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CONTRIBUCION DEL PROYECTO GENOMA DE TRYPANOSOMA CRUZI A LA COMPRENSION DE

LA PATOGENESIS DE LA CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA

MARIANO J. LEVIN?

Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular, (INGEBI, FCEyN UBA-CONICET), Buenos Aires

Resumen  El proyecto genoma de Trypanosoma cruzi (PGTc) es una iniciativa multinacional desarrollada dentro
del marco de dos organizaciones internacionales OMS/TDR y CYTED. Debe considerarse como una
herramienta de sumo valor para el estudio de diversos aspectos de la enfermedad de Chagas. Pone a disposicién
de investigadores basicos y clinicos una gran cantidad de informacion sobre los genes expresados por el parasito
(ver base de datos de PGTc, http://gene.dbbm.fiocruz.br) y una importante cantidad de bibliotecas gendémicas y son-
das de genes expresados (ESTs). Presentamos cuatro ejemplos sobre el uso de este material en el estudio de la
patogénesis de esta infeccion cronica. 1) Demostramos la posibilidad de derivar antigenos a partir de ESTs, tarea de
relevancia para comprender la reactividad anti-receptores cardiacos presente en el suero de pacientes chagasicos.
2) Introducimos los conceptos de proteoma, vacunoma y patonoma, conjuncion de técnicas necesarias para analizar
la informacion que surge del PGTc. 3) Demostramos cOmo las regiones ya secuenciadas del genoma dan claves
sobre el caracter dinamico y flexible del mismo, y por Ultimo 4) mostramos co6mo la informacion del PGTc puede ser
utilizada para estudiar el ADN del parasito asociado a la lesion cardiaca cronica.

Abstract Contribution of the Trypanosoma cruzi Genome Project to the understanding of Chagas disease
pathogenesis. The Trypanosoma cruzi Genome Project (TcGP) is developed by a consortium of
laboratories brought together by two international agencies, WHO/TDR and CYTED. The TcGP is an important
tool for the study of Chagas disease. It provides researchers and clinicians with information about expressed parasite
genes (see TcGP database, http://gene.dbbm.fiocruz.br) and with an important number of genomic libraries and
probes (ESTs). We show with four examples how the TcGP contributes to the understanding of the pathogenesis
of this infection. 1) We demonstrate how to derive antigens from ESTs, an important feature regarding the generation
of anti-cardiac receptor antibodies in chagasic patients. 2) We introduce concepts such as proteome, vaccinome
and pathonome that include all techniques needed to analyze quickly the growing amount of genomic information.
3) We show that the genomic regions that have been already sequenced give clues as to the plastic nature of the
parasite nuclear genome. Finally, 4) we show how the genome sequences can be used to study the parasite DNA
that is associated to the cardiac lesions.
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El proyecto genoma de Trypanosoma cruzi (PGTc)
surgio en 1993 como resultado de la conjuncién de va-
rios factores, entre los cuales se destacan tres: a) los
avances en el campo del proyecto genoma humano pro-
ducto del trabajo de un equipo de investigadores france-
ses dirigidos por el Dr. Daniel Cohen?, b) el deseo de un
grupo importante de cientificos latinoamericanos de in-
corporar las técnicas gendmicas al estudio del T. cruzi, y
c) el encuentro de los mismos con el Dr. Daniel Coheny
un numeroso grupo de investigadores franceses, en las
Jornadas Franco-Latinoamericanas sobre los Avances
de la Investigacion Biomédica: Diagnéstico Molecular,
Terapia Génica y Proyecto Genoma Humano realizadas
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el 23y 24 de noviembre de 1993 en la Academia Nacio-
nal de Medicina de Buenos Aires, Argentina.

Hacia fines de 1993 Cohen y sus colaboradores de-
mostraron la factibilidad de un enfoque de genoma total
para la construcciéon del mapa fisico del genoma huma-
not. Para conseguirlo utilizaron técnicas de automatizacién
sobre una biblioteca de grandes fragmentos de ADN ob-
tenidos a partir del ADN gendmico aislado de glébulos
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blancos de un individuo. Durante las Jornadas Franco-
Latinoamericanas el Dr. D. Cohen propuso una técnica
semejante para comenzar el PGTc, tarea que comenzo
en febrero del afio siguiente? 345, Esta y otras iniciativas
fueron coordinadas por dos redes internacionales de la-
boratorios, las del CYTED y OMS? * 6, que cooperaron
para construir las primeras bibliotecas gendémicas, comen-
zar la secuencia en gran escala de marcadores deriva-
dos de genes expresados en el estadio epimastigote del
parasito (ESTs, expressed sequence tags), y para cons-
truir el banco de datos del proyecto’.

En esta comunicacion se presentan cuatro ejemplos
que demuestran como el material y la informacioén surgi-
dos del PGTc aportan a la respuesta de preguntas sobre
la inmunopatologia de la enfermedad de Chagas, o su-
gieren nuevas formas para encararlas.

1. Reactividad anti-receptores cardiacos
de pacientes chagasicos y antigenos de
T. cruzi obtenidos a partir de ESTs

(1A, inverse antigens)

En el afo 1992, en colaboraciéon con el Dr. Johan
Hoebeke IBMC, Strasbourg, Francia, detectamos por
primera vez en pacientes chagasicos la existencia de
anticuerpos que reaccionaban con el segundo dominio
extracelular del receptor 1 adrenérgico®. Simulta-
neamente, uno de nosotros, MJL, descubri6 la existen-
cia de homologia entre un pentapéptido, AESEE, de la
regiéon C-terminal del antigeno ribosomal PO de T. cruziy
un pentapéptido, AESDE, presente en el mencionado
dominio extracelular. Desde esa fecha en adelante nos
abocamos, junto con los médicos del Servicio de
Cardiologia del Hospital Ramos Mejia, Buenos Aires,
Argentina y varios equipos colaboradores, a la ca-
racterizacion de las reacciones anti-receptores cardia-
cos en la enfermedad de Chagas® ° 10:11.12.13,14,15,16,17 Dg|
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conjunto de los resultados se desprende que este tipo de
auto-reactividad es provocada por anticuerpos anti-
epitopes parasitarios que tienen baja afinidad por los re-
ceptores cardiacos*®. Los primeros epitopes parasi-tarios
que inducen anticuerpos con propiedades auto-reactivas
funcionales han sido caracterizados, y se encuentran en
las regiones C-terminales, ricas en glutamico y aspartico,
de las proteinas ribosomales TcPO, y TcP2p de T. cruzi,
ver Fig. 191213 Sin embargo la variedad y el polimorfismo
de la respuesta anti-receptores cardiacos en pacientes
chagasicos son tales*?, que resulta dificil explicarlas como
producto de la accién de anticuerpos dirigidos sélo con-
tra dos proteinas, por mas antigénicas que sean. Esto
nos llevo a postular la existencia de otros antigenos pa-
rasitarios ricos en residuos &cidos. Inicialmente propusi-
mos que éstos deberian tener trechos de hasta 20 0 méas
glutdmicos y/o asparticos seguidos®®. Sin embargo, lue-
go de dos afios de rastrear diferentes bibliotecas de ex-
presion con sueros de pacientes chagasicos no pudimos
detectar ninglin antigeno con estas caracteristicas.

Ante este fracaso, decidimos recurrir a los Utiles ge-
nerados por el PGTc buscando secuencias de EST que
pudieran codificar para un péptido con las caracteristi-
cas mencionadas. Finalmente, en la coleccién de ESTs
del Instituto de Parasitologia y Biomedicina "Lopez
Neyra", Granada, Espafia, encontramos un EST que co-
dificaba un péptido con varias seguidillas de amino&cidos
acidos, Fig. 2. Para probar su antigenicidad se intenté
expresar el producto de este EST en bacterias, pero pro-
bablemente por su acidez extrema esto no fue posible*®.
Indirectamente esto indica por qué no se pueden aislar
este tipo de péptidos en rastreos inmu-noldgicos con-
vencionales, y demuestra la utilidad del PGTc al proveer
colecciones extensivas de genes parasitarios.

Ante esta dificultad, la Unica solucion fue expresar (Fig.
2) en el contexto del gen entero. Para ello usamos el
EST como sonda para rastrear la biblioteca de césmidos
del PGTc* Esto permitio identificar un fragmento

Secuencias derivadas del segundo dominio extracelular de los

receptores cardiacos

B1:  HWWRAESDEARRCYNDPKCCDFVTN
B2: HWYRATHQEAINCYANETCCDFFNTQ

M2: VRTVEDGECYIQFFSNAAVTFGTAI

Secuencias derivadas del extremo C-terminal de las proteinas

ribosomales P de T.cruzi:

TcP2p: EEEEDDDMGFGLFD
TcPO: AESEEEDDDDDFGMGALF

Fig. 1.— Secuencias aminoacidicas de los segundos dominios extracelulares de

los receptores cardiacos humanos y de los epitopes C-terminales de las pro-
teinas ribosomales TcPO y TcP2f38 9 10.11.12.13  Estos Gltimos inducen anticuerpos
gue poseen la propiedad de reaccionar con los receptores cardiacos® 2 13,
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EST que codifica un péptido rico en residuos acidos

1 VKAAATAAEDDDD
29 GEEAAEEEENETEHTE
57 KSAAAKHEKTDTVN
85 EEDEEQKAGNGEE
113 PPTISGNSRRHESS
141 AEDAKKMEREIEKDEETE
169 HVQQRAPPLRRTS
197 S GDDNDDDDDASD
225 Q QH

p =R -l )

EEEEEEEADGVDAYV
EEEEEVKPARGGEKD OQ
DEENEEVYVEEEEETETE
DDEEQEEEEEAPRE
APVKGRSARGGAHRTP
DGEGDGDEPPRQVYQ
AGKRAPPPPPPPAA
DDNKEEEVHAQPQS

Fig. 2.— Secuencia del péptido &cido derivado de la coleccién de ESTs del Instituto
de Parasitologia y Biomedicina "Lopez Neyra" (Granada, Espafia). Se resaltan
en negro los residuos acidos (E: acido glutamico y D: acido aspartico).

Proteina rica en residuos acidos 1199 aa

A

\4

A

v

N-terminal expresado 517 aa

regién rica en
aminodacidos acidos

Fig. 3.— Esquema que muestra la localizacion de la region acida en PA. Las fle-
chas indican los péptidos expresados y usados para evaluar la reactividad anti-

PA de sueros chagasicos.

genomico positivo a partir del cual se obtuvo el gen com-
pleto, que codifica para una proteina de PM 130 kDa que
denominamos proteina acida, o PA. La secuencia de
aminoacidos de PA estableci6 que la region acida deri-
vada del EST se encuentra en la region C-terminal de la
proteina. A diferencia del fragmento &cido, la proteina
completa se expresé en bacterias (ver esquema en la
Fig. 3). También se expreso el fragmento correspondiente
al extremo N-terminal, Fig. 3. El analisis de Western blots
demostré que la PA es antigénica en pacientes con en-
fermedad de Chagas, y que la antigenicidad se encuen-
tra confinada al extremo C-terminal de la proteina, ya
que los sueros no reconocen el fragmento N-terminal.

En resumen, este ejemplo demuestra la utilidad del
PGTc que puso a nuestra disposicion colecciones de
EST, y de cosmidos que fueron usadas para obtener el
gen PA, luego expresarlo y demostrar su antigenicidad
(Fig. 4). El procedimiento empleado para encontrar este
antigeno es el inverso del que usamos clasicamente® ya
que primero se predijo la antigenicidad de un péptido
parasitario, y recién después de clonar el gen entero se
demostr6 que era antigénico en la enfermedad; por esta
razon denominamos a este tipo de antigenos "inverse
antigens" (IA)%.

Queda por demostrar si los anticuerpos inducidos por
PA tienen alguna accion sobre los receptores cardiacos.

PGTc PETc

%

EsT COSMIDO

GEN

EXPRESION

Evaluacién de la
antigenicidad de la¢
proteina

Fig. 4.— Esquema de la utilizacion de ESTs y bibliotecas
gendémicas del PGTc en la busqueda de IA (inverse
antigens). El EST proviene de la coleccién de ESTs del
PGTc y el cosmido de la biblioteca que se menciona en
Zingales et al.“.

Un esquema semejante al que utilizamos para evaluar la
actividad funcional de los anticuerpos inducidos por la
proteina TcP2f sera usado también en este caso?.
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2. Proteoma, Vacunoma, Patonoma

Para analizar rapidamente la informacion procedente de
los proyectos genoma se han comenzado a implementar
técnicas de analisis que combinan la informacién experi-
mental en un campo dado con el cimulo de datos apor-
tados por el proyecto genoma correspondiente. En el caso
de analizar el comportamiento de la dotacion proteica de
una célula para identificar proteinas que existen o des-
aparecen ante un estimulo determinado, se combinan
las técnicas de electroforesis bidimensional (EBD), con
el andlisis por espectroscopia de masa de las proteinas
identificadas por EBD, y con la informacion de los ban-
cos de datos del proyecto genoma corres-pondiente, en
lo que se denomina Proteoma (Fig. 5). Un esquema de
combinacion de técnicas también se podra aplicar para
estudiar la patogénesis de la enfermedad de Chagas una
vez que el genoma de T. cruzi esté completamente
secuenciado, ver Patonoma en la Fig. 5. Entretanto se
puede prever como podria plantearse un estudio seme-
jante. En colaboracion con el equipo del Dr. Franco da
Silveira (ESP, S&o Paulo, Brasil) hemos construido un
mapa fisico de un tercio de la banda cromosémica XVI
del genoma nuclear de T. cruzi % sobre el que ubicamos
112 genes. ¢(Cémo hacer para rastrear la capacidad
patogénica de alguna o de todas las proteinas codifica-
das por estos genes? ¢ Cémo hacer para analizar la ca-
pacidad inmunoprofilactica de alguna o de varias protei-
nas codificadas por estos genes (Vacunoma en Fig. 5)?

La complementacién de técnicas que conforman el
patonoma y el vacunoma nos permiten adaptar lo cono-
cido para el andlisis de un gen a la masividad de la infor-
macion gendmica. Asi, una vez identificados los genes
completos se amplificaran usando las técnicas de ampli-
ficacion génica, y se clonaran en plasmidos vacunantes
aptos para dirigir la expresion de los genes parasitarios
en células de mamiferos?.
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Estos plasmidos permiten a) inmunizar ratones con
un minimo de costo operativo en comparacion con las
inmunizaciones convencionales, b) inmunizar con "pool"
de plasmidos y c) evaluar rapidamente sus consecuen-
cias, ya sea en estudios de patogénesis como en los re-
lacionados con inmunoproteccién. En el campo de la
patogénesis la inmunizaciéon con plasmidos se podra
seguir por monitoreo electrocardiografico®, mientras que
en el caso del estudio inmunoprofilactico, se evaluara la
capacidad protectora del o los antigenos inmunizantes?*.

3. SIRE y SAS, marcadores genéticos de T.
cruzi que revelan un genoma dinamico

Entender la capacidad adaptativa del genoma parasita-
rio es fundamental para el andlisis de la patogenia de la
infeccion. Uno de nuestros aportes al PGTc ha sido la
caracterizacion de una serie de marcadores genéticos
gue han resultado claves para la interpretacion de una
serie de estudios gendmicos? %y para el andlisis de los
resultados de secuenciacion en gran escala?.

El primer marcador genético que describimos fue un
elemento repetitivo de 428 pb llamado SIRE, short
interspersed repetitive element, Fig. 6%. Se uso para ca-
racterizar cromosomas y en el clonado de grandes frag-
mentos gendmicos® 2°. Como esta polidisperso en el
genoma nuclear decidimos utilizarlo como base para
definir una serie de nuevos marcadores: las secuencias
asociadas a SIRE, SAS®*. Los SAS se conocen también
como SZ y uno fue llamado VIPER. Todos ellos fueron
depositados en el banco de datos del PGTc a medida
gue fueron secuenciados y/o analizados.

Ademas de contribuir a la identificacion de determi-
nadas bandas cromosémicas? ?°, VIPER y SIRE fueron
fundamentales en el andlisis del primer continuo de
90 000 pb de T. cruzi que fue secuenciado?. Esta region

GENOMA

(PGTc)

PROTEINA

PATOGENESIS

INMUNOPROFILAXIS

PROTEOMA

PATONOMA

VACUNOMA

Fig. 5.— Conceptos de proteoma, vacunoma y patonoma, conjuncién de técni-
cas necesarias para analizar la informacién que surge del PGTc.
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SIRE 428 pb

1
51
101
151
201
251
301
351
401

AGGAGCTTGT
GTATGTGTAT
GTATGARATCT
AGGCCAGATA
ATTCCCACCA
ACTTCGTAAG
CTAATGGTCC
AATTAACTAA
TTCAGGATCC

GAAAAGAATG
ATCCTGATAA
TTTGGGAAGA
ATATTTTTAA
CGCGGCGGGG
TAATAATATT
ACAGAATTCT
AGAACCTTTT
GGCCAGCTGC

ATCGTGGGAG
ATGAATGCAT
ACGCGACTTT
TTTIATTTTG
TCTTGTGGTT
TCABATCCCA
ATATATTGAR
TTCCTAACTT
CCGGRGGA
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AGCTGGCTAA
TCTTTATGAT
GTAGGGGCGG
CCATCCCACC
GGAGGACCCC
ACTGAGGACA
TGAGAATAAR
GTTTGGTTTC

CTTAATTAAT
ACTTTCTACC
GAGCCGATAG
CACCCCCTTG
AAAGTCTGCC
AAGGACCATG
ACATTGAGGC
CATAGATAAT

Fig. 6.— Secuencia nucleotidica de SIRE, short interspersed repetitive element,
tal como se describi6 en Vazquez et al. 1994%.

Extremo telomérico
tipo A

[ HTEzp)p TEL

gp8sITSA
C—a

$Z14 (3800 bp)

TR

Extremo telomérico
tipo B

TEL

Fig. 7.— Los 2 tipos de telomero de T. cruzi ordenados sobre el marcador SZ14. Este diagra-
ma esquematiza la hipotesis que implica a los extremos teloméricos que contienen a SIRE
y al ORF1, presente también en marcador SZ23, como sitios de expresion?: 0,

pertenece al cromosoma 3, de aproximadamente 0.5 Mb.
Dentro de la misma, VIPER marca un cambio en la orien-
tacion del sentido de la transcripcion de los genes?.

Recientemente un equipo norteamericano identifico
una proteina de superficie llamada VP85 como factor de
virulencia parasitario®®. Al comparar sus secuencias des-
cubrieron que dos SAS eran miembros de esta familia
de genes. Lo que equivale a decir que algunos miem-
bros de esta familia estan asociados a SIRE. Mientras
gue el equipo del Dr. J.L. Ramirez (USB, Caracas, Vene-
zuela) describio la presencia de SIRE y el SAS SZ23
(ORF1) en los telomeros, Fig. 7?°. El conjunto de nues-
tros resultados nos llevan a sugerir que SIRE y SZ23
definirian una regién de expresién de ciertos telomeros®.
Dentro de esta hipétesis SIRE podria mediar, por
recombinacion homéloga, el desplazamiento de genes
de proteinas de superficie, tales como VP85, hacia sitios
de expresion teloméricos.

En definitiva el conjunto de los resultados analizados®*
26,2730 gygiere que el genoma de T. cruzi es mas dinami-
co de lo que, a veces, el mismo PGTc induce a pensar.
En la composicion del genoma de este parasito se es-

conden las bases de los mecanismos adaptativos que le
permiten colonizar un individuo. Quizas el PGTc sea im-
portante porque provee una informacién marco que per-
mitird estudiar el genoma que mas nos interesa, el del
parasito que infecta y produce la lesion.

4. Resultado del estudio simultaneo
de dos genomas

Hace varios afios que demostramos la factibilidad de estu-
diar el genoma humano y el genoma del parasito a partir de
tejido cardiaco obtenido de necropsias de pacientes®. Ini-
cialmente el estudio se restringia a amplificar genes huma-
nos, P globina, y regiones variables del minicirculo del para-
sito®. Actualmente trabajando con biopsias y utilizando téc-
nicas de micromanipulacién se puede llegar a obtener ma-
terial genético de hasta una célula y secuenciarlo®. En co-
laboracion con el Dr. R. Laguens y su grupo en Fundacion
Favaloro (Buenos Aires, Argentina) usamos esta técnica
para analizar biopsias cardiacas de pacientes chagasicos
gue presentaban un infiltrado inflamatorio leve.
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El analisis histoldgico no reveld presencia T. cruzi. Sin
embargo, micromanipulando diversas regiones, prepa-
rando el ADN correspondiente y realizando reacciones
de amplificaciéon génica anidada, o de nested PCR, se
lograron amplificar diversas regiones variables de
minicirculo del parasito que fueron secuenciadas. Las
secuencias presentaron una gran variabilidad y se reco-
nocieron como pertenecientes a minicirculo por su muy
bajo contenido en citidinas, menor al 5%%*. También se
pudieron amplificar secuencias de SIRE, que luego de
su secuenciacion so6lo presentaron una mutacién con
respecto a la secuencia de la Fig. 6.

La micromanipulaciéon también permite analizar el
genoma del paciente. Dado nuestro interés en los
anticuerpos que se producen en los sitios de la lesion
cardiaca, estudiamos las regiones variables de los genes
que los codifican. Esto permitié en principio, el analisis
de las mutaciones somaticas de las regiones variables
de las inmunoglobulinas, y permitird en un futuro proxi-
mo, el clonado del anticuerpo correspondiente para ana-
lizar su especificidad. La gran cantidad de mutaciones
acumuladas en las regiones variables de los anticuerpos
indica que las células plasmaticas presentes en la lesién
han estado activadas desde mucho antes del momento
de la biopsia.

Las técnicas de micromanipulacion ofrecen una nue-
va forma de encarar el estudio de la lesion cardiaca del
enfermo chagasico. En la medida en que se puedan iden-
tificar regiones del genoma de T. cruziimplicadas en di-
versos aspectos de su ciclo de vida, éstas se podran
caracterizar en el genoma del parasito que se encuentra
en la lesion.

A modo de conclusion, estos ejemplos demuestran
gue el PGTc aporta informacién, almacenada en la base
de datos del proyecto, y material, bajo forma de bibliote-
cas y marcadores, que sirven para encarar los estudios
en el campo de la enfermedad de Chagas con mas y
mejores herramientas. La complejidad de esta infeccion
crénica nos impulsa a utilizarlas.
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Non, mille fois non, il n'existe pas une catégorie de sciences auxquelles on puisse donner le
nom de sciences appliquées. Il y a la Science et les applications de la Science, liées entre elles

comme le fruit a l'arbre qui I'a porté.

No, mil veces no, no existe una categoria de ciencias a las que se les puede dar el nombre de
ciencias aplicadas. Existe la Ciencia y las aplicaciones de la Ciencia, ligadas entre ellas como

el fruto del arbol que lo ha portado.
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