MEDICINA

demosird que el tratamiento en el esguama propuesio:
Es efectivo en mas del 60% de los casos tratados. Es
bien tolerado, y posible de sar implemenlado
ambulatoriamenle en nifios residentas an drea rurales.
Aunque siempre los pacientes deben residir en vivien-
das bajo vigilancia entomolégica y tenar acceso al sis-
tema da salud local para la suporvision médica. Es po-
sible evaluar la electividad con un marcador precoz,
usando una molécula recombinante definida (F28),
implamantada a través de un rdpido y simple procedimion-
to serolégico (ELISA). Ofrece una buena oportunidad de
tratar y obtener cura en las primeras décadas de la vida,
reduciendo el riesgo del desarrollo de las lesiones
viscerales de la fase cronica.

Funcionalidad de moléculas caracterizadas
de protozoarios

MR7. Putative host cell receptors for te-85
glycoproteins from Trypanosoma cruzi. MA.
RIA JULIA MANSO ALVES,

Departamento de Bioquimica- Inskituto de
Quimica- USP, 05508-900, 5. P.E-mail:
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T. cruzi has to invade cells in order o survive in the
mammalian host. As axpected, much atiention has been
given to the identification of receptors and counter
receptors involved in the interaction betwoen both cells.
Our laboratory described a monoclonal antibody (H1A10
MAD} abla to inhibit the invasion of tissua-culture cells
by T.cruzi (Alves ef al., Mol. Biochem. Parasitol. 21, 75,
1986). H1A10 MAb recognizes a polymorphic 85 kDa
surface glycoprotein from T. cruzi previously described as
Te-B5 (Kalzin & Colli, Biochim. Biophys. Acta 68, 208,
1883), suggesting its Involvement in the invasion process.
Te-B5 has a half-life of 3.5-4 h and is synthesized as a
95 kDa precursor (Abuin ef al, Braz. J. Mad. Biol. Res.
29, 335,1996). Helerogeneily in molacular mass,
ispelectric point and carbohydrate composition were
identified (Abuin e al Mol. Biochem. Parasilol. 35, 229,
1989; Coulo et al. Mol. Biochem. Parasitol. 26, 145, 1987,
Couto ef al., Mol. Biochem. Parasilol, 39, 101, 1890).
Tc-85 has a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor
(Couto ef al, Eur. J. Biochem. 217, 597, 1993) and is
shad into the medium within membrane vesicles, bearing
an acyl-inositol modified anchor (Abuin ef al., Exp.
Parasiiol. 80, 605, 1996). The shedding mechanism s
Stll unknown.

Cloning and characternization of a full lenght genomic
DNA aliowed us to include Tc-85 into the Sialidase/
Trans-sialidase supergene family, with other mem-
bers without enzymatic aclivity. Also, the epitope
recognized by H1A10 MAb could be identified by
competition assay with synthetic peplides. Sequencing
ol different clones showed helerogeneity among them,
including the encoding region of the apitope recognized
by H1A10 MAb. The data led us to propose that all
members belong to a gene family, the so called Te-
85 gena family.
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Te-B5 glycoprotging show a large pl range but only
the acid portion binds in a carbohydrate-independent
way to laminin, an important componant of basal
membrane (Giordano at &/, Mol. Biochem, Parasitol. 65,
B85, 1994) Anti-diotypic antibodies (Id) raised against the
Te-85 monoclonal antibody recognize thrée polypeptides
in the host cell (150-130, 73 and 43 kDa), Also the anti-
Id antibodies do not react with laminin, suggesting that
Te-85 interacts with different host recaptors. Anti-ld
antibodies react with tissue culture cells, as wall as with
molecules present in liver, heart, muscles or spleen, an
interesting observation, since T. cruzi invades dilferent
fissues in the mammalian host. The cloning of putative
host cell receptors is being pursusd to further
characlerize host- parasite interactions. Supporied by:
FAPESP, PADCT/CNPq
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La cruzipaina es la cisteina proteinasa (CP) principal
presenta an al Trypanosoma cruzi (1), Su expresion asta
regulada durante el desarrollo y diterenciacion, siendo los
niveles en epimastigotos entré uno y dos drdenes de
magnitud més alios comparados con las otras formas del
pardsito. La enzima ostd codificada por un nimero ale-
vado de genas dispueslos en landem (hasta 130 en la
cepa Tul 2), localizados en dos a cualro cromosomas, en
diferentes stocks del pardsito. La cruzipaina madura (una
vez procesados el péplido sefial y el dominio pro-) con-
siste de una parle catalitica, estructurada en dos domi-
nigs que dejan entre ollos el surco del sitio active, y que
presenta alta homadogia con olras CPs pertenecientes a
la tamilia de la papaina, como las catepsinas Sy L, y un
dominio C-terminal (C-T), homdlogo con al de las CPs de
Tipa | (segun la clasificacion de Coombs y Mottram) pre-
sentes en varios otros Trypanosomatidos. El C-T, que
pueda ser purificado después de auto-proledlisis, con-
tiene  modificaciones  post-traduccionales (M-
glicosilacién, pudiendo presentarse cadenas de alta
mangsa, hibridas monoantenarias ¢ complejas
biantenarias en el mismo residuo de Asn; probablemen-
te cuatro puentes disulfuro; y modificaciones aun no
identificadas en siete résiduos de Thr, las cualas no
parecen ser fosfonlaciones ni O-glicosilaciones. Eviden-
cias muy recientes sugieren la posible presencia de O-
glicosilacion, probablemente en otros residucs de Ser/
Thr). El clonado y secuenciacion de 34 cDNAs abteni-
dos de epimastigotes de Tul 2, asi como de 14 cDNAs
obtenidos a parfir dé las cuatro formias del pardsito (cepa
RA) indica la expresion simultdnea de diforontes ganes
con polimorfismos en el C-T, que se traducen en cam-
bios de residuos de aminodcidos que alteran al pl dae la



molécula. Probablemente ambos faclores, expresion
simultinea de diferentes genes y varacion en las mo-
dificaciones post-traduccionales, son responsables de
las helerogeneigades en carga y tamafio aparente en-
contradas en preparaciones enzimaticas naturales, A
eslo debe sumarse la presencia de isoformas ligadas a
la membrana plasmatica, presumiblemente a través de
un ancia de glicosil fosfatidil inositol (GPI), v de
isoformas no glicosiladas o con un patrén de
glicosilacion muy diferente, pues no intereccionan con
Concanavalina A

El C-T es rasponsable de la inmunoreactividad de la
cruzipaing, que as un antigeno inmunodominante en la
enfermadad de Chagas cronica. La inmunizacion de
conejos con |la enzima nativa conduce a la produceion
de anticuerpos dirigidos casi exclusivamente contra el
C-T, en tanto que la inmunizacidn con cruzipaina des-
naturalizada induce, ademas, la produccién de
anticuerpos contra la parta catalitica.

Entre las lunciones posibles de la cruzipaina pode-
mos mencionar: (1) digastion proteica intralisosomal,
enconirandose presente en los reservosomas; (2) pe-
netracion del parasito en la célula huésped, en la gue
podrian estar invelucradas las isoformas de membrana;
(3) defensa del pardsito contra el sistema inmune del
huésped, a través de un proceso de -fabulacidn=; (4)
participacion an las etapas de diferenciacion en el ciclo
bioldgico del pardsito, que pueden ser blogueadas por
inhibidores irreversiblas especificos para CPs, los cua-
les son capaces de inhibir a la cruzipaina dentro de los
pardsilos vivos. Financiado por SAREC (Suecia), el TDR/
WHO vy la Universidad de Buenos Aires.

(1) Cazzulo, J. J., Stoka, V. & Turk, V. Cruzipain,
the major cysteine proteinase from the Protozoan
parasite Trypanosoma cruzi . Biol. Chem. 378 (1987)
1 10.

MRAS. Anclaje de glicoproteinas por glicoinositolfos-
folipidos y diferenciacion en Trypanosoma
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El anclaje de proteinas a membrana por un
glicoinositolfosfolipido (GPI) as particularmente frecuen-
le en prolozoarios parasilos. En T. cruzi, se identificd
esle bpo de anclaje en glicoproteinas caracterizadas en
distintos estadios del parasito; algunas de allas
involucradas en el proceso de infeccicn. Es interesante
que mientras en glicoproteinas de mamiteros y también
en Trypanosoma brucel se describio un glicerolipido
como componente del ancla, en algunas glicoproteinas
importantes de T. cruzi, se identificd una ceramida. Sspd
es una glicoproteina marcadora de la dilerenciacion de
tripomastigotes a amastigotes. Se ha demostrado por
criterios inmunoldgicos y morfoldgicos que este proce-
s0 puede ocurrir in vitro (Andrews ef af 1987, Exp.
Parasitol. 64, 474-484). Ss5p4 se libera progresivamen-
te al medio por accion de una fosfolipasa C enddgena
especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) durante la di-
farenciacién de amastigote a epimastigote (Andrews ef
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al 1988, J. Exp. Med. 167, 300-314), Recientemenle de-
lerminamos los lipidos libres que se biosintetizan en
parasitos obtenidos despuds de 0, 24, 48 y 72 h de di-
terenciacion de tripomastigotes seguida de incorporacion
de ['H]-palmitico por 2 h. Encontramas un méximo de
caramida libre a las 24 h, coincidente con el maximo de
formas amastigote. Solo trazas de ceramida estaban
presantes en Iripomastigotes. Se determing que el lipido
del ancla de Sspd es tambien una ceramida de la mis-
ma estructura, la palmitoildihidroesfingosina, lo cual
confirmaria que la ceramida libre se origina en el pro-
ceso de liberacion de la Sspd al medio (Bertello ef al,
1986, Mol. Biochem, Parasitol, 143-151). Este resulta-
do abre la posibilidad de gue la ceramida juegue un
papel importante en la dilerenciacidn y proliferacidn
celular como se habia sugerido para células de mami-
fero. Relacionado con esto habiamos encontrado que
PI-PLC bacleriana no sdlo libera glicerolipidos de los
glicoinosilolfosfolipidos sino también ceramida en el
caso de glicoinositolfosioceramidas (Lederkremer ot al
1930, Eur. J. Biochem. 192, 337-345). La enzima
enddgena de T. cruzi tampoco discrimina e lipido ya que
incubando inositolfostolipidos constituidos por ceramida
o un glicerolipido, se libera en los dos casos el lipido
por incubacién con mambranas de T. cruzi. (Benello el
al, trabajo @n realizacion). Por otra parte, la trans-
sialidasa de formas tripomastigote (Pollevic ef al 1991,
Mol. Biochem, Parasitol. 47, 247-250) esta anclada por
un GPI constituido por dos lipidos diterentes, liso-1-0-
hexadecilglicerol y N-palmitoildibidroesfingosina, con pre-
ponderancia de la ceramida (Agusti el al, 1997,
Glycobiology, en prensa). Liso-1-O-hexadecilglicerol es
&l componente lipidico del ancla de la glicoproteina Tc85
de tripomastigotes. Encontramos que la Tcg5 se libera al
medic con el ancla glicolipidica lo cual indica que en el
«shedding= no interviene una PI-PLC, sino que sa libera-
ria formando parte de vesiculas (Abuin af al, 1996, Exp.
Parasitol. 82, 290-297). Es interesante gue en las mucinas,
que serian las glicoproteinas aceptoras de acido sidlico
se encontrd que cuando los epimastigoles dilerencian a
tripomastigotes metaciciicos el lipido del ancla glicolipidica
cambia da 1-O-hexadecil-2-0-palmitoilglicerol a ceramida
mientras gue el oligosacarido no se modifica (Acosta
Sarrano el al, 1995, J. Biol. Chem. 270, 27244-27253),
Dado gue la mayoria de las mucinas de metaclclicos son
liberadas por el parasito durante la invasidn celular los
autores sugireron que este fendmeno estaria relacio-
nada con un remodelamiento del lipido, Esto estaria da
acuerdo con el hecho de que Ssp4 de amastigotes y la
trans-sialidasa (SAPA) de tripomastigotes lambign tienen
ceramida en el lipide del ancla. Sin embargo, lambién an
apimastigates, &l glicoconjugado mas importante de la
superficie que es el lipopéptidofosfoglicans (LPPG) con-
tiene una ceramida cuando se obtiene de parasitos en la
fase estacionaria de cracimiento (4-5 dias) pero se de-
terming 1-O-haxadaecil-2-0-palmitailglicerol en el LPPG
aislado de parasitos en la fase logaritmica (2 dias)
(Lederkremer ef ai, 1953, Eur. J Biochem.). EI LPPG, cuya
eslructura esta bien caracterizada es el primer
glicoinositoltestolipido purificade, que presenta gran
homologia con las anclas de proteinas de membrana da



