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RESUMEN

Se construyé una libreria genémica de expresiéirgpanosoma cruz(T. cruzi) utilizando como vector el plasmido pcDNA3,

con la cual se inmunizaron ratones machos de la linea isogénica Balb/c por la via intramuscular. Se emple6 un grupo control
positivo al que se le administré antigenos solublesl.deruziy otros 2 grupos que recibieron ADN genémico y plasmido,
respectivamente; un grupo no recibié inmunizacién. A todos los animales se les extrajo sangre semanalmente hasta la cuarta
semana y 2 semanas después de la reinmunizacion, para estudiar la respuesta de anticuerpos especificos contra los antigenos del
microorganismo mediante un ensayo inmunoenzimatico indirecto (ELISA). Se evidencié un aumento significativo de anticuerpos
especificos en los animales reinmunizados copd@e la libreria y en el grupo inmunizado con los antigenos solublEsalezi.

Descriptores DeCS ADN PROTOZOARIO/inmunologia; GENOMA DE PROTOZOOS; VACUNAS ANTIPROTOZOOS/
farmacologia; TRYPANOSOMA CRUZI/genética; TRYPANOSOMA CRUZI/inmunologia; VACUNAS DE ADN/farmacologia;
RATONES CONSANGUINEOS BALBC.

La busqueda de nuevas vacunas o el perfeccionates los primeros reportes de inmunizacion con &cidos
miento de las ya existentes contintia estando dentro daucleicos, o como mas cominmente se conoce, ADN
las maximas prioridades de las investigacionesdesnudg.
biomédicas:? La demostracién de la capacidad inmunizante del

Entre las nuevas tendencias en el desarrollo de vamaterial genético proveniente de distintos microorga-
cunas se encuentran las vacunas de péptidos sintéticogjsmos después de su administracion por distintas vias,
las de proteinas recombinantes, las atenuadas por méteonstituye el hallazgo mas fascinante y prometedor en el
dos de ingenieria genética y las vivas recombinantescampo de la inmunoproteccién.
basadas en la expresion de antigenos de interés vacunal La posibilidad de estimular con este nuevo tipo de
en vectores vacunales vivos atenuados ya autorizadogymunizacion de forma simultanea y duradera la inmuni-
para su usd“ En este contexto surgen en afios recien-dad celular y humoral, incluyendo las células T citoto-
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xicas® lo cual sélo ha sido posible con las vacunas vivassuministrada por la firma&Boehringer Mannheim
atenuadas, podria permitir el abordaje de la prevenciérBiochemicaRFA.
de las enfermedades virales y parasitarias sin los riesgos  Plasmido.Se empled el vector comercial pcDNA3
de las vacunas vivas, como la reversion a la virulencia ysuministrado por la firma Invitrogen, EE.UU. (fig).
la posibilidad de infecciones mortales en huéspedes  Enzimas de restriccion y modificacidde emplea-
inmunosuprimidogs ron las enzimas de restriccion Sau3A y BamH1, asi como
Como desventajas potenciales de este nuevo métolas enzimas T4 ligasa y fosfatasa alcalina, suministradas
do se encuentran basicamente la posibilidad de integraP©r 1a firmaBoehringer Mannheim Biochemi¢FA), y
cién al genoma, con la consiguiente posibilidad de pro-Utilizadas segun las instruccciones del fabricante.
ducir transformacion neoplasica, y la induccion de esta- tAnt!kg|ogcos. S/e uso es.,tr_le.ptommm,a gon u/naLcon-
dos de autoinmunidagor el desencadenamiento de res- C€Ntracion de 30y/mg; ampicilina a razon de pg/mL
. . gentamicina a 5Qug/mL (Boehringer Mannheim
puestas dirigidas contra el ADN. Por fortuna, después d%- :
. . iochemicaRFA).
profundos estudios experimentales, no se ha reportado

| ia d licaci ha sido i AnimalesSe empleo un total de 40 ratones machos,
a presencia de estas complicaciones, ya que ha sido IMge |5 |inea isogénica Balb/c con un peso entre 16y 18 gy

posible la demostracion de la integracion al genoma delg semanas de edad, suministrados por el Centro Nacional

material genético inyectado, asi como la induccion dede produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB,
autoinmunidad. Cuba).

En este contexto es que nuestro grupo se propuso la  Preparacion de las células competent8g ino-
introduccion de esta tecnologia en nuestro medio, incor-culé unacolonia dé. coliHB 101 en un precultivo de 5 mL
porando elementos novedosos, mediante la investigade medio Luria Bertaif{LB)(triptona 10g/L, NaCl 5g/L y
cion de la capacidad inmunizante de la administracion aextracto de levadura 5g/l, pH 7,5) mas estreptomicing (LB
animales de experimentacion de &cidos nucleicos d¢/ se incub6 a 37 °C con agitacion durante 16 h en
Trypanosoma eizi,en forma de una libreria genémica de zarandalpicubator Shakei©o., EE.UU.) a 200 rpm. A
expresion, para profundizar en el estudio de la respuest®artir del precultivo crecido se sembrd imL en un
inmune contrdl. cruzi,asi como dar los pasos iniciales €/eérmeyer con 200 mL de medio L&cién preparado,
en el desarrollo de vacunas experimentales de nueva¥ S€ incubd a 37 °C con agitacion en zaranda (200 rpm)

generaciones para la prevencion de la tripanosomiasishasta que alcanzé una densidad optica de 0,6 leida a una
longitud de onda de 600 nm en un espectrofotometro

(Utrospec 111PharmaciaLKB). El cultivo crecido se
METODOS dejo reposar en un bafio de agua helada durante 30 miny
se centrifugd a 600 gravedades durante 30 mina 4 °C en
Cepas Se utilizaron epimastigotes de la cepa Y una centrifuga refrigerada (MLW K23D VEB MLW
(CT-lOC 106) d@rypanosoma cruzigonada gentiimente MEDIZINTECHNIK, Alemania). Después de eliminar el
por la doctoraMaria Auxiliadora de Sousgel Instituto sobrenadante, el precipitado celular fue lavado 2 veces
"Oswaldo Cruz de Rio de Janeiro, Brasil. con agua destilada estéril, fria (4 °C) y 2 con glicerol al 10 %
Para la construccion de la libreria gendmica de expre{Pharmacia).Todas las centrifugaciones se realizaron en
sion se uso la cepa @scherichia coli (E.coliHB 101 iguales condiciones que la primera. Por Ultimo, el precipi-
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T
¢ \/ f1 ori Pcmv: Promotor intermedio temprano de citomegalovirus
Pcmyv or humano
~ SMC: Sitio multiple de clonaje.
SV40 ori BGH pA: Sefial de poliadenilacion de la hormona del
crecimiento bovina.
f1 ori: Origen de replicacion del bacteriéfago f1.
SV 40 ori: Origen de replicacion del virus SV40.
Neo sv40 pA: Sefial de poliadenilacion del virus SV 40.
Neo" Gen de resistencia a Neomicina.
ColE1: Origen de replicacion en E. coli.
Amp®: Gen de resistencia a Ampicilina.

SV4pA Fig. 1. Plasmido pcDNAS.
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tado celular se resuspendié en la solucion de glicerol aklectroforesis en gel de agarosa al 0,8 % con bromuro de
10 % y se distribuyé en aliquotas de |80 en viales etidio; se utilizé como control el plasmido pcDNA3 dige-
(Eppendorfide 1,5 mL, los cuales fueron almacenados arido con la misma enzima. El resto del precultivo (200
-70 °C hasta el momento de realizar la transformacionse sembré en 506L de LB con ampicillina, para llevar a
genética. cabo la amplificacién de la libreria gendmica. Después de
Construccion de la libreria genémica @lecruzi. El incubar por 16 h a 37 °C con agitacion (150 rpm) el cultivo
ADN genomico deT. cruzifue obtenido de las formas fue centrifugado a 600 gravedades durante 15 mina4 °C.
epimastigoticas del parasito segun el método de H8okey.Con las células obtenida se llevo a cabo la purificacion de
Se tomaron 2 x PGepimastigotes que fueron resuspen- plasmidos por el método antes referido. El material purifi-
didos en tampon de lisis (Tris HCL 100mM, pH 8; EDTA cado fue diluido en solucién salina 0,9 % estéril hasta
100 mM,pH 8; SDS 2 % aCl 150 mM y proteinasa K obtener una concentracion final de AL, después de
200ug/mL) e incibados 2h a 56 °C; seguidamente se lo cual fue conservado a -20 °C hasta el momento de su
procedio a hacer la extraccion del ADN con fenol cloro- uso.
formo (1:1), el cual a continuacién fue precipitado con Obtencion del sonido dérypanosoma cruzi. Fue-
etanol absoluto. El sedimento obtenido fue resuspendidaon recolectados por centrifugacion 5 x 10 epimastigotes
en tampoén Tris-EDTA (TE) (Tris 1@M, EDTA 1 mM, de la cepa Y (CT-10C 106), obtenidos después de 7 d de
pH 8) y la integridad del ADN dbnido fue chequeada cultivo en medio LIT° (Liver Infusion Triptosesuple-
por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en Trisimentado con 10 % de suero fetal de ternera (Gibco) y
Borato-EDTA (TBE) (Tris base 0,004 M, acido bérico 50ug/mL de gentamicina, y el sedimento fue lavado 4 ve-
0,001 M; EDTA 0,5 M; pH 8) con bromuro de etidio ces con solucién salinarnhponada con fosfato (SSTF)
(0,5ug/mL), prefijando elvoltaje de la fuente (modelo EPS (NaCl 8g/L; KC1 0,2 g/L; NHPC* 1,15 g/L; KHPO 0,24
400/500, Pharmacia) entre 1 y 5 V/cm vy utilizando una g/L, pH 7,2) a 400 gravedades durante 10 min a 4 °C.
camara modelo GNA-20fPharmacia).Después de ser Después el @on célular ontenido fue resuspendido
observado en un transiluminador ultravioleta (modelo en 5 mL de SSTF y sonicado con una intensidad de 18 Hz
Ultra Linker, Kodak)a concentracion de ADN fue esti- (Soniprep)L20, Inglaterra por 3 veces durante 60 s inter-
mada con un cuantificador automatico de ADN y ARN, valos de reposo de 60 s en hielo; finalmente el
Gene QuanfPharmacia Biotech, Inglaterra). homogeneizado fue centrifugado a 1 200 gravedades du-
Veinte microgramos de ADN gendmico T@ieruzi rante 1h a 4 °C y el sobrenadante fue distribuidoaas
fueron digeridos por la enzima Sau3A, y se obtuvieron (Eppendorfde 1 mL y conservado a-70 °C, Mas tarde se
fragmentos de aproximadamente 2 kb, lo cual fue compro-determiné la concentracion de proteinas por el método
bado por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % mede Lowry*

diante el patrén de peso molecular (Boehringer Esquema de inmunizacidnos animales se dividie-
Mannheim BiochemicRFA). Mas tarde 3,Gig de di- ron en 5 grupos y fueron inoculados de la siguiente for-

chos fragmentos y 5 pg del plasmido pcDNAS previa- ma: 25.g de la libreria genémica (n = 15) (Grupo L)pg5
mente digerido con la enzima BamH1 y desfosforilado de antigenos solubles @ecruzi(n = 5) (Grupo T), 2hg

con la enzima fosfatasa alcalina, se ligaron empleando lale plasmido pc DNA3 (n = 5) (Grupo P), 2% de ADN
enzima T4 ligasa. A continuacion las células competen-gendémico dd. cruzi(n = 5) (Grupo G), y un grupo adicio-
tes de la cepa HB101 &ecolifueron transformadas por nal de 5 animales que no fueron inmunizados (Grupo C).
electroporacion con la libreria usando un electroporadorCuatro semanas despupes de la primera inoculacion. 10
(Gene Zappe#50/2500. IBIKodak Companyy una cu- animales del grupo L fueron reinmunizados con la libreria
beta de 2 mm (Kartell) y siguiendo la metodologia del gendmica de expresion; 5 de ellos cop@8Grupo L1) y
fabricante. Se fijo el voltaje en 2 500 V, la resistencia enel resto con 50g (Grupo L2). Los grupos P y G también
400 O y la capacitancia en pF. De inmediato se afiadi6  fueron reinmunizados con §@.

1 mL de medio LB estéril ala cubeta, se resuspendié sua- Dosis y via de administraciéi®e administraron
vemente y se depositd el contenido en un tubo de25 y 50ug de indculo en cada caso de 0,1 mL de solucién
precultivo vacio y estéril que fue incubado a 37°C por 1 hsalina al 0,9 %, por la via intramuscular en la regién anetrior

a 150 rpm en una zarar{ttecubator Shakero, EE.UU.). de la pata trasera derecha, con excepcion del grupo C,
De este precultivo se tomaron 300que fueron sembra-  que no recibié ningdn tipo de inmunizacion.
dos en una placa con LB agar técnico #1 al(D%oid) Ensayo inmunoenzimatico para determinar la res-

con ampicilina, durante 16 h a 37 °C. De las colonias obtepuesta de anticuerpos especificos del isotipo 1gG con-
nidas se seleccionaron al azar 10, a las que se les realizé tea Trypanosoma cruzi. A 4 animales de cada grupo se
purificacién de plasmidos por el método de lisis alcdlina. les extrajo sangre del seno retrorbital semanalmente con
Los plasmidos obtenidos fueron digeridos con la capilares de vidrio heparinizados, durante las 4 primeras
enzimaBamH1 y posteriormente se realizdé una semanas posinmunizacion; se realizé una extraccion adi-



23

cional en la sexta semana. A los grupos L1y L2 sélo se

les extrajo sangre en la sexta semana, que corresponde

los 15 d de realizada la reinmunizacion. El suero se obtu-

vo por centrifugacion a 400 gravedades durante 10 min &

temperatura ambiente. Kb
El ensayo inmunoenzimatico se realizé por un méto-

do indirecto cualitativo. Se recubrieron placas de

poliestireno de 96 pozos con fondo plgiarxi-Sorp. 19.3

Nunc)con 10QuL/pozo de antigenos solublesTeruzi T 2

a una concentracion depg/mL disueltos en solucion L

carbonato-bicarbonato 0,1 M; pH 9,6 y se mantuvo du- #.2%

rante 16 h a 4 °C en camara himeda. Después se bloque 3.14%=

con leche descremada al 3(@xoid)disuelta en SSTF 2.6,

(100puL/pozo) durante 1 h a 37 °C en camara himeda, se 2.3.

lavé 3 veces con SSTF-Tween 20 (0,05 %) en un lavador | .8 =

de placagDenley Well Wash 43¢ afiadié por duplicado 1% =

el suero de los ratones diluido 1/200 con SSTF-Tween 20, |.| & -

(100uL/pozo) y se incubd durante 2 h a temperatura am-

biente; seguidamente se lavé 8 veces en iguales condi

ciones y se depositaron 1Q/pozo de un conjugado

anti-inmunoglobulina G anti-IlgG) de ratén obtenido en

conejo marcado con peroxidagigma)a una dilucion

de trabajo de 1/1 200y se incubé por 1 h en camara hume

da a la temperatura ambiente. Se lavo nuevamente y s

afadieron 10QuL/pozo de sustrato ortofenilendiamina

(Sigma)diluido en tampon fosfato citrato 0,15 M; pH 5.

Se incubd durante 30 min en camara hiumeda a temperatu-

ra ambiente, mas tarde se detuvo la reaccion con acido

sulfarico al 12,5 % y se leyé en un espectrofotdmetro Fig._?.AnéIisis de rgstriccién con la enzima BamHl_de los plasmidos

(Flow. LaboratoriesINC. MC Lcon, \4.)a una longitud Eyr'f'ca‘_jos,a partir de los transformantes obtenidos. )

, . ) inea 1: plasmido pcDNA3 digerido con la enzima BamH1. Lineas
de onda de 492 nm. Se calcul6 la media de las densidades 3, 4, 5, 8 y 11: plasmidos con insertos de ADN de T.cruzi.
Opticas obtenidas para cada grupo. Lineas 6, 7, 9 y 10: vectores no recombinantes.

Procesamiento estadistic®ara el procesamiento
de los resultados obtenidos con el método de ELISA se
realizé un analisis de la varianza de clasificacion simple
(ANOVA) vy la prueba de comparaciones multiples de
Tukey para determinar los pares significativos.

Ensayo inmunoenzimatico para determinar la res-
puesta de anticuerpos especificos del isotipo 1gG con-
tra Trypanosoma cruzi. En las determinaciones realiza-
das hasta la cuarta semana posinmunizacién no se obtu-
vieron diferencias significativas en la produccién de
RESULTADOS ant.icuefpos es,pe.cificos en los animales inmuni,zados con
la libreria genémica al compararlo con los demas grupos.
Sélo se obtuvo un aumento significativo de anticuerpos

Obtencion de la libreria genémica de expresion de e i
£specificos en relacion con todos los grupos en el grupo

T. cruzi. Enlafigura 2, se observa el resultado del analisi . g )
de restriccién realizado con la enzima BamH1 a los "Munizado con antigenos @ecruzi(p < 0,05).

plasmidos purificados de los transformantes obtenidos ~ L0S resultados obtenidos en la sexta semana
después de la transformacion genétic& deoli con la posinmunizacion ponen de manllflesto un aumento signi-
libreria gendémica. Como resultado de este experimento séicativo (p <0,05) en la produccion de anticuerpos espe-
observaron 6 plasmidos (60 %) con insertos de ADN cificos en el grupo reinmunizado conpifde la libreria

de T. cruzi(lineas 2, 3, 4, 5, 8 y 11). Estos clones con respecto al grupo que recibio una dosis de la libreria
recombinantes muestran bandas con tallas mayores genomica de expresion, el inmunizado con el plasmido y
menores que el vector (linea 1) utilizado como control. al no inmunizado.

El resto de las digestiones se mantienen al nivel del  El grupo inmunizado con antigenos solublesTde
vector y parecen corresponder con vectores nocruzi mostré un aumento significativo (p < 0,05), de
recombinantes (lineas 6, 7, 9y 10). anticuerpos especificos con respecto a los demas gru-
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0.3 respuesta de anticuerpos, no se encontraron diferencias
’ ] significativas.
0,257 El hecho de no haberse encontrado diferencias sig-
- nificativas entre el grupo reinmunizado conpsode la

0.2 libreria (L2) y los grupos reinmunizados conugile ésta
(L1) y con ADN gendmico d&. cruzi(G), hace necesario
el estudio de este aspecto en el futuro con la utilizacion
de un mayor nimero de animales y de otros esquemas de
inmunizacion.

Los avances en lainmunizacion con acidos nucleicos

DO (492 nm)
=
7
|

0,05 , " P .
han cobrado gran interés en otros parasitos debido a su
o1 1 | N N — gran simplicidad y capacidad para generar una buena res-
L o L T P G C puesta inmun& Muiltiples han sido los trabajos donde
p < 0,05 Grupos de inmunizaciéon

se muestran los altos niveles de anticuerpos y linfocitos
T citotoxicos especificos alcanzados en la inmunizacion
Fig. 3. Respuesta de anticuerpos 1gG especificos contra antigeno€0n ADN272° En nuestro caso pensamos que pudiera
solubles de Trypanosoma ami (ELISA). Sexta semana inducirse una respuesta humoral especifica mas potente
posinmunizacién. L: grupo inmunizado con una dosis de libreria con otros esquemas de inmunizacion, lo cual debe de-
gendnica de expresion dd€. cruzi L1: grupo reinmunizado  mostrarse en trabajos futuros con la utilizacién de un
con 25ug de libreria genémica de expresiénTecruzi.L2: grupo mayor nimero de animales.

reinmunizado con 5Qug de libreria de expresién de cruzi. El uso de esta metodologia permitira la caracteriza-
T: grupo inmunizado con antigenos solublesTderuzi. P: grupo cion de los productos génicos reconocidos por los ani-
inmunizado con plasmido (pcDNA3). G: grupo inmunizado con males inmunizados, con la consiguiente identificacion de

gendma deT. cruzi C: grupo no inmunizado. antigenos con una posible utilidad como inmunégenos
Pares significativos: (T-L), (T-L1), (T-P), (T-G), (T-C), para el desarrollo de vacunas contra la tripanosomiasis.
(L2-L1), (L2-P), (L2-C). En trabajos previos nuestro grupo ha demostrado la

expresion de antigenos decruzien el musculd! asi
pos con excepcion del grupo reinmunizado copdie como una estimulacion especifica de la inmunidad celular
la libreria (p < 0,05) (fig. 3). en ra’gtz)nes inmunizados con una libreria genémida de
cruzi:
Muchos son los argumentos emitidos por la comu-
3 nidad cientifica, tanto a favor como en contra de una
DISCUSION posible vacuna con ADN en seres huma&Aéasta el
momento basta con saber que la inmunizacién con aci-
Los resultados obtenidos de la digestion con enzimagdos nucleicos nos permite de forma practica la manipula-
de restriccion de los plasmidos purificados después de 1£10n del sistema inmune y la bisqueda de nuevos
transformacion genética & colicon la libreria genémica ~ 2ntigenos potencialmente utiles para el desarrollo de va-
(fig. 2), permitieron demostrar que en el in6culo que seUnas de nueva generacion.
administré6 habia una elevada cantidad de material
genético dd.cruzi,se aseguraba por lo tanto, una eleva- g ymary
da representatividad del genoma del microorganismo en
el inéculo administrado. A genomic expresion library ofrypanosoma cruzi (T. cruzijas
Con respecto a los resultados obtenidos al estudiamade using plasmid pcDNA3 as a vector, with wich male mice
el suero de los animales inmunizados por el método dérom the Balb/c isogenic line were intramuscullary inoculated. It
ELISA, se puso de manifiesto la ausencia de respuest&as used a positive control group that was administered soluble
humoral hasta 4 semanas después de administrada la [ftigens ofT. cruzi.Other 2 groups received genomic and plasmid
brerfa, lo que coincide con los resultados obtenidos po? /> respectively. One group was not immunized. Weeckly blood
. . . L, samples were obtained from all the animals until the fourth week
Barry y otros después de la inmunizacién de ratones con

i p . L | and 2 weeks after reinmunization to study the response of specific
una libreria genomica de expresion WCOp asma antibodies against the microorganism antigens by an indirect

pulmonis,quienes encontraron una pobre respuesta d&mmunoenzimatic assay (ELISA). It was observed a significant
anticuerpos especificos en los animales inmuniz&dos. increase of specific antibodies in the animals reinmunized
Otros autores que llevaron a cabo la inmunizacién conwith 50 pg of the library, as well as in the group immunized with
genes individuales obtuvieron resultados simil&r&s. soluble antigens off. cruzi.

En el estudio de la sexta semana posinmunizacion se ) )
ubject headings DNA, PROTOZOAN/immunology; GENOME,

_eV|denC|r(]) un efelc(;o estlrpu(ljadlor e§pecn‘|(_:o d_e/la respuestiROTOZOAN; PRODZOAN VACCINESpharmacology:
inmune humoral despues de la reinmunizacion cyS0  trypANOSOMA CRUZI/genetics: TRYPANOSOMA CRUZI/

de la libreria, es de sefialar que entre este grupo y el iNnMuymmunology; VACCINES, DNA/pharmacology; MICE, INBRED
nizado con antigenos decruzi(T), que mostrd lamayor  BALBC.
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