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RESUMEN

Se construyó una librería genómica de expresión de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) utilizando como vector el plásmido pcDNA3,
con la cual se inmunizaron ratones machos de la línea isogénica Balb/c por la vía intramuscular. Se empleó un grupo
positivo al que se le administró antígenos solubles de T. cruzi y otros 2 grupos que recibieron ADN genómico y plásmido
respectivamente; un grupo no recibió inmunización. A todos los animales se les extrajo sangre semanalmente hasta 
semana y 2 semanas después de la reinmunización, para estudiar la respuesta de anticuerpos específicos contra los an
microorganismo mediante un ensayo inmunoenzimático indirecto (ELISA). Se evidenció un aumento significativo de antic
específicos en los animales reinmunizados con 50 µg de la librería y en el grupo inmunizado con los antígenos solubles de T. cruzi.

Descriptores DeCS: ADN PROTOZOARIO/inmunología; GENOMA DE PROTOZOOS; VACUNAS ANTIPROTOZOOS
farmacología; TRYPANOSOMA CRUZI/genética; TRYPANOSOMA CRUZI/inmunología; VACUNAS DE ADN/farmacologí
RATONES CONSANGUINEOS BALBC.
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La búsqueda de nuevas vacunas o el perfeccio
miento de las ya existentes continúa estando dentro
las máximas prioridades de las investigacion
biomédicas.1,2

Entre las nuevas tendencias en el desarrollo de
cunas se encuentran las vacunas de péptidos sintét
las de proteínas recombinantes, las atenuadas por m
dos de ingeniería genética y las vivas recombinan
basadas en la expresión de antígenos de interés vac
en vectores vacunales vivos atenuados ya autoriza
para su uso.2-4. En este contexto surgen en años  recie
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tes los primeros reportes de inmunización con ácid
nucleicos, o como más comúnmente se conoce, AD
desnudo.2

La demostración de la capacidad inmunizante d
material genético proveniente de distintos microorg
nismos después de su administración por distintas ví
constituye el hallazgo más fascinante y prometedor en
campo de la inmunoprotección.5

La posibilidad de estimular con este nuevo tipo d
inmunización de forma simultánea y duradera la inmun
dad celular y humoral, incluyendo las células T citotó
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xicas,6 lo cual sólo ha sido posible con las vacunas viv
atenuadas, podría permitir el abordaje de la prevenc
de las enfermedades virales y parasitarias sin los ries
de las vacunas vivas, como la reversión a la virulenci
la posibilidad de infecciones mortales en huésped
inmunosuprimidos.4-6

Como desventajas potenciales de este nuevo mé
do se encuentran básicamente la posibilidad de integ
ción al genoma, con la consiguiente posibilidad de p
ducir transformación neoplásica, y la inducción de es
dos de autoinmunidad7 por el desencadenamiento de re
puestas dirigidas contra el ADN. Por fortuna, después
profundos estudios experimentales, no se ha report
la presencia de estas complicaciones, ya que ha sido
posible la demostración de la integración al genoma 
material genético inyectado, así como la inducción 
autoinmunidad.7

En este contexto es que nuestro grupo se propus
introducción de esta tecnología en nuestro medio, inc
porando elementos novedosos, mediante la investi
ción de la capacidad inmunizante de la administració
animales de experimentación de ácidos nucleicos
Trypanosoma cruzi, en forma de una librería genómica d
expresión, para profundizar en el estudio de la respue
inmune contra T. cruzi, así como dar los pasos iniciale
en el desarrollo de vacunas experimentales de nue
generaciones para la prevención de la  tripanosomias

MÉTODOS

Cepas. Se utilizaron epimastigotes de la cepa 
(CT-IOC 106) de Trypanosoma cruzi, donada gentilmente
por la doctora María Auxiliadora de Sousa del Instituto
"Oswaldo Cruz" de Río de Janeiro, Brasil.

Para la construcción de la librería genómica de exp
sión se usó la cepa de Escherichia coli (E.coli) HB 101
as
ión
gos
 y
es

to-
ra-
o-
a-
-

 de
do

 im-
el
e

o la
or-
a-
 a
de

sta

vas
is.

re-

suministrada por la firma Boehringer Mannheim
Biochemica, RFA.

Plásmido. Se empleó el vector comercial pcDNA
suministrado por la firma Invitrogen, EE.UU. (fig).

Enzimas de restricción y modificación. Se emplea-
ron las enzimas de restricción Sau3A y BamH1, así co
las enzimas T4 ligasa y fosfatasa alcalina, suministra
por la firma Boehringer Mannheim Biochemica (RFA), y
utilizadas según las instruccciones del fabricante.

Antibióticos. Se usó estreptomicina con una con
centración de 30 µg/mg; ampicilina a razón de 50 µg/mL
y gentamicina a 50 µg/mL (Boehringer Mannheim
Biochemica,RFA).

Animales. Se empleo un total de 40 ratones macho
de la línea isogénica Balb/c con un peso entre 16 y 18
6 semanas de edad, suministrados por el Centro Naci
de Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB
Cuba).

Preparación de las células competentes. Se ino-
culó una colonia de E. coli HB 101 en un precultivo de 5 mL
de medio Luria Bertaini8 (LB)(triptona 10g/L, NaCl 5g/L y
extracto de levadura 5g/l, pH 7,5) más estreptomicina (Ls)
y se incubó a 37 °C con agitación durante 16 h 
zaranda (Incubator Shaken,Co., EE.UU.) a 200 rpm. A
partir del precultivo crecido se sembró 1µL/mL en un
elermeyer con 200 mL de medio LBs recién preparado,
y se incubó a 37 °C con agitación en zaranda (200 rp
hasta que alcanzó una densidad óptica de 0,6 leída a
longitud de onda de 600 nm en un espectrofotóme
(Utrospec 111, Pharmacia LKB). El cultivo crecido se
dejó reposar en un baño de agua helada durante 30 m
se centrifugó a 600 gravedades durante 30 min a 4 °C
una centrífuga refrigerada (MLW K23D VEB MLW
MEDIZINTECHNIK, Alemania). Después de eliminar e
sobrenadante, el precipitado celular fue lavado 2 ve
con agua destilada estéril, fría (4 °C) y 2 con glicerol al 10
(Pharmacia). Todas las centrifugaciones se realizaron 
iguales condiciones que la primera. Por último, el preci
H in d  II
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Fig. 1. Plásmido pcDNA3.
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tado celular se resuspendió en la solución de glicero
10 % y se distribuyó en alíquotas de 80 µL en viales
(Eppendorf) de 1,5 mL, los cuales fueron almacenado
-70 °C hasta el momento de realizar la transformac
genética.

Construcción de la librería genómica de T. cruzi. El
ADN genómico de T. cruzi fue obtenido de las formas
epimastigóticas del parásito según el método de Hook9

Se tomaron 2 x 109 epimastigotes que fueron resuspe
didos en tampón de lisis (Tris HCL 100mM, pH 8; EDT
100 mM,pH 8; SDS 2 %; NaCl 150 mM y proteinasa K
200µg/mL) e incubados 2h a 56 °C; seguidamente 
procedió a hacer la extracción del ADN con fenol clor
formo (1:1), el cual a continuación fue precipitado co
etanol absoluto. El sedimento obtenido fue resuspend
en tampón Tris-EDTA  (TE) (Tris 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8) y la integridad del ADN obtenido fue chequeada
por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en T
Borato-EDTA (TBE) (Tris base 0,004 M, ácido bóric
0,001 M; EDTA 0,5 M; pH 8) con bromuro de etidio
(0,5 µg/mL), prefijando el voltaje de la fuente (modelo EP
400/500, Pharmacia) entre 1 y 5 V/cm y utilizando u
cámara modelo GNA-200 (Pharmacia). Después de ser
observado en un  transiluminador ultravioleta (mode
Ultra Linker,  Kodak) la concentración de ADN fue esti
mada con un cuantificador automático de ADN y ARN
Gene Quant (Pharmacia Biotech, Inglaterra).

Veinte microgramos de ADN genómico de T.cruzi
fueron digeridos por la enzima Sau3A, y se obtuvier
fragmentos de aproximadamente 2 kb, lo cual fue comp
bado por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % 
diante el patrón de peso molecular IV (Boehringer
Mannheim Biochemica,RFA). Más tarde 3,6 µg de di-
chos fragmentos y 5 µg del plásmido pcDNA3 prev
mente digerido con la enzima BamH1 y desfosforila
con la enzima fosfatasa alcalina, se ligaron empleand
enzima T4 ligasa. A continuación las células compete
tes de la cepa HB101 de E.coli fueron transformadas por
electroporación con la librería usando un electropora
(Gene Zapper 450/2500. IBI.Kodak Company) y una cu-
beta de 2 mm (Kartell) y siguiendo la metodología d
fabricante. Se fijó el voltaje en 2 500 V, la resistencia
400   É  y la capacitancia en 21 µF. De inmediato se añadió
1 mL de medio LB estéril a la cubeta, se resuspendió s
vemente y se depositó el contenido en un tubo 
precultivo vacío y estéril que fue incubado a 37°C por 
a 150 rpm en una zaranda (Incubator Shaken, Co, EE.UU.).
De este precultivo se tomaron 100 µL que fueron sembra-
dos en una placa con LB agar técnico #1 al 1 % (Oxoid)
con ampicilina, durante 16 h a 37 °C. De las colonias ob
nidas se seleccionaron al azar 10, a las que se les real
purificación de plásmidos por el método de lisis alcalin8

Los plásmidos obtenidos fueron digeridos con 
enzimaBamH1 y posteriormente se realizó u
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electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % con bromuro
etidio; se utilizó como control el plásmido pcDNA3 dige
rido con la misma enzima. El resto del precultivo (900 µL)
se sembró en 500  mL de LB con ampicillina, para llevar a
cabo la amplificación de la libreria genómica. Después
incubar  por 16 h a 37 °C con agitación (150 rpm) el culti
fue centrifugado a 600 gravedades  durante 15 min a 4
Con las células obtenida se llevó a cabo la purificación
plásmidos por el método antes referido. El material pur
cado fue diluido en solución salina 0,9 % estéril ha
obtener una concentración final de 250 µ/mL, después de
lo cual fue conservado a -20 °C hasta el momento de
uso.

Obtención del sonido de Trypanosoma cruzi. Fue-
ron recolectados por centrifugación 5 x 10 epimastigo
de la cepa Y (CT-10C 106), obtenidos después de 7 d
cultivo en medio LIT10 (Liver Infusion Triptose) suple-
mentado con 10 % de suero fetal de ternera (Gibco
50 µg/mL de gentamicina, y el sedimento fue lavado 4 v
ces con solución salina tamponada con fosfato (SSTF
(NaCl 8g/L; KC1 0,2 g/L; Na2HPO4 1,15 g/L; KH2PO 0,24
g/L, pH 7,2) a 400 gravedades durante 10 min a 4 
Después el botón célular ontenido fue resuspendid
en 5 mL de SSTF y sonicado con una intensidad de 18
(Soniprep) 120, Inglaterra por 3 veces durante 60 s inte
valos de reposo de 60 s en hielo; finalmente 
homogeneizado fue  centrifugado a 1 200 gravedades
rante 1h a 4 °C y el sobrenadante fue distribuido en viales
(Eppendorf) de 1 mL y conservado a -70 °C, Más tarde 
determinó la concentración de proteínas por el méto
de Lowry.11

Esquema de inmunización. Los animales se dividie-
ron en 5 grupos y fueron inoculados de la siguiente f
ma: 25 µg de la librería genómica (n = 15) (Grupo L), 25 µg
de antígenos solubles de T. cruzi (n = 5) (Grupo T), 25 µg
de plásmido pc DNA3 (n = 5) (Grupo P), 25 µg de ADN
genómico de T. cruzi (n = 5) (Grupo G), y un grupo adicio-
nal de 5 animales que no fueron inmunizados (Grupo 
Cuatro semanas despupes de la primera inoculación
animales del grupo L fueron reinmunizados con la libre
genómica de expresión; 5 de ellos con 25 µg (Grupo L1) y
el resto con 50 µg (Grupo L2). Los grupos P y G tambié
fueron reinmunizados con 50 µg.

Dosis y vía de administración. Se administraron
25 y 50 µg de inóculo en cada caso de 0,1 mL de soluc
salina al 0,9 %, por la vía intramuscular en la región anet
de la pata trasera derecha, con excepción del grupo
que no recibió ningún tipo de inmunización.

Ensayo inmunoenzimático para determinar la re
puesta de anticuerpos específicos del isotipo IgG co
tra Trypanosoma cruzi. A 4 animales de cada grupo
les extrajo sangre del seno retrorbital semanalmente 
capilares de vidrio heparinizados, durante las 4 prime
semanas posinmunización; se realizó una extracción 
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cional en la sexta semana. A los grupos L1 y L2  sólo
les extrajo sangre en la sexta semana, que correspo
los 15 d de realizada la reinmunización. El suero se o
vo por centrifugación a 400 gravedades durante 10 m
temperatura ambiente.

El ensayo inmunoenzimático se realizó por un mé
do indirecto cualitativo. Se recubrieron placas 
poliestireno de 96 pozos con fondo plano (Marxi-Sorp.
Nunc) con 100 µL/pozo de antígenos solubles de T. cruzi
a una concentración de 5 µg/mL disueltos en solución
carbonato-bicarbonato 0,1 M; pH 9,6 y se mantuvo 
rante 16 h a 4 °C en cámara húmeda. Después se blo
con leche descremada al 3 % (Oxoid) disuelta en SSTF
(100 µL/pozo) durante 1 h a 37 °C en cámara húmeda
lavó 3 veces con SSTF-Tween 20 (0,05 %) en un lava
de placas (Denley Well Wash 4), se añadió por duplicado
el suero de los ratones diluido 1/200 con SSTF-Tween
(100 µL/pozo) y se incubó durante 2 h a temperatura a
biente; seguidamente se lavó 8 veces en iguales co
ciones y se depositaron  100 µL/pozo de un conjugado
anti-inmunoglobulina G anti-IgG) de ratón obtenido 
conejo marcado con peroxidasa (Sigma) a una dilución
de trabajo de 1/1 200 y se incubó por 1 h en cámara hú
da a la temperatura ambiente. Se lavó nuevamente
añadieron 100 µL/pozo de sustrato ortofenilendiamin
(Sigma) diluido en tampón fosfato citrato 0,15 M; pH 5
Se incubó durante 30 min en cámara húmeda a tempe
ra ambiente, más tarde se detuvo la reacción con á
sulfúrico al 12,5 % y se leyó en un espectrofotóme
(Flow. Laboratories. INC. MC Lcon, Va.) a una longitud
de onda de 492 nm. Se calculó la media de las densid
ópticas obtenidas para cada grupo.

Procesamiento estadístico. Para el procesamiento
de los resultados obtenidos con el método de ELISA
realizó un análisis de la varianza de clasificación sim
(ANOVA) y la prueba de comparaciones múltiples 
Tukey para determinar los pares significativos.

RESULTADOS

Obtención de la librería genómica de expresión 
T. cruzi. En la figura 2, se observa el resultado del aná
de restricción realizado con la enzima BamH1 a 
plásmidos purificados de los transformantes obteni
después de la transformación genética de E. coli con la
librería genómica. Como resultado de este experimen
observaron 6 plásmidos (60 %) con insertos de AD
de T. cruzi (líneas 2, 3, 4, 5, 8 y 11). Estos clon
recombinantes muestran bandas con tallas mayor
menores que el vector (línea 1) utilizado como contr
El resto de las digestiones se mantienen al nivel
vector y parecen corresponder con vectores
recombinantes (líneas 6, 7, 9 y 10).
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Fig. 2. Análisis de restricción con la enzima BamH1 de los plásmido
purificados a partir de los transformantes obtenidos.
Línea 1: plásmido pcDNA3 digerido con la enzima BamH1. Línea
2, 3, 4, 5, 8 y 11: plásmidos con insertos de ADN de T.cruz
Líneas 6, 7, 9 y 10: vectores no recombinantes.

 Ensayo inmunoenzimático para determinar la res
puesta de anticuerpos específicos del isotipo IgG co
tra Trypanosoma cruzi. En las determinaciones realiz
das hasta la cuarta semana posinmunización no se ob
vieron diferencias significativas en la producción de
anticuerpos específicos en los animales inmunizados c
la librería genómica al compararlo con los demás grupo
Sólo se obtuvo un aumento significativo de anticuerpo
específicos en relación con todos los grupos en el gru
inmunizado con antígenos de T. cruzi (p < 0,05).

Los resultados obtenidos en la sexta seman
posinmunización ponen de manifiesto un aumento sign
ficativo ( p < 0,05) en la producción de anticuerpos esp
cíficos en el grupo reinmunizado con 50 µg de la librería
con respecto al grupo que recibió una dosis de la librer
genómica de expresión, el inmunizado con el plásmido
al no inmunizado.

El grupo inmunizado con antígenos solubles de T.
cruzi mostró un aumento significativo (p < 0,05), de
anticuerpos específicos con respecto a los demás g
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Fig. 3. Respuesta de anticuerpos IgG específicos contra antíge
solubles de Trypanosoma cruzi (ELISA). Sexta semana
posinmunización. L: grupo inmunizado con una dosis de libre
genómica de expresión de T. cruzi. L1: grupo reinmunizado
con 25 µg de librería genómica de expresión de T. cruzi. L2: grupo

reinmunizado con 50 µg de librería de expresión de T. cruzi.
T: grupo inmunizado con antígenos solubles de T. cruzi. P: grupo
inmunizado con plásmido (pcDNA3). G: grupo inmunizado co
genóma de T. cruzi. C: grupo no inmunizado.
Pares signif icativos: (T-L), (T-L1), (T-P), (T-G), (T-C),
(L2-L1), (L2-P), (L2-C).

pos con excepción del grupo reinmunizado con 50 µg de
la librería (p < 0,05) ( fig. 3).

DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos de la digestión con enzim
de restricción de los plásmidos purificados después d
transformación genética de E. coli con la librería genómica
(fig. 2), permitieron demostrar que en el inóculo que 
administró había una elevada cantidad de mate
genético de T.cruzi, se aseguraba por lo tanto, una elev
da representatividad del genoma del microorganismo
el inóculo administrado.

Con respecto a los resultados obtenidos al estu
el suero de los animales inmunizados por el método
ELISA, se puso de manifiesto la ausencia de respue
humoral hasta 4 semanas después de administrada 
brería, lo que coincide con los resultados obtenidos 
Barry y otros después de la inmunización de ratones 
una librería genómica de expresión de Mycoplasma
pulmonis, quienes encontraron una pobre respuesta
anticuerpos específicos en los animales inmunizado12

Otros autores que llevaron a cabo la inmunización c
genes individuales obtuvieron resultados similares.13-15

En el estudio de la sexta semana posinmunizació
evidenció un efecto estimulador específico de la respue
inmune humoral después de la reinmunización con 50µg
de la librería, es de señalar que entre este grupo y el in
nizado con antígenos de T.cruzi (T), que mostró la mayor
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respuesta de anticuerpos, no se encontraron diferen
significativas.

El hecho de no haberse encontrado diferencias s
nificativas entre el grupo reinmunizado con 50 µg de la
librería (L2) y los grupos reinmunizados con 25 µg de ésta
(L1) y con ADN genómico de T. cruzi (G), hace necesario
el estudio de este aspecto en el futuro con la utilizaci
de un mayor número de animales y de otros esquema
inmunización.

Los avances en la inmunización con ácidos nucleic
han cobrado gran interés en otros parásitos debido a
gran simplicidad y capacidad para generar una buena 
puesta inmune.16 Múltiples han sido los trabajos donde
se muestran los altos niveles de anticuerpos y linfocit
T citotóxicos específicos alcanzados en la inmunizaci
con ADN.17-20 En nuestro caso pensamos que pudie
inducirse una respuesta humoral específica más pote
con otros esquemas de inmunización, lo cual debe 
mostrarse en trabajos futuros con la utilización de 
mayor número de animales.

El uso de esta metodología permitirá la caracteriz
ción de los productos génicos reconocidos por los a
males inmunizados, con la consiguiente identificación 
antígenos con una posible utilidad como inmunógen
para el desarrollo de vacunas contra la tripanosomias

En trabajos previos nuestro grupo ha demostrado
expresión de antígenos de T. cruzi en el músculo,21 así
como una estimulación específica de la inmunidad celu
en ratones inmunizados con una librería genómica deT.
cruzi.22

Muchos son los argumentos emitidos por la com
nidad científica, tanto a favor como en contra de u
posible vacuna con ADN en seres humanos.23 Hasta el
momento basta con saber que la inmunización con á
dos nucleicos nos permite de forma práctica la manipu
ción del sistema inmune y la búsqueda de nuev
antígenos potencialmente útiles para el desarrollo de 
cunas de nueva generación.

SUMMARY

A genomic expresion library of Trypanosoma cruzi (T. cruzi) was
made using plasmid pcDNA3 as a vector, with wich male mic
from the Balb/c isogenic line were intramuscullary inoculated. 
was used a positive control group that was administered solu
antigens of T. cruzi. Other 2 groups received genomic and plasmi
DNA, respectively. One group was not immunized. Weeckly bloo
samples were obtained from all the animals until the fourth we
and 2 weeks after reinmunization to study the response of spec
antibodies against the microorganism antigens by an indire
immunoenzimatic assay (ELISA). It was observed a significan
increase of specific antibodies in the animals reinmunize
with 50 µg of the library, as well as in the group immunized with
soluble antigens of T. cruzi.

Subject headings: DNA, PROTOZOAN/immunology; GENOME,
PROTOZOAN; PROTOZOAN VACCINES/pharmacology;
TRYPANOSOMA CRUZI/genetics; TRYPANOSOMA CRUZI/
/immunology; VACCINES, DNA/pharmacology; MICE, INBRED
BALBC.
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