agente infeccioso (7).

Es evidente, que las HSP representan un tema que puede apor-
tar alternativas a la enfermedad de Chagas, y no solo ellas
como moléculas dominantes en diversos organismos, sino la
importancia de los péptidos que ellas acoplan y protegen, de
los cuales algunos pueden tener potencial inmunoldgico, tal
como lo sugieren algunos trabajos (8) , es por ello, que esta
investigacion esta orientada a evaluar distintas condiciones
experimentales sobre el aumento en la expresion de HSP de T
cruzi, que puedan ser utilizadas para un aislamiento mas efi-
ciente de las mismas (solas y acopladas a péptidos del parisi-
o), con la finalidad de evaluar posteriormente su potencial
uso como herramienta en la inmunoterapia.

Metodologia

Cultivo de parasitos se realizo a partir de epimastigotes de la
cepa Y de T. cruzi, con un indculo inicial de 2 x10° parasitos/
ml en un volumen final de 100ml en medio LIT enriquecido
con suero Newborn al 5%, sangre desfibrinada de conejo 0,2%
v gentamicina 50ig/ml colocado en 4 frascos para cultivo celular
de 400ml {Falcons) los cuales se mantuvieron a temperatura
ambiente. Se hicieron recuentos diarios hasta llegar a fase esta-
cionaria de crecimiento, donde se procedid a colocar cada culti-
vo bajo las condiciones experimentales establecidas.

Estrés de nutrientes consistio en colocar los parisitos en
medio minimo de nutrientes (RPM1 + gentamicina). El estrés
de temperatura consistio en colocar el cultivo de parasitos en
la estufa a 37°C. Estrés de nutrientes — temperatura, ambas
condiciones combinadas; cada una a distintos tiempos de
incubacion (2, 4, v 24 horas).

Procesamiento de los cultivos posterior cumplidas las con-
diciones experimentales establecidas, se coloco el cultivo en
tubos conicos plasticos estériles centrifugiandolo a 1500 g por
10 minutos. Se descartd el sobrenadante v el sedimento se
lavd dos veces con buffer PBS pH 7.4, centrifugando en cada
caso bajo las mismas condiciones. Luego, se resuspendio el
sedimento en 1ml de buffer PBS pH 74 y se agregd un
cocktail de inhibidor de proteasas 10x (Protease inhibitor
cocktail. SIGMA) con una dilucién 1/10. Posteriormente los
pardsitos se sonicaron (sonicador SONIFIER 250, Branson),
dando 7 pulsos de 10 watts con intervalos de 5 segundos cada
uno, con la muesira colocada en hielo; una vez lizados los
cultivos, se centrifugaron 10 minutos a 1000 g y se alicuotd
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Caracterizacidn de la expresidn y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosema cruzi

200ul del sobrenadante, en tubos eppendorf nuevos y final-
mente se guardaron a -20°C hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas cuantificacion de las proteinas
totales de los lizados de T cruzi, utilizando el Micro Lowry,
{modificacion del Lowry 1951}, Se leyd a una longitud de
onda de 730 nm en un espectrofotdémetro Beckman Du 6408,

Evaluacidon del perfil de proteinas de los lisados de T, cruzi
s¢ evaluo el perfil de proteinas de los lisados a través de
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, en condicio-
nes disociantes y desnaturalizantes por el método 5DS - PAGE,
Se coloco 10pg de cada muestra en pozos independientes en
un volumen total de 25ul completado con buffer de muestra
1X. Se uso 2ul del marcador de PM  para cada gel (Broat
Range Protein Molecular Weight Markers, PROMEGA). Para
iniciar la corrida se coloct la fuente de poder a 80v constante,
hasta observar que las muestras se alinearan al final del gel de
apilamiento, luego se aumentd el voltaje a 160v constantes,
hasta el final de la corrida. Una vez finalizada se realizo a
cada gel, la tincion de azul brillante de Coomasie. Los pesos
moleculares de las bandas reveladas se calcularon a través del
Software “Quantity one” de BIO-RAT.

Electrotransferencia e inmunoblot se realizaron corridas
electroforeticas con geles preparativos para cada muestra
(poliacrilamida 10%), se uso un marcador de PM pretefiido
(BenchMark™ Prestained Protein Ladder. INVITROGEN).
Una vez culminada la corrida, se montd el sistema de transfie-
rencia a nitrocelulosa durante 1 hora usando 70V, 130 mA,
OW. Al final de la trasferencia se tifio con rojo ponceu cada
una para corroborar la transferencia de proteinas. Posterior-
mente se realizd inmunoblot {modificacion del método de
Southern 1973), a cada muestra transferida en nitrocelulosa,
usando como anticuerpos primarios anti — HSP70 (producida
por ¢l laboratorio del Dr. Tomds Hermoso) (dilucidn 1/50),
pool de sueros negativos y positivos para la enfermedad de
Chagas {1/1000); anticuerpos secundarios conjugados con
fosfatasa alcalina (Goat anti-human 1gG (H+L) GTBCO - BRL,
Anti-conejo, Anti-Rabbit 1gG phosphatase alcaline BIO-RAD)
(dilucian 1/1000), ¥ sustrato para fosfatasa alcalina {Sustrato
1-Step™ NBT/ BCIN. PIERCE). Se usd como control positi-
vo para H3P70: HSP70 de extracto de corazan homélogo con
la secuencia HSP7T0 de Leishmania sp.

Purificacidn parcial de HSPT0 se realizo a partir de culti-
vos masivos de epimastigotes de la cepa Y de T, cruzi, en fase
estacionaria de crecimiento, siguiendo las mismas condicio-
nes descritas para la induccién de las HSP en estrés de
nutrientes de 4 horas, Aproximadamente 1x 107 pardsitos s
resuspendicron en 10ml de tampdn de lisis A (S0mM tris/HCI
pH 8, 5 mM CaCl,) + inhibidor de proteasas. Posteriormente
se homogeneizd en un sonicador (SONIFIER 230, Branson),
dando 7 pulsos de 10 watts con intervalos de 5 segundos cada
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uno, manteniendo la muestra en hielo. Se ultracentrifugd
100.000 xg | hora a 4°C, luego se separd la fraccion soluble
51, donde se ha descrito que se encuentra la HSP70 (16}

A esta fraccion soluble (51} se le realizo todo el procedimien-
to de electrotransferencia e inmunoblot descrito anteriormen-
te utilizando como anticuerpo primario anti-HSP70, revelan-
do asi la presencia en mayor cantidad de la proteina de interés
para esta condicion,

Resultados

Evaluacidn del perfil de proteinas de los lisados de T, cruzi
al evaluar los cambios en el perfil de proteinas de los lisados de T
cruzi bajo las distintas condiciones de estrés (temperatura, nutrientes
y nutrientes-temperatura) a los distintos tiempos de incubacion
(2, 4 ¥ 24 horas), por el método de electroforesis SDS — PAGE.
observamos que estos varfan cualitativa y cuantitativamente, depen-
diendo de la condicion experimental aplicada,

£h i@ Ton| T

B Condiciones! Intensidndes

Peso Control Mutrientes  Temperatura  MNulrientes —
malecular temperatura
79,02 136,91 113,18 124 94 147 62
68,75 121,34 102,25 114,03 134,76
33,75 119,69 %6,02 L0h8, 4% 123,75
43,60 114,07 10,21 103 &5 118,95
40,84 149,35 131,76 139, 6% 161,70
36,62 135,64 |0, 85 139,35
34,11 149,04 122 42 119,61 134,15
30,26 115,34 92,35 L0, L9 98,02

Figura L. Perfil proteico del lisado de T, cruezf bajo condicio-
nes de estrés de 2 horas (A) Electroforesis SDS — PAGE 10%
en condiciones disociantes del lisado de T, cruzi, cultivados
bajo condiciones de estrés de nutrientes, temperatura,
nutrientes- temperatura ¥ control (sin estrés), durante un
tiempo de 2 horas. Tabla 1. (B). Peso molecular e intensida-
des de las bandas mas evidentes separadas en la electroforesis,
Analizadas por el programa Quantity one.
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Caracterizacion de la expresiin y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosoma cruzi

Asi observamos que en la condicidn de estrés de nutrientes y de
temperatura, la intensidad de las bandas disminuyen, esto al ser
comparadas con el control, lo que sugiere que ha comenzado ha
producirse cambios en el pool de proteinas del pardsito, bajo
estas condiciones, Por el contrario en la condicidon de nutrientes-
temperatura, observamos una intensidad de las, particularmente
aquellas que se encuentran en un rango de pesos moleculares de
73 a 30 KDa, por debajo de esta rango se mantienen bajas con
respecto al control (Figura 1, Tabla 1).

Cuando se mantiene la condicion de estrés durante 4 horas,
igualmente observamos que las intensidades de las bandas son
menores que las observadas en el control, exceptuando en las
condiciones de temperatura y nutrientes-temperatura, en don-
de se observa un mayor grado de intensidad en las bandas
localizadas entre 50 y 40 KDa (Figura 2, Tabla 2).
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B Condicion cs! Intensidades

Peso Control Mutrientes  Temperatura Nulrienfes —
ITIIIItl'.'l.Ilir t:mpgratul'a
10477 98.93 f14.39 83.74 T228
03,54 93.96 10458 75.58 7736
4.6 119.75 10526 99.03 TE.07
73,30 - - 79,30 41.68
66.95 499,72 9231 £1.52 9139
62.87 12254 97.55 11537 8168
33,93 [48.39 14344 10603 134.6
46.87 11825 116.39 BT.26 -

46,13 156,50 187 123,29

41.53 17225 123.81 - 159.61

Figura 2. Perfil proteico del lisado de T. cruzi bajo condi-
ciones de estrés de 4 horas (A) Electroforesis SDS — PAGE
10% en condiciones disociantes del lisado de T, ernzi, cul-
tivados bajo condiciones de estrés de nutrientes, tempera-
tura, nutrientes- temperatura y control (sin estrés), du-
rante un tiempo de 2 horas. Tabla 2.- {B). Peso molecular
¢ intensidades de las bandas mas evidentes separadas en
la electroforesis. Analizadas por el programa Quantity One.
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Después de 24 horas de transcurrido el estrés, la condician de
temperatura afecta de tal manera al pardsito, que aumenta la
intensidad de las bandas analizadas entre los 92 hasta 39 K Da,
¥ en nutrientes-temperatura las variaciones ocurren en deter-
minadas fracciones, asi tenemos aumento entre 70 v 60 KDay
disminucidn en bandas de 66, 61, 50 v 40 KDa (Figura 3,
Tabla 3). Estos resultados sugieren que, dependiendo de las
condiciones del entorno del pardsito, este va a dirigir su ma-
quinaria a la sintesis y/o degradacién de un grupo de proteinas
que le permitan a adaptarse al nuevo entorno v asi garantizar
su supervivencia. Algunas de las proteinas de nueva sintesis,
pueden ser H5P, que como se ha descrito actiian en la protec-
ciém de moléculas importantes para el pardsito, desempenan-
do su rol en situaciones de estrés como es el caso.
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B  Condiciones/ Intensidades

Feso Control Mutricntes  Temperaturn  Nutrientes —
molecalar temperaturs
101.15 12326 164,74 204 52 181.13
63 1.5 108,65 154.56 110.87
T1.66 130163 11578 161.44 143 48
6494 146.44 LIT7.78 185.87 103 48
59010 13539 - 170,70 126.74
55.30 159.82 140,30 14813 137.09
5117 244 48 231.09 25500 233,32
4569 186.09 165.78 211.82 161.74
42 81 163.04 144 96 22126 145,30
3069 201.30 143 48 198.74 189.48
29.02 - 107.09 206.52 -

Figura 3. Perfil proteico del lisado de T. eruzi bajo condi-
ciones de esirés de 24 horas {A) Electroforesis SDS — PAGE
10% en condiciones disociantes del lisado de T, creezi, cul-
tivados bajo condiciones de estrés de nutrientes, tempera-
tura, nutrientes- temperatura y conirol (sin estrés), du-
rante un tiempo de 2 horas. Tabla 3.- {B). Peso molecular
¢ intensidades de las bandas mas evidentes separadas en
la electroforesis. Analizadas por el programa Quantity one.
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Caracterizacién de la expresion y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanasoma cruzi

Determinacion de HSP70 en los lisados de T. cruzi se en-
frentaron los lisados de 77 crnzi, obtenidos bajo las distintas
condiciones experimentales, contra anticuerpos anti-HSP70,
con la finalidad de detectar la presencia de dicha proteinay a
su vez, determinar la condicion experimental donde se expre-
sa en mayor proporcion; ademds se decidid enfrentar las mues-
tras, a pool de sueros de pacientes positivos para la enferme-
dad Chagas, debido a que se ha descrito que en estos pacien-
tes se han encontrade anticuerpos capaces de reconocer [a
HSP70 del pardsito (91 y queriamos evaluar si cambian el pa-
tron de reconocimiento bajo las distintas condiciones de estrés,
Asi, se oriento este ensayo a evaluar si habia reconocimiento
dentra del rango de pesos moleculares que corresponde con la
proteina de interés (80 — 60 KDa) y determinar si este varia
segin la condicion analizada,

Los resultados obtenidas indican, que la HSP70 esta presente
en todos los lisados de T eruzi, obtenidos bajo las distintas
condiciones experimentales, pero al hacer el analisis de las
bandas de reconocimiento se encontrd, que la intensidad de
estas varia dependiendo de la condicidn de estrés, lo que es
indicativo de que la expresion de HEP70, depende del estrés
aplicado y el tiempo empleado.

Podemos observar que ya a las 2 horas de incubacién bajo las
distintas condiciones de estrés, existe un aumento de HSPTO,
condicion que se mantiene a lo largo del tiempo, (4 y 24 horas),
ademis de reconocer bandas entres 80 y 60 KDa, rango de pe-
sos descritos para la familia de HSP70, también hay reconoci-
miento en regiones de menor peso molecular (30 — 30 KDa),
ocurriendo este hecho salo en las situaciones en que el pardsito
esta siendo estresado; asi para el tiempo de 2 horas estas bandas
de menar peso se observaron en todas las condiciones de estrés,
a4 horas en nutrientes y nutrientes-temperatura; y para 24 horas
sélo en la condicidn de nutrientes (Figuras 4, 5, 6 A). Estos pe-
quefios cambios son compatibles con los observados en el perfil
electroforetico, donde las bandas de proteinas dentro del rango
entre 50 v 30 KDa son unas de las més intensas.

Cuando se observd el perfil de reconocimiento del pool de
sueros positivos, enfrentado a los lizados de T cruzi, es evi-
dente que hay variacion de las proteinas reconocidas bajo las
distintas condiciones de estrés (Figuras 4, 5 v 6 A). Es de se-
fialar que dentro de las proteinas reconocidas por el pool posi-
tivo, hay algunas que se encuentran en la zona de peso
molecular de la HSP70, inclusive se presentan como bandas
de gran intensidad, lo que puede indicar que los sueros de
pacientes positivos reconocen las HSP70 que se encuentran
en los lizados de T Cruzi, y varian dependiendo de la condi-
cién de estrés utilizada, Sin embargo es necesario confirmar
este reconocimiento con el anticuerpo especifico, lo cual esta
planteado en trabajos futuros. Otro punto importante que men-
cionar, es gue segin los datos obtenidos, la condicitn de estrés
de nutrientes aplicado por un tiempo de 4 horas, es donde se

encontrd mayor expresion de HSP70, por lo cual fue la esco-
gida para purificar la proteina de interés, estableciendo de esta
manera un protocolo a seguir para futuros estudios que re-
quieran induccion de HSP.

A+ -HSP + - HSP + - HSF + -HSP

178

Temperatura  Nutrientes

Control Mutrientes
~temperatura
B
Condicion Anti-HSPT0 Puool + para Chagas
PM (KD  Densidad PM (KI¥a) Densidad

Control 66095 21.428 6. 703 111.856
53335 79 R56
49573 65000
46.151 B 144
Mutrienles SR.86 87.57 T4.59 182.57
3283 3100 6345 18528
5741 231.57
42,63 214.71
i 237,57
26 23028
2443 134 (W)
Temperatura 73213 495,00 71.414 159,372
34.200 92.85 53.342 205 ROS
36,986 242 428
331,405 183716
40,207 152,144
30378 195 856
Mulrientes T72.248 115,00 T75.683 239,572
- temperanra 33851 95284 67387 202000
GO0 193,716
50.870 213428
395818 219.716
35.363 233 424
relil i) 122144
24736 1008572
21774 121.572
18208 142716
10,182 159000

Figura 4. (A) Inmunoblot de las condiciones de estrés de 2
horas. Se observa los inmunoblot de las muestras someti-
das a estrés de una duracidn de 2 horas y el del control
(sin estrés). Se usd un pool de suero de pacientes con
serologia positiva para Chagas (+), un pool de suero nega-
tivo para el Chagas (-) y un anticuerpo contra HSP70
(HS5P), en ese orden (de izquierda a derecha) respectiva-
mente, Tabla 4.- (B) Pesos moleculares y densidad de las
bandas reconocidas por los anticuerpos anti-HSP70 y Pool
de sucros positivos para Chagas respectivamente,
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+ -HSP

Temperatura  Nulrientes-
l&mpera“lrﬁ

B
Condicion Anti-HSPT0 Pool + para Chagas
PM (KDa)  Densidad PM (KDa) Drensidad
Control 94,406 158000 497122 131000
230,301 130428
187 980 136,144
156751 140,284
132.115 127.144
106,436 136,856
00.254 160.572
34573 149 284
47720 175.144
40.751 192,000
26,222 105,284
Mutrientes T1.060 19716 B0.073 132,000
48932 154,000 59.250 150,284
32911 1850400
48.581 205428
41.168 135856
Temperatura 64,650 135428 91,230 134 856
SB35 147.000
52153 137144
43 843 161.572
29391 137.716
Mutrienies B6.9T77 92.572 373,990 168856
- temperaura 44366 58716 204 298 142.284
TO.874 115.856
48.431 125,856
40320 a0 144
20480 11%.716

Figura 5. (A) Inmunoblot de las condiciones de estrés de 4
horas. Se observa los inmunoblot de las muestras someti-
das a estrés de una duracion de 2 horas y el del control
{sim estrés). Se usd un pool de suero de pacientes con
serologia positiva para Chagas (+), un pool de suero nega-
tivo para ¢l Chagas (-) ¥ un anticuerpo contra HSP70
{HSP), en ese orden {de izquierda a derecha) respectiva-
mente, Tabla 5.- (B) Pesos moleculares y densidad de las
bandas reconocidas por los anticuerpos anti-HSP70y Pool
de sueros positivos para Chagas respectivamente,
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Control Temperatura Mutrientes.
temperatura
B
Condicidn Anti-HSP70 Poal + para Chagas
PM (KDa) Densidad PM (KDa) Densidad
Control 54.021 B7.284 216090 75.144
126803 T0 284
88.320 51.428
63022 108144
53427 122,572
39.555 152 856
31.271 112,000
27.64% 137572
Mutrientes 85000 98,428 187 449 178 856
G618 T 284 168,239 182 (W0
148.970 I 70856
11088 171.284
00,677 03 428
76.713 170.000
71414 178,144
65,124 179000
58.527 169,572
Sndle 171.428
47.561 161.716
45415 156.716
43.199 163,284
Temperatura 80.206 77.176 211.256 96,284
186,671 114 836
143,199 108,572
80.206 11600k
S6.102 107.716
42,510 107,716
24283 05 2R84
Mutrientes
- temperaura 72150 98000 196 836 113716
148.351 119.856
115.722 136,572
73643 163.572
50,920 155144
34,005 211,856
15215 224000

Figura 6. (A) Inmunoblot de las condiciones de estrés de 24
horas. S¢ observa los inmunoblot de las muestras sometidas a
estrés de una duracion de 2 horasy el del control (sin estrés). Se
usd un pool de suero de pacientes con serologia positiva para
Chagas (+), un pool de suero negativo para el Chagas (-) y un
anticuerpo contra HSP70 (HSP), en ese orden (de izquierda a
derecha) respectivamente. Tabla 6.- (B) Pesos moleculares y den-
sidad de las bandas reconocidas por los anticuerpos anti-HSP70
y Pool de sueros positivos para chagas respectivamente.
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Purificacién parcial de HSP70 para el aislamiento de la frac-
cidn correspondiente con la proteina de choque térmico de 70
KDa, se escogid la condicion de 4 horas de escasez de
nutrientes, la densitometria demostrd que el pico de la banda
reconocida por los anticuerpos anti — HSP70 fue mayor que
en ¢l resto de las condiciones, una vez establecida la condi-
cidn experimental, se procedio a la purificacion parcial de la
HSP70, tal v como se describio en materiales y métodos.

Fraccion soluble 1 Nutrientes 4 horas

Figura 7. Inmunoblot de la fraccion soluble S1 obtenida
del lizado de Trypanosoma cruzi ultracentrifugado bajo la
condicion de estrés de nutrientes en un tiempo de 4 horas
que se enfrentd contra anti-HSPT0; se puede apreciar el
perfil de bandas que corresponden a epitopes comparti-
dos con HSP70 que tienen distintos pesos moleculares, com-
parado con el inmunoblot de los lizados de T cruzi, sin
purificar bajo las mismas condiciones experimentales.

Una vez obtenido el sobrenadante 1, se evalud mediante el
método de inmunoblot con los anticuerpos anti-HSP70, los
resultados obtenidos evidenciaron bandas de reconocimiento
intensa lo que indico que la proteina estaba presente en con-
centraciones elevadas (Figura 7).

Discusion

Tomando en cuenta la importancia que ha adquirido la enfer-
medad de Chagas, tanto en América Latina como en Venezue-
la, por ser un problema de salud publica que afecta principal-
mente a individuos de zonas rurales y de bajo estrato
sociceconomico, se han venido estudiando diversas molécu-
las de T, cruzi, entre las cuales encontramos las HSP70, asi, se
describio esta proteina como antigeno dominante en el parisi-
to (9), y como molécula adyuvante al inducir estimulacion de
células dendriticas al ser aplicada ligada a un péptido (7). Se-
gin el planteamiento de estos autores, la HSPT70 de T, eruzi,
posee las caracteristicas necesarias para ser usadas como mo-
léculas para inmunoterapia /o inmunoprofilaxis. Este traba-
jose oriento a la evaluacion de distintas condiciones de esirés,
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con la finalidad de aumentar la expresion de HSP y determi-
nar la condicion mds adecuada, para un aislamiento mads efi-
ciente de dichas proteinas.

Los resultados obtenidos sugieren que las variaciones en el
entorno del pardsito hacen que este modifigue de alguna ma-
nera su perfil proteico ya sea por aumenio o disminucion de
cierto grupos de proteinas, y se sugiere que dentro de las que
se sintetizan de novo se encuentran las HSP70. Ademas, al
evaluar el perfil de reconocimiento de los lizados de T. cruzi,
con anticuerpos anti- HSP70, se evidencio reconocimiento en
la zona de peso molecular esperada (80 — 70 KDa), y una
banda de menor peso molecular aproximadamente 30 KDa,
En este sentido se ha reportado por andlisis proteomico del
parasito la presencia de péptidos ubicados en un rango de pe-
sos moleculares de 25 a 30 KDa en electroforesis de 2 dimen-
siones, que fueron identificados como HSP70, por andlisis de
secuencia peptidica (Parodi y col. 2004); lo cual sugiere que
estos péptidos pueden ser de nueva sintesis o de recambio.
También encontramos que el pool de sueros positivos recono-
ce bandas en la zona de peso molecular de la HSP70, lo cual
ha sido reportado previamente, en trabajos que describen la
HSP70 de T cruzi, como antigeno dominante durante la in-
feccidn (Marafion 2001).
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