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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé el tamizaje de una librerfa de cDNA de Trypanosoma cruzi con una mezcla de
sueros chagdsicos crénicos, selecciondndose cuatro clones (P1, P2, P3 y P4) con base en su mayor intensidad de
reactividad. De estos clones, P2 y P4 resultaron ser idénticos. P1 se encontrd que codifica para el extremo carboxilo-
terminal de la proteina EF-Hand 5 variante 1 de . cruzi y los clones P2 y P3 codifican para el extremo carboxilo
terminal de “nuevas” proteinas del pardsito que carecen de homologia con proteinas previamente reportadas;
siendo posiblemente P3 una protefna de membrana del pardsito. La presencia de los productos codificados por
estos clones en el estadio tripomastigote, sumado a su reactividad frente a sueros de pacientes chagdsicos mas no
de controles no infectados, hacen de estas protefnas candidatos para marcadores asociados a la fase crénica de la
enfermedad de chagas.

Palabras clave: Clones, enfermedad de chagas, sueros chagésicos crénicos, tamizaje, Trypanosoma cruzi
ABSTRACT

In this work was carried out a screening of cDNA library of Trypanosoma cruzi with a pool of chronic chagasic
sera. The P1, P2, P3, and P4 clones were selected based on its higher reactivity. Two of these clones were identical
(P2 and P4). P1 codes for the carboxy-terminal of the EF-Hand 5 variant 1 protein of T. cruzi. P2 and P3 code for
the carboxy-terminal of probably new parasite proteins that lack homology with previously reported proteins.
Moreover, it is probably that P3 encodes a membrane protein of the parasite. The presence of the P1, P2, and P3
products in the trypomastigote stage of the parasite, and the immune recognition of them by chronic chagasic sera
but not by healthy controls; make these proteins candidates for markers associated with chronic phase of Chagas
disease.

Key words: Clones, Chagas disease, chagasic chronic sera, screening, Trypanosoma cruzi

INTRODUCCION encuentra el Trypanosoma cruzi, agente cau-
sal de la enfermedad de Chagas (Tanowitz,

Los protozoos parésitos pertenecientes a la et al, 1992). Enfermedad que afecta alrede-

familia Tripanosomatidae son responsables
de un grupo de enfermedades que afectan al
hombre y a varias especies animales salva-
jes y domésticas. Dentro de esta familia se

dor de 20 millones de personas en Latino-
américa, de las cuales un millén correspon-
de a la poblacién colombiana (WHO 1991,
PAHO 1994).
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La enfermedad de chagas involucra tres fases
distintas: una fase aguda media o inaparente,
que ocasiona la muerte en aproximadamente
el 10% de los casos, en su mayoria nifios. Una
fase indeterminada asintomética, en la cual
debido a la ausencia de sintomas el paciente
desconoce su infeccién y constituye un
reservorio del pardsito que ayuda al manteni-
miento del ciclo de vida del mismo. Un 30%

de los pacientes asintomadticos 10 a 20 afios.

mds tarde, desarrollan la tercera fase: la fase
crénica de la enfermedad; la cual se manifiesta
con alteraciones cardiacas, digestivas o
neurolégicas, que pueden conducir a la muer-
te (Tanowitz, et al., 1992, WHO 1991).

Durante el transcurso de la infeccién, el pa-
résito presenta un gran niimero de determi-
nantes antigénicos al sistema inmune del
huésped mamifero, cuyo reconocimiento
varia dependiendo de la fase de la enferme-
dad (Frasch, et al., 1989, Umezawa, et al.,
1996, Brodskyn, et al., 1996). Por su parte,
el huésped monta una respuesta inmune tan-
to humoral como celular que reduce los ni-
veles de parasitemia, pero es incapaz de erra-
dicar al pardsito (Tanowitz, er al., 1992,
WHO 1991).

Varios antigenos de T. cruzi han sido aislados
y estudiados mediante el tamizaje de librerfas
de expresién con el suero de pacientes
chagésicos o animales infectados (Levin, et
al., 1989, Cotrim, ef al., 1990, Kerner, et al.,
1991, Tibbetts, et al., 1994, Lesenechal, et al.,
1997).

Por otra parte, si bien el proyecto genoma
de T. cruzi tiene por objeto la secuenciacién
del genoma del parisito y la identificacién
funcional de sus genes (Porcel, et al., 2000);
se requieren de otras aproximaciones, tales
como el tamizaje inmunolégico de librerias
del parésito, para identificar antigenos del
mismo implicados no solamente en la res-
puesta inmune, sino que puedan constituir
marcadores asociados con la evolucién de

la fase indeterminada a la fase crénica de la
enfermedad.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente
trabajo se realiz6 el tamizaje de una librerfa
de cDNA de Trypanosoma cruzi, con una
mezcla de sueros chagésicos crénicos, con el
fin de aislar clones del parasito que codifi-
quen antigenos inmunolGgicamente relevan-
tes, que puedan constituir marcadores de la
fase crénica de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Sueros

Se trabajé con el suero de 10 pacientes con
cardiomiopatia chagésica crénica de la Clini-
ca Shaio de Bogot4, Colombia; los cuales eran
francamente positivos a la infeccién por T.
cruzi tanto por pruebas de ELISA como de
IFI. Como sueros control se utilizaron el sue-
ro de dos personas sanas no infectadas por el
parésito, residentes de la ciudad de Bogoti,
Colombia. Este estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de
1a Pontificia Universidad Javeriana.

Libreria

Se utiliz6 una libreria de cDNA cordialmen-
te cedida por el Dr. Manuel Carlos Lépez del
Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Lépez-Neyra (Granada, Espaiia). Dicha libre-
ria fue construida en el vector pSPORT1
(Gibco-BRL), a partir del ARN mensajero de
tripomastigotes de la cepa Tulahuen del pa-
rasito. En esta libreria, los insertos clonados
en el sitio Notl/Sall del vector, se expresan
como una proteina de fusién con la §
galactosidasa.

Tamizaje de la libreria
Luego de titular la librerfa, ésta se amplificé

obteniéndose alrededor de 200 colonias por
placa de 87 mm, para un total de 1.000 placas
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bacterianas. Una vez que las bacterias crecie-
ron a 37°C, hasta alcanzar un didmetro de 0.1
a 0.2 mm, fueron transferidas a filtros de ni-
trocelulosa y replicadas. Posteriormente, se
realizé la induccién de la expresién de los
genes clonados, mediante la incubacién de los
filtros sobre cajas de LB ampicilina con 1 mM
de isopropiltio-f3- galactésido (IPTG), duran-
te 4 horas a 37°C (Sambrook, et al., 1989).
Los filtros fueron removidos y los productos
génicos detectados inmunolégicamente usan-
do como primer anticuerpo una mezcla de 10
sueros de pacientes chagésicos crénicos, pre-
viamente absorbidos a E. coli DH5q trans-
formadas con pSPORT]1.

Como segundo anticuerpo se usé un conjuga-
do IgG antihumana acoplado a fosfatasa
alcalina (Sigma) y las sefiales fueron revela-
das mediante adicién del sustrato cloruro de
nitroazul de tretazolium (NBT) y 5-bromo-4-
cloro-3-indolilfosfato sal disédica (BCIP).
Finalmente, las sefiales positivas detectadas
fueron aisladas, purificadas mediante dos ron-
das posteriores de tamizaje inmunolégico y
mantenidas en medio LB-glicerol a -70°C
(Sambrook, et al., 1989).

Caracterizacién de los clones

La caracterizacién de los clones se realizé
mediante determinacién del tamafio de los
insertos clonados y secuenciacién de nucleé-
tidos de los mismos. Para ello, en primer lu-
gar se extrajo el ADN de cada uno de ellos
segiin la técnica de lisis alcalina descrita por
Sambrook et al. (1989), con algunas modifi-
caciones. Una vez obtenido el ADN plasmi-
dico de cada uno de los clones, se realizaron
digestiones de los mismos con las enzimas de
restriccién Sall y Notl (Gibco-BRL), para li-
berar los insertos y determinar su tamafio. 0.5
mg de ADN fueron digeridos al tiempo con
ambas enzimas, utilizando el buffer “Multi-
core” (Gibco-BRL) y una relacién de unida-
des de enzima/mg de ADN a digerir, de diez,
en un volumen final de reaccién de 20 pl,
durante 3 horas (h) a 37°C. Finalmente, se

secuenciaron ambas hebras del ADN de los
fragmentos clonados mediante la reaccion de
terminacién de cadena de dideoxinucleétidos
(Sanger, et al., 1977), utilizando los cebado-
res M13 “forward” y M13 reverso. La reac-
cién de secuenciacidn se llevd a cabo en un
373 Automated DNA Sequencer (Applied
Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron
analizadas mediante los programas Translate
Tool (ca.expasy.org/tools/dna.html), ScanPro-
site (ca.expasy.org/tools/scanprosite),
FASTA (www.ebi.ac.uk/fasta33) y BLAST
(www.ch.embnet.org/software/bBLAST.html)

RESULTADOS

Tamizaje y aislamiento
de clones recombinantes

El tamizaje de la libreria se realizé con una
mezcla de 10 sueros chagdsicos crénicos,
previamente absorbidos con bacterias
DH50. transformadas con pSPORT1. De los
1.000 clones examinados, se seleccionaron
cuatro con base en su mayor intensidad de
reactividad.

De modo que dichos clones (P1, P2, P3 y P4)
fueron purificados tras dos rondas adiciona-
les de tamizaje con la mezcla de sueros créni-

. cos. Adicionalmente, no se observé reactivi-

dad de estos clones frente a los sueros control
previamente absorbidos con E. coli, asi como
tampoco se observé reactividad de la mezcla
de los sueros chagdsicos crénicos frente a bac-
terias de E. coli transformadas con pSPORT1
(datos no mostrados).

Determinacion del tamafio de los insertos

Una vez extraido el ADN del pldsmido res-
pectivo, se realizaron digestiones con las
endonucleasas de restriccién Sall y Notl. Tal
como se muestra en la figura 1, los cuatro
clones presentan fragmentos pequefios meno-
res de 564 pb, llamando la atencién que P2
(carril 3) y P4 (carril 5) presentan bandas del
mismo tamafio.
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Ficura 1. 1 mg de ADN de los clones P1 (2),
P2 (3), P3 (4) y P4 (5), fueron digeridos con
las enzimas Notl y Sall, Los fragmentos re-
sultantes fueron resueltos en un gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio. Como
patrén de peso molecular (1) se utilizé6 ADN
del fago lambda gtll digerido con HindIII
(Gibco-BRL).

Andlisis de la secuencia de nucleétidos

Cada uno de los cuatro clones fue secuenciado
en las dos direcciones 5’-3" y 3’-5’ con los
cebadores M13 “forward” y M13 reverso,
cubriéndose la totalidad del inserto. Es asi
como en las figuras 2A, 2B y 2C se muestran
las secuencias de P1, P2 y P3, respectivamen-
te. La secuencia de P4 tal y como lo sugerfan
el tamafio de los clones y los mapas de res-
triccién (datos no mostrados), resulté seridén-
tica a la del clon P2.

Todos los clones se caracterizaron por tener
insertos pequefios que codifican para el ex-
tremo carboxilo terminal de su respectiva pro-
teina, seguidos de la regién 3’ no traducida
(3’ UTR). Para el caso del clon P1, se encon-
tré que éste codifica para 66 aminoécidos de
una protefna que presenta motivos de unién a
calcio, correspondientes a las proteinas “EF-
Hand” (Strynadka y James, 1989). Adicional-
mente, el producto codificado por €l clon P1
presenta 5 sitios posibles de fosforilacién, dos

de ellos dependientes de la proteina Cinasa C
(aminodcidos 13-15 y 59-61, figura 3A) y los
otros tres de la caseina Cinasa II (amino4ci-
dos 23-26, 28-31 y 29-32, figura 3A).

Por su parte, P2 y P3 codifican para los ulti-
mos 31 y 59 aminodcidos de protefnas del
parésito, respectivamente.

Vale la pena destacar en P3 la presencia deun
sitio de fosforilacién del tipo proteina Cinasa
C (aminoécidos 34-36) y dos sitios posibles
de miristilacién (aminodcidos 30-35 y 34-36,
figura 3B).

1 GTITTTTCAT TACGATABRAT ATAARRCCGG ATATGTTACA COGARACAAT

5 T T TG

101 GAGGARCTTH TTGCTGTTGC

151 TTACARCCGA TTITGTGAATG AATTAACATC ACGIGTGARC TGTATGIAAA

201 gtttcatgan

251 tgeactttat

1 CCTCTATGCA ATCCARGGCG AAAATTAGGL AARRATAMAA ARTTAAARAA

51 AAAACATTAG GUARCTGAAG GATAGGGGAA CGARCATATA TTTGIGACTY

251 gggegeecye.

[

1 G GGGAARCCGC GTTTGAAGGE ATCGAGCGCA  GCTCITICTC CYCTICRGTT

51 ¢ GGTTGCOGTT

101 CCGCARAGAG ARTGCCGCTA TGTGUGTICG  CAACGTGCCC  GGGTTITGTA

151 GCATGTATGC CRTTTGAATT TGTTTATIGA tgtgagtgtt cratgaatt:

Ficura 2. Secuencia de nucleétidos de los
clones P1 (A), P2 (B) y P3 (C). En mayiisculas
se denota laregién codificante, y en mimiiscula
laregion no codificante. El codén de parada se
encuentra resaltado y subrayado. N denota los
nucledtidos que no pudieron ser identificados.
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1 FFHY DKYKTGYVTRKCQ FTELFATLGERSTPEELE
A 35 ELXAVIAEVDETDDKID [YNRFVNELTSRVNCM.

B 31 PHCNPRRKLGKNKKLKKNIRQLKDRGTNIYL

C 1 GKPRLKASSAALSPLLFYKLSAALHAGESGG
33 COSAKRMPLCAFATCPGFVACMPFEFVY.

Ficura 3. Secuencia de aminodcidos de los productos codificados por los clones P1 (A), P2 (B)
y P3(C). Los sitios de fosforilacién dependientes de la protefna Cinasa C se encuentran resalta-
dos en negrita, los dependientes de la proteina casein Cinasa C subrayados y los sitios de adi-
cién de 4cido miristico, doblemente subrayados. Los motivos de unién a calcio se encuentran
delineados por un marco. X denota amino4cidos que no pudieron ser identificados.

Pl GTTTTTTCATTACGATAAATATARRACCGGA 31

AR R R R R R R AR AN REE

TCCBPA CATACTATGECAGATGAATTACGTTCTGCTTTTT T TCATTACGATAAATATAAARCCEEA 785

el TATGTTACACGGAAACAATTTACAGAATTATTTGCAACTCTTGGAGAACGATCCACACEG 91

RN R RN AR R RN NN RN R R R R R NN

TCCBPA TATGTTACACGEAAACARTTTACAGAAT TATTTGCAACTCTTGGAGAACGATCCACACCE B4S

Pl GAAGAATTGGAGGAACTINITIGCIGITECTGAAGTAGATEAARCAGATEGATARAATTGAT 151
RN R NN RN N S R NN RN NN

TCCBPA GARGAATTGEAGGAACTTCTTGCTGT TGCTGAAGTAGATGARACAGATGATARAATTGAT 905

228 TACAACCGATTTGTGAATGAAT TAACATCACGTGTGAARCTGTATGTAAAAACARGARATTA 211
TURLEEERLE R b b er ety e bl pninbetiinitl

TCCBPA TACARCCGATTTGTGARTGAATTARCATCACGTGTGARCTGTATGT ~-AARRCARGAATTA 965

Pl N TATACATACATATATATATATATATATATGTTTCATGAAGGCTTCTT. AGGGRAGCTECA 271
SRR RN R AN R N N RN N N RN AR R RN AR NN RN

TCCBPA TATACATACATATATATATATATATATATGTTTCATGAAGGCT TCTTARGGGGAGCTGCA 1025

[ ACATTATATTCCTCATTGCTGCACTTTATTTCCTACACCCATACACACACACACATATAT 331
BN RN RN R N R R N AR R R R PR R RN Y]

TCCBEA ACATTATATTCCTCATTGCTGCACTTTATTTCCTACACCCATACACACACACACATATAT 1085

8 ATATATATATATATATATATATATACTTCGACATATGTATAAGTATTTARAARAAARAARAA 380
NN RN RN R RN NN R R NN R R R R NN R N R

TCCARA ATATATATATATATATATATATATACTTGACATATGTATAAGTATTTAAAAANTANARAN 1145

AAGGGCGGCCGC 403
|

TCCBPA TAARAARTAAAAAARGAAARCTGTCTTTCACTTATGTCATAACTTTATEGRARGCTCARMRAT 1205

TCCBPA AATAARACATTAATGCCTTITTTTTTTTTTTTCTACCTTTCTCGTCATTATTATTACTTT 1265

TCCBPA ACTATTATTACTATTATTATTAATAATTGTACTCARATATGANCGTTGTTAGGAAGCGCE 1325

TCCBPA GAACCATG 1333

Ficura 4. Alineamiento de la secuencia de nucle6tidos del clon P1 con la secuencia de la proteina
TCCBPA (No. de acceso L01583). Las secuencias fueron comparadas usando el programa FASTA.
Las barras verticales indican identidad, mientras la falta de similitud se denota mediante asteriscos.
N denota los nucleétidos que no pudieron ser plenamente identificados en la secuencia.
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Adicionalmente, mediante los programas
FASTA y BLAST (Altschul, et al., 1997) se
realizaron estudios de comparacién de las se-
cuencias de nucledtidos y de aminoacidos de
las clones recombinantes con las bases de da-
tos de EMBL, GenBank, Swiss-Prot y
KINETO (www.dbbm.fiocruz.br/TcruziDB/
index.html). Encontrdndose con respecto a P1
una similitud altamente significativa con las
secuencias de nucledtidos de proteinas de
unién a calcio. Concretamente, un 99% de si-
militud con la proteina TCCBPA (EF-Hand 5
variante 1) y un 88% con la TCCBPB (EF-
Hand 5 variante 2) de T. cruzi (Ajioca y
Swindle, 1993) y 69% con la EF-H5 de
Trypanosoma brucei (Wong, et al., 1993).

Como se muestra en la figura 4, TCCBPA y .

P1 son casi idénticos en su secuencia de
nucledtidos. A excepcién del sitio NotI pre-
sente en P1 (adicionado durante la construc-
cidn de la librerfa), una adicién de una adenina
en P1 y la sustitucion de una timina por una
adenina en P1. Mientras que a nivel de
aminodcidos la secuencia compartida es
idéntica.

Por su parte el andlisis de los clones P2 y P3
no mostré homologias significativas con pro-
tefnas o genes previamente reportados en
tripanosomaétidos o en otros organismos
eucariotes. Llama la atencién no obstante, que
estos clones presentan alrededor de un 60%
de similitud con secuencias ESTs (Expressed
sequence tags) del pardsito. Es asi como P2
muestra similitud con las secuencias con nii-
mero de acceso al EMBL de AI078925 de T.
cruzi, A1L452882 v AL477450 de T. brucei.
Mientras P3 presenta similitud con las secuen-
cias con nimero de acceso AI664692,
AT110377, A1668100, A1043481 y AI007354
de T. cruzi. Es importante destacar que la si-
militud de P3 con AI007354 es del 95%.

DISCUSION

En el presente trabajo se realiz6 el tamizaje
de una libreria de cDNA de Trypanosoma
cruzi con una mezcla de sueros chagésicos

crénicos, con el objetivo de aislar clones co-
dificantes para productos inmunol6gicamen-
te relevantes. De los 1.000 clones examina-
dos se seleccionaron cuatro basados en la
mayor intensidad de reactividad presentada
por los mismos.

De los cuatro, dos resultaron ser idénticos. Es
decir, que dichos clones (P2/P4) se encuen-
tran representados posiblemente mas de una
vez en el genoma o poseen niveles elevados
de expresion en el estadio tripomastigote.
Todo lo anterior estd de acuerdo con el cardc-
ter repetitivo de los genes constitutivos de
tripanosomadtidos, los cuales en su mayoria
forman agrupaciones en tindem y son regula-
dos postranscripcionalmente (Thomas, ef al.,
1993).

Por otra parte, la asignaci6n del marco de lec-
tura realizada para las secuencias de nucleéti-
dos codificadas por estos clones, es respalda-
da por el hecho de que los tres clones contie-
nen mayor porcentaje de adeninas y timinas
en la regi6n no codificante que en la codifi-
cante, mientras que el contenido de guaninas
y citosinas es mayor en la regién codificante
que en la no codificante. Hecho observado en
los genes constitutivos de tripanosomas (Por-
cel, et al., 1996). Es asi como, el clon P1 co-
difica para el extremo carboxilo terminal de
una proteina de unién a calcio, la TCCPBA
(Ajioca y Swindle, 1993), los clones P2 y P3
codifican parcialmente para protefnas “nue-
vas” del parésito, las cuales a diferencia de la
mayorfa de las proteinas halladas mediante
tamizaje inmunolégico, carecen, por lo me-
nos en su extremo carboxilo terminal, de mo-
tivos repetidos de aminoécidos; los cuales por
lo general enmascaran la respuesta contra los
epitopes protectivos del parésito (Wrightsman,
etal, 1994).

De otra parte, es importante tener en cuenta
que en tripanosomdtidos no se han detectado
sefiales del sitio de poliadenilacién tal como
la secuencia AAUAAA de eucariotes superio-

- res (Jackson y Standart, 1990). Por lo tanto,
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no se puede asegurar que la regién de
poliadeninas al final de los clones estudiados
sea efectivamente el sitio de adicién del
poli(A). Dicha regién, puede simplemente
constituir una zona rica en adeninas a las cua-
les se hibridé el iniciador poli(U) durante la
construccion de la libreria. Esta segunda op-
cién parece ser lo correcto, al menos para el
caso de P1, ya que la identidad de P1 con
TCCBPA termina en el nucledtido 1159 de
TCCBPA, y este gen continiia su 3’UTR has-
ta el nucledtido 1338. Es decir, TCCBPA tie-
ne 179 pb mds antes del sitio aparente en P1
de adicién del poli (A).

Por otra parte, en cuanto al andlisis tedrico de
modificaciones postraduccionales, se encon-
tré por una parte que el clon P1 presenta 5
sitios posibles de fosforilacién, dos de ellos
dependientes de la protefna Cinasa C y los
otros tres de la casefna Cinasa II. Por su par-
te, el clon P3 presenta un sitio de fosforila-
cién dependiente de la proteina Cinasa C y
dos sitios posibles de miristilaciones. La im-
portancia de estas modificaciones radica en
parte en que los grupos fosfatos asociados a
cadenas peptidicas mediante enlace fosfo-
diester son activadores proteicos que indu-
cen cambios alostéricos en la proteina blan-
co, de manera que intervienen en diversos
procesos celulares totales como la sefializa-
cién intracelular (Bochart y Mottram, 1997).
En este caso, llama la atencién particularmente
la presencia de los tres sitios de fosforilacio-
nes dependientes de caseina Cinasa II, ya que
esta enzima no ha sido descrita en tripanoso-
madtidos, a diferencia de la proteina Cinasa C
(Ser/Treo Cinasa) la cual ha sido detectadaen
epimastigotes de T. cruzi (Bochart y Mottram,
1997). No obstante, dada la presencia de acti-
vidad de la protefna Cinasa C en I cruzi, es
posible que la caseina Cinasa II también se
encuentre entre las cinasas de este parasito.

Las miristilaciones por otra parte, involucran
la adicidén del dcido graso miristico de 14
carbonos mediante enlaces covalentes al N-
terminal de un residuo de glicina (Godsel y

Engman, 1999). Esta modificacién postra-
duccional estd implicada en la asociacién de
algunas proteinas a la membrana celular, ta-
les como la subunidad a de la protefna G y las
tirosina Cinasas (Resh, 1993). Concretamen-
te, en tripanosomdtidos, se ha visto que el 4ci-
do mirfstico hace parte del anclaje de glico-
fosfatidilinositol (GPI) de algunas proteinas
como las VSGs (Glicoproteinas variantes de
superficie) a la membrana celular del parasito
(Colli y Alves, 1999).

Adicionalmente, vale la pena comentar como
si bien otras proteinas que unen calcio descri-
tasen T. cruzi (Gonzilez, et al., 1985, Engman,
et al., 1989, Ouaissi, et al., 1992, Godsel, et
al., 1995), son reconocidas por sueros
chagdsicos crénicos; inducen la proliferacién
de linfocitos T (Taibi, et al., 1993) y han sido
ensayadas como marcadores de la infeccién
en pruebas diagnésticas (Godsel, et al., 1995,
Krautz, et al., 1995, Taibi, et al., 1995); este
es el primer reporte de reconocimiento inmu-
ne de la EF-H3 variante 1 de T cruzi, por par-
te de los sueros chagdsicos. Ubicdndose en el
extremo carboxilo terminal de la proteina
(aminodcidos 144-210), la epitope responsa-
ble de dicha reactividad.

Es importante destacar la presencia de los pro-
ductos codificados por los clones P1, P2 y P3,
en el estadio tripomastigote del pardsito; fase
parasitaria que se encuentra en contacto con
el sistema inmune del huésped. Ademds, dado
que estos productos son reconocidos por sue-
10s chagdsicos crénicos, mas no por Sueros
de personas no infectadas; se sugiere que las
moléculas codificadas por P1, P2 y P3, pue-
den constituir marcadores asociadus a 'a fase
crénica de la enfermedad de chagas. Actual-
mente, en nuestro laboratorio se estd llevan- -
do a cabo la biisqueda de los genes completos
codificados por P2 y P3.
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