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Evaluacion delarespuestainmune humoral por western blot
en ratonesinmunizados con una biblioteca genomica de
expresion de Trypanosoma cruz
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RESUMEN

Se construyé una biblioteca gendmica de expresion de Trypanosoma cruzi con la utilizacién como vector el pldsmido pcDNA3, con la cua
se inmunizaron ratones de la linea isogénica BALB/c por via intramuscular. Se empled un grupo control positivo a que se le administraron
antigenos solubles de T. cruzi y otro grupo que recibié el plasmido utilizado para la construccion de la biblioteca genébmica; un grupo no
recibié inmunizacion. A todos los animales se les extrajo sangre del plexo retrorbital 2 semanas posteriores a la tercera inmunizacién, para
estudiar la respuesta de anticuerpos especificos contra los antigenos solubles del parasito mediante la técnica de western blot. Se obtuvo una
respuesta de anticuerpos en los animales inmunizados con la biblioteca genémica de expresién y con antigenos solubles del paréasito.

DeCS: BIBLIOTECA GENOMICA; RATONES CONSANGUINEOS BALB Cl/inmunologia; ANIMALES DE LABORATORIO; WESTERN
BLOTTING/métodos; ANTIGENOS DE PROTOZOARIOS/inmunologia; TRYPANOSOMA CRUZI/inmunologia; FORMACION DE

ANTICUERPOS; VACUNAS DE ADN.

Lainmunizacién con ADN es unatecnologia
surgidaaprincipiosdelosarios 90, que consisteen
introducir, medianteinyeccion, moléculasde ADN,
generalmente plasmidico, que contienen genesde
alguin patégeno especificoy queal ser expresados
en el tegjido donde fue inoculado inducen una
respuestainmune, que en ocasi ones puede conducir
alaproteccion contralaenfermedad (Chinchuteck
K. Safety and regulatory aspects of nucleic acid
vaccination En: Symposium “New trends in
molecular Biotechnology: basic and applied
aspects’. Louvain-La-Nueve. September, 1995).12

Estatecnol ogiapromete candidatos vacunal es
defécil manipulaciony bajo costo de produccién,
gue combinen las ventgjas de las vacunas de
subunidadesy laeficaciadelasvacunas devectores
vivos.®# Todo esto permitiria la prevencion de
enfermedades virales y parasitarias sin correr los
riesgos de las vacunas vivas, yasealareversion a
la virulencia o € posible desencadenamiento de
infecciones mortales en huéspedes inmuno-
deprimidos, por citar algunos.>®

El desarrollo de vacunas profiléacticas y
terapéuticas frente a parasitos, entre ellos
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Tripanosoma cruzi, continlia siendo un reto para
losinvestigadores detodo el mundo. El desarrollo
de candidatos vacunales contra este, a través de
lacaracterizacion de genes que codifican antigenos
gue estimulan inmunidad protectora, y su
transferencia a vectores establecidos no ha sido
posible, pues la caracterizacion de genes que
codifican proteinas con capacidad inmunoprotectora
€s una tarea aln en desarrollo.”®

Con €l objetivo de desarrollar esta novedosa
estrategia y profundizar en el estudio de los
mecani smos inmunol 6gicos estimulados por este
tipo de vacunas, los autores de este trabajo se
propusieron construir una biblioteca gendmicade
T. cruzi en un vector de expresion en células
eucariotasy evaluar por el método dewestern blot
larespuestahumoral especificainducidaen ratones
delalineaisogénicaBALB/c, inmunizadospor via
intramuscular con esta construccion genética.

METODOS
CEPASPARASITARIAS

Se utilizaron epimastigotes de la cepa Y
(CT-10C 106) de T. cruzi donada gentilmente por
|a doctora Maria Auxiliadora de Sousa, Instituto
Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

CEPASBACTERIANAS

Escherichiacoli (E. coli) XL-1blue: F': Tn10
proA*B* lacl® ~ (lacZ) M15/ recAlend A1 gyrA96
(Nal”) thi hsd r17 (r,m,’) supE44 relAl lac
(stratagene).

PLASMIDO

Se empled el vector comercial pcDNAS
(vector de expresion en células superiores,
suministrado por lafirmalnvitrogen, EE.UU.).

ANIMALES

Se emplearon un total de 20 ratones machos,
de la linea isogénica BALB/c con un peso entre
16y 18 gy 6 semanas de edad, suministrados por
el Centro Nacional de Produccion de Animalesde
Laboratorio (CENPALAB, Cuba).
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ENZIMASDE RESTRICCION Y MODIFICACION

Se emplearon las enzimas de restriccion
Sau3A, Bam HI y Eco RV asi como las enzimas
T4ligasay lafosfatasaalcalinay el patron de peso
molecular (PPM) 1V, todos suministrados por la
firma Boehringer Mannheim Biochemica (RFA),
y utilizados seguin lasinstrucciones del fabricante.

PREPARACION DE CELULASCOMPETENTES

Seinocul6 unacoloniadeE. coli XL-1blueen
un precultivo de5 mL demedio LuriaBertaini con
tetraciclina (Lb,) (medio Luria-Bertaini: triptona
10 g/L, NaCl 5¢g/L, extracto delevadura5 g/L)
pH 7,5y se incubaron a 37 °C con agitacion
(incubator shaker, Co, EE.UU.) a 200 rpm. A
partir del precultivo crecido se sembrd 1 pL/mL
en un erlenmeyer con 200 mL demedio LBy se
incubd a 37 °C con agitacion hasta que alcanzé
una densidad optica de 0,6 a 660 nm en un
espectrofotémetro (Ultrospec 111 Pharmacia
LKB). El cultivo crecido se dejo reposar en bafio
de agua helada durante 30 min y se centrifugé a
600 g por 30 min a 4 °C en una centrifuga
refrigerada (MLW K23D VEB MLW
MEDIZINTECHNIK, Alemania). El precipitado
celular fuelavado 2 veces con aguadestilada estéil
fria (4 °C) y 2 con glicerol 10 % (Pharmacia).
Todaslas centrifugaciones serealizaron coniguaes
condiciones. Finalmente el precipitado celular se
resuspendio en la solucién de glicerol 10 % y se
distribuy6 en alicuotas de 80 uL que fueron
almacenadasa-70 °C hastael momento deredlizar
latransformacion genética.

PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO POR EL
METODODELISISALCALINA

La técnica se realizd segin Maniatis® con
algunas modificaciones. Cada clon de E. coli
escogido fue inoculado en un precultivo de LB
suplementado con los antibiéticos de seleccion
escogidos 'y se degj6 crecer a 37 °C, con agitacion
durante 16 h, luego se centrifugd a 35 000 rpm a
4 °C por 10 min. A continuacion € botén celular
se resuspendié en 1 mL detrissEDTA (TE) (tris
10 mmol, EDTA 1 mmol, pH 8) pH 8; frioy se
centrifug6 a10 000 rpm durante 5 min, seeliminé
el sobrenadante con micropipetasy seresuspendié
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€l pellet en 100 uL deLisol (tris25 mmol, EDTA
10 mmoal, glucosa50 mmoal, pH 8) frio. Secolocaron
losvides5minenhieloy seafiadieron 200 uL de
Liso Il (NaOH 0,2 mmol, SDS 1 %) recién
preparado, posteriormente se afiadieron 150 L de
KAc 5/3 (acetato de potasio 5 mmol, &cido acético
3 mmol) se dejé reposar en higlo durante 5 miny
secentrifugd 10 mina10 000 rpm. El sobrenadante
se depositd en otro tubo y se afladieron 450 L de
fenol-cloroformo (v:v), seagitdy centrifugd 20 min
a10000 rpm. Lafase acuosase deposito en viales
nuevosy se adicionaron 800 L de etanol absoluto
frioy sedgjé precipitar 1ha-20°C. A continuacién
se centrifugd 15 min a14 000 rpm, selavo e boton
celular con 900 L de etanol 70 %y se centrifugo.
Por dltimo los tubos se secaron a vacio (DNA
Mini. Hote. Denmark) durante 3 min. Se resus-
pendié d precipitado en 20 pL detamp6n TE estéil
y seguardé a-20°C. Los resultados fueron
evaluados mediante el ectroforesisen gel deagarosa
0,8 %.

PURIFICACION DE ADN GENOMICODET. cruz

El ADN gendémico deT. cruz fue obtenido de
las formas epimastigéticas del parasito segun el
método de Hookey.*° El cultivo inactivado con
formaldehido tamponado 0,5 % se centrifugo a
5000 rpmy 4 °C durante 20 min. Se resuspendi6
en 1 mL de TE paraluego centrifugarlo 15min a
3500 rpmy 4 °C. Se tomaron 10° epimastigotes
gue fueron resuspendidos en tampoén lisis e
incubados 2 h a56 °C. Seguidamente se procedi
arealizar varias extracciones del ADN con fenol-
cloroformo (v:v) hasta que la interfase se hizo
imperceptible. Se precipitd con un décimo del
volumen de acetato de sodio y 2 volimenes de
etanol absoluto. El sedimento obtenido fue
resuspendido entampdn TE estéril que sedejé toda
la noche para que se despegara. Laintegridad del
ADN obtenido fue chequeada por electroforesis
en gel de agarosa 0,8 %.

ELECTROFORESISEN GEL DEAGAROSA

Se llevd acabo seguin € protocol o propuesto
por Maniatis.’ Los geles de agarosa se prepararon
a 0,8 % con la utilizacion de agarosa N.A
(Pharmacia) y tampbn de corridatris-borato-EDTA

(TBE) (tris base 0,004 mol, &cido bérico 0,01 mol
EDTA 0,5 mol pH8) 0,5 x adicionandole bromuro
deetidio aunaconcentracion final de5 pL/100 mL.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
ADN

La concentracion de ADN se determiné
espectrofotométricamente seglin |o recomendado
por Maniatis® con un cuantificador automético de
ADN y ARN, gene quant (Pharmacia Biotech
England).

DIGESTIONESANALITICAS

En todas las digestiones las enzimas de
restriccidn se utilizaron a una concentracion de
1 U/ug de ADN, los tampones empleados fueron
los recomendados por Boehringer Mannheim
Biochemica parala méxima actividad enzimatica
y laconcentracion del ADN fue de 50-100 ng/pL
en volumenes finales de 20 L. Las mezclas de
reaccion fueron incubadas en bafio térmico durante
1lha37°C.

DIGESTIONESPREFARATIVAS

L as digestiones preparativas se realizaron en
las mismas condiciones quelasanaliticas pero con
sus componentes en mayor cantidad. Sedigirieron
10 pg de ADN genémico deT. cruzi con laenzima
Sau3A, se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 5-1, 8 pb, y fue comprobado por
electroforesis en gel de agarosa 0,8 % con la
utilizacion del patron de peso molecular (PPM) 1V.
Se digirieron 10 ug del vector con la enzima
BamH | y fue comprobado de la misma manera.
Fueron resuspendidosen un volumenfinal de30y
40 pL el vector y el ADN respectivamente.

DESFOSFORILACION DELOSEXTREMOS
5DEL VECTOR

Lareaccion de desfosforilacion sellevd acabo
en un volumen final de 100 uL.. Seemple6 1 U de
enzima fosfatasa alcalina, por cada 50 pmol de
extremos a desfosforilar del plasmido pcDNAS.
Lamezcladelareaccion seincub6 a37 °C durante
1h.



REACCION DELIGAZON

Se tomaron 1,5 pg de framentos de ADN
genémico de T. cruzi y 800 ng del plasmido
pcDNA3 que habia sido previamente
desfosforilado. L osfragmentosaligar en cadacaso
fueron col ocados en tubos de microcentrifugacon
unarelacion vector-inserto de 1:3. Las reacciones
deligazon fueronrealizadascon e empleo del U
de T4 DNA ligasa en 10 pL de volumen fina a
temperatura de 14 °C durante 16 h. Por ultimo, la
ligasa fue inactivada en un bafio a 65 °C durante
10 min.

ELECTROPORACION

A las cubetas de electroporacion, enfriadas
previamente, selesafiadieron 80 pL decélulasmas
20 ng del pladsmido o la ligazon. Posterior a este
paso seledio el golpe e éctrico con los pardmetros
reportados para E. coli (2 500 V; 21 yFy 400 Q
(Recomended Procariotic Protocol. 1Bl gene
Zarpper 450/2500 Electroporation System Cat
No. 9100). Seadicioné entonces1 mL deLBy se
dej6 crecer durante 1 h a 37 °C; a 80 rpm y de
esta mezcla se sembrd en medio sélido y liquido
suplementado con | as anti bi 6ti cos de sel eccién.

PORCENTAJE DERECOMBINANTES

Para la determinacion del porcentaje de
recombinantes presentesen lalibreriase sembraron
en una placa 20 yL de la transformacion y se
seleccionaron al azar 10 colonias, delas cuales se
purificé el ADN plasmidico que fue sometido a
andlisis de restricciéon con la enzima EcoRV. El
porcentaje de recombinantes se calculé delaforma
siguiente;

Porcentgje de NUmero declonesrecombinantesx 100

recombinantes =

NUmero de colonias ensayadas
PURIFICACION MASIVA DEADN PLASMIDICO

Para llevar a cabo la purificaciéon de la
bibliotecagendmicase sembro todo €l producto de
la transformacion genética de E. coli en 500 mL
del medio LB con el antibidtico de seleccion
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(ampicillina) y se dejo6 crecer a 37 °C, durante 16
h. Posteriormente se centrifug6 a3 500 rpm durante
10 min, a4 °ECy € sedimento se resuspendié en
10 mL detampon lisis(trisHCL 100 mmol, pH-8,
EDTA 100 mmoal, SDS 2 %, NaCL 150 mmoal y
proteinasaK 200 pg/mL) y sedejé reposar 10 min
a temperatura ambiente. Luego se adicionaron
20 mL deLiso Il, y seincubd en hielo durante
10 min. A continuacion se adicionaron 18,7 L de
solucion de KAc, pH 4,8, se mezclé
cuidadosamente y se matuvo 20 min en hielo. Se
centrifug6 durante 15 mina 12500 rpm a4 °C. A
continuacién se anadié 0,6 volUmenes de
isopropanol y sedejé reposar 10 min atemperatura
ambiente.

Secentrifugd 10minal0000rpmy lascélulas
se resuspendieron en 500 pL de tampdn TE, se
adicionaron 3 pL de RNAasa (10 pg/uL) y se
incub6 durante 30 mina 37 °C. A continuacion se
afiadié igua volumen de fenolcloroformo (v:v)
gue semezlcd con ayudadevortex, secentrifugd
nuevamente a 10 000 rpm durante 10 min. Este
paso se repitio 2 veces, se tomd en cada uno la
fase acuosa y se desecho el resto. Después se
realiz6 un lavado con cloroformoisoamilico 24:1y
al botén celular obtenido después de la
centrifugacion, se le agreg6 etanol absoluto, se
mezclé e incubd a-20°Cpor 1 h.

Por altimo se centrifug6 a 12 000 rpm durante
15 miny se desechd el sobrenadante. El boton de
ADN se lavé con etanol 70 %, se centrifugd en
igualescondicionesy el sedimento sesecé al vacio
durante 5 min y se resuspendié en 1 mL de agua
destilada. Se realizo lalecturaa 260y 280 nm de
una dilucién adecuada del ADN, obtenido en un
espectrofotdmetro para calcular la concentracion
y el grado de pureza de este.

OBTENCION DEL SONICADO DETRYPANOSOMA
CRUZI

LosepimastigotesdelacepaY (CI-10C 106)
auna concentracion de 10° fueron mantenidos en
medio de cultivo de infusién de higado-triptosa
suplementado con 10 % de suero fetal de ternera
(Gibco) y 50 pg/mL de gentamicina, durante 7 d.**
Seguidamente estas cél ulas fueron cosechadas por
centrifugaciony lavadas 4 veces con solucion salina
tamponada con fosfato (SSTF) (NaCl 8 g/L, KCI
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029/L,NaHPO,1,15¢/L,KH,PO,024g/L,pH7,2)
a 400 g durante 10 min a4 °C. Después € boton
celular abtenido fueresuspendidoen5mL de SSTF
y sonicado con unaintensidad de 18 Hz (Soniprep
120, England) por 3 veces durante 60 s con
interval os de reposo de 60 sen hielo. Por dltimo, €
homogenizado fue centrifugado a1 200 g durante
lha4 °Cy € sobrenadante fue distribuido en
viales y conservado a - 70 °C. Mas tarde se
determind la concentracion de proteinas por €l
método de Lowry.*?

ESQUEMA DEINMUNIZACION

Los animales se dividieron en 4 grupos
distribuidosdelaformasiguiente:

L: Grupo inmunizado con la biblioteca gendmica
de T. cruzi (n =5).

T: Grupo inmunizado con antigenos solubles de
T.cruzi (n=5).

P: Grupo inmunizado con el plasmido pcDNA3
(n=5).

C: Grupo noinmunizado (n=5).

DOSISY ViA DEADMINISTRACION

Seadministraron 50 pg deindcul o en cadacaso
en 0,1 mL de solucién salina 0,9 % por via
intramuscular en laregion anterior delapatatrasera
derecha, con excepcion del grupo C queno recibié
inmunizacion.

REINMUNIZACIONES

Se realizaron 2 reinmunizaciones cada 2
semanas con la misma dosis y via de
administracién.

WESTERN BLOT

El sonicado de T. cruzi fue sometido a
electroforesis (SDS-PAGE)*®® en una camara
electroforéticaBio Rad, (EE.UU.) acopladaauna
fuente Multidrive, Pharmacia, (Suecia). Para
esto se prepararon las muestras en condiciones
reductoras con 2-mercaptoetanol y se calentaron
en bafio de agua a 100 °C durante 5 min. Las
proteinas contenidas en el sonicado de T. cruzi

fueron separadas el ectroforéticamente de acuerdo
€on suUs respectivos pesos moleculares; para esto
seempled ungel 12,5% deacrilamida, y seredizd
la electroforesis a un voltaje constante de 120 V.

El patron de peso molecular empleado en la
electroforesis fue el juego de marcadores cuyo
rango de peso molecular es de 14-70 kD, (Sigma,
EE.UU.) y que fue sometido a las mismas
condicionesdelas muestras. Unavez concluidala
electroforesis se procedi6 a hacer la
electrotransferencia a una membrana de
nitrocelulosa, con la utilizacion para esto de un
equipo detransferenciahimedo (Bio Rad, EE.UU.)
y tampon tris (25 mmol)-glicina (125 mmol)
pH 8,2, que contenia 20 % de metanol. La
electrotransferenciaserealiz6 conlaaplicacion de
unacorrientede 300 mA durante 1 h. Lamembrana
de nitrocelulosa fue bloqueada con leche
descremada 2 % en PBS durante 1 h atemperatura
ambiente con agitacion suave en zaranda Janke
& Kumkel IKA-Labortechnik, RFA.

Se cortaron las tiras correspondientes a cada
uno delos puntosde aplicacion, con el objetivo de
incubar por separado cada una de las muestras de
suero delos4 grupos contemplados en el esqguema
de inmunizacion. Las muestras de suero se
diluyeron 1/100 en leche descremada 1 %, se
incubaron 2 h atemperaturaambiente con agitacion
suave. Seguidamente se realizaron 3 lavados con
PBS y se incub6 1 h con un conjugado de
inmunoglobulinas de congjo anti 1gG de ratdn
marcado con peroxidasa (sigma) aunadilucion de
1/ 2000, luego se redlizaron otros 3 lavados con
PBSYy serevel6 con peréxido de hidrégeno como
sustrato y 4-cloro-1-naftol (sigma) como elemento
cromoégeno. Transcurridos 15 min la reaccion se
detuvo y se lavaron las tiras de nitrocelulosa con
aguadestilada.

RESULTADOS

Como resultado de la purificacion del ADN
gendémico de T. cruzi se obtuvieron 40 L a una
concentracion de 1 pg/pL. Enlafigural (B,C) se
muestran losresultados delas digestiones analiticas
realizadas con laenzima Sau3A, y los patrones de
bandas que se obtuvieron a diferentes tiempos
(5, 10, 15, 20, 25y 30 min, respectivamente). Las



tallas de | os fragmentos obtenidos se encontraban
en un rango de 5-1,8 kb. En corridas
electroforéticas anteriores se pudo observar la
integridad del genomasin digerir, lo queindicé la
ausencia total de nucleasas inespecificas en la
preparacion.

Kb

19,3
7,1
55
4,2
3,14
2,16
2,3
1.8
1,4

Linea A: patrén de peso molecular; B, C, D, E, F y G: tiempos de
incubacion con la enzima a 3, 7, 15 y 21 min respectivamente.

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa 0,8 %. Ensayo de
restriccion del ADN genémico de Trypanosoma cruzi. Se empled
la enzima Sau3A a diferentes tiempos de incubacion y a 37 °C.

Lafigura2 muestralapurificacion del plasmido
pcDNA3 del cua se obtuvieron 200 pL a una
concentracion final de 14,58 pg/uL, analizado en
una electroforesis en gel de agarosa 0,8 %. Se
pueden detallar las configuraciones
correspondientesal plésmido nativo con predominio
de la forma superenrollada y ausencia de ARN
(linea C). Una muestra de las digestiones
realizadas con la enzima Bam H1 durante la
preparacion de los vectores para la construccion
delabiblioteca puede ser observadatambién (linea
B), el vector linealizado (5,446 kb) que hamigrado
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muy cercadel patron de peso molecular empleado.
A continuacion (linea A) puede observarse el
resultado de la desfosforilacion con la enzima
fosfatasa alcalina, encargada de impedir la
recirculacion delosplasmidosal €iminar susgrupos
fosfatos delos extremos5'. A pesar delacantidad
de ADN digerido aplicado, no se observan signos
de degradacion ni bandas por encimadel vector, lo
gueindicaunadigestiontotal.

Enlafigura3 seobservael resultado obtenido
del andlisisderestriccion realizado con laenzima
Eco RV, a 10 de los plasmidos purificados de los
transformantes obtenidos después de la obtencién
de la biblioteca. Como resultado de este
experimento se observaron 8 clones con insertos
de ADN de T. cruzi entre los 10 clones
seleccionados (80 %), lineas4, 8, 10, 12, 14, 16, 18
y 20. Todos los clones recombinantes analizados
en este caso muestran bandas con tallas mayores
y menoresqueel vector digerido (linea2) utilizado
como control. El resto de las digestiones se
mantienen en el nivel del vector y parecen
corresponder con vectores no recombinantes (linea 6).

En relacion con los resultados obtenidosen la
evaluacion de larespuestainmune humoral frente
aantigenos solublesde T. cruz con la utilizacion
del método de western blot, 2 semanas después
delatercerainmunizacion (fig. 4), se pudo observar
€l reconocimiento de diferentes bandas, con tallas
gueoscilaban en un rango aproximado entre 55 hasta
25 kDa, por los animales inmunizados con la
biblioteca gendbmica (L1, L2, L3, L4, L5). Todos
losanimalesreconocieron unabandadecas 55 kDa,
algunos animales (L1 y L 3) reconocieron ademas
una banda de aproximadamente 45 kDa, mientras
queun animal reconoci 6 adiciona mente unabanda
con talla aproximada de 25 kDa (L 3).

Al analizar la respuesta contra antigenos
solubles de T. cruz en el suero de los animales
inmunizados con €l vector y en e suero de los
animales no inmunizados, considerados ambos
grupos como controles negativos, no se observé
reactividad. Como era de esperar, 10s sueros de
losanimal esinmuni zados con losantigenos solubles
de T. cruz fueron reactivos y se reconocié una
diversidad de bandas correspondientesaun amplio
rango de pesos moleculares.



176

Linea 1: plasmido pcDNA3 integro; Linea 2: plasmido pcDNA3
digerido con EcoRV; Lineas 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18y 20: plasmido
con insertos ADN de Trypanosoma cruz; Linea 6: plasmido sin
inserto.

Fig 3. Andlisis de restriccion con la enzima EcoRV de los
plésmidos purificados de los transformantes obtenidos.

DISCUSION

Obtencién de la libreria gendmica de expresion
de Trypanosoma cruzi

El resultado del andlisis de restriccion de los
recombinantes obtenidos después de la
transformacion genéticadeE. coli conlabiblioteca

Kb

19,3
7,1
55

4,2

3,14

2,16

2,3

1,8

1,4

1,5
Linea A: pcDNA3 desfosforilados,
B: pcDNA3 digerido con BamH1,

C: pcDNA3 nativo, D: patréon de
peso molecular.

Fig. 2. Electroforesis en gel de
agarosa 0,8 %. Preparacion del vector.

gendémica de expresion de T. cruz, permitieron
demostrar queen el indcul o que seadministrd habia
una elevada cantidad de material genético de
T. cruzi. Esto se evidencio por la presencia de
bandas con tallas superiores e inferiores alas del
pldsmido utilizado enlacongtruccion delabiblioteca,
al ser digerido con la enzima de restriccion Eco
RV. En trabajos anteriores, este grupo de trabajo
obtuvo resultados similares con la misma
metodologia.5*

Las caracteristicas del plasmido utilizado no
permitieron usar uno de los métodos simples para
el andlisisde este aspecto.®lo quelimitd € nimero
de coloniasanaizadas; no obstantes esteresultado
fueraun reflejo delaproporcion de recombinantes
en la biblioteca, indicaria una elevada
representatividad del genoma de T. cruz en €
in6culo. Esto elevarialas probabilidades delograr
una respuesta inmune especifica detectable y
proteccién, pero haria mas compleja la
identificacion precisade @ olosgenesrelacionados
con la proteccién; mientras que, una reducida
representatividad limitaria las posibilidades de
inducir proteccion aunque facilitariaencontrar os
genes responsables, s esta se produjera. Por 1o
tanto, dentro de ciertos limites, la proporcién de
recombinantes en labibliotecano constituiria, y de
hecho no congtituy6, uno deloselementoslimitantes
en esta fase del trabajo.
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Deizquierda a derecha: Patron de peso
molecular: PM; Linea 2: suero de
ratones inmunizados con antigenos
solubles de Trypanosoma cruzi (C+);

Linea 3: suero de ratones no 1= i

inmunizados (C-); Linea 4: sueros de M
ratones inmunizados con el plasmido
(CP); Lineas 5-9: suero de ratones
inmunizados con la biblioteca
genémica de Tripanosoma cruz (L1-

L5). & P—

Fig. 4. Western blot. Reactividad de
los sueros de ratones BALB/c
inmunizados contra antigenos solubles
de Trypanosoma cruzi.

Evaluacion de la respuesta inmune humoral en
los ratones inmunizados con la biblioteca

genémica mediante la técnica del western blot

Al evaluar la respuesta inmune humoral
mediante |la técnica del western blot en los
diferentes grupos de estudio, se pudo confirmar la
reactividad de los sueros de los animales
inmunizados con la biblioteca genémica. Se
demostré que las respuestas encontradas en 1os
animales inmunizados con esta construccion
genéticaestuvieron dirigidas contralos productos
de los genes de T. cruzi representados en esta 'y
no contra productos codificados por genes
presentes en €l vector (fig. 4), pues en ningunade
|as determinaciones reali zadas se mostré respuesta
en |os sueros de los animales inmunizados con el
vector pcDNA3.

Las variaciones de la respuesta observada
entre distintos animales (fig. 4), e incluso en €
mismo animal en diferentesmomentosdel esquema
de inmunizacién (datos no mostrados), reflegjan la
composicion diferente, en cuanto a genes de
T. cruzi se refiere, en los distintos inéculos
suministrados alos diferentes animal es; porgue si
bienladosisde ADN fuelamisma, lacomposicion
de cadainéculo, en cuanto a fragmentos de ADN
de T. cruzi debio ser diferente por tratarse de una
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bibliotecagendmicay no degenesindividualesbien
definidos como los utilizados en otros trabaj 0s.1516
No obstante, se aprecid un reconocimiento
preferencial delabandade 55 kDa, 1o que pudiera
estar en relacién con unae evadainmunogenicidad
de estaproteina, unido aunaaltarepresentatividad
del gen correspondiente en labibliotecagendmica.
Esta proteina reconocidapor el suero de todos los
animales, pudiera corresponder con una cisteino
proteinasa, alacual se le ha demostrado una alta
inmunogenicidad.'’

En relacion con el limitado nimero de bandas
reconocidas por el suero de los animales
inmuni zados con labibliotecagendmica, entreotros
factores, pudieraestar influido por lano expresion
detodoslosantigenos, porqueno todoslosplésmidos
recombinantes contienen fragmentos de ADN
posiblesaexpresar, yaque paraesto serianecesario
lapresenciadeun ATG lo suficientemente cercano
a promotor de citomegalovirus (CMV) presente
en el vector de expresion, sin que existan
secuencias que ocasionen laterminaci6n prematura
delatranscripcion. Ademas, también es un hecho
fortuito cudles de las moléculas de ADN de las
inyectadas son exitosamente transfectadas en la
célula blanco, pues esto condiciona después la
expresion de antigenos, os que aunque expresados,
No necesariamente son iNMuNogénicos y en caso
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deserlo, losanticuerpos reaccionantes contraestos
pudieran no ser detectados por western blot porque
no se evidenciarian los que reaccionan contra
epitopes conformacional es.

En este andlisis también es necesario tener en
cuenta la dosis empleada para la inmunizacion
(50 ug), que pudiera considerarse baja s setiene
en cuentaque e inmundgeno no es homogéneo,
aunque las dosis cominmente empleadas para
genesindividuales oscilan en un amplio rango en
dependenciadelaviay €l método deinmunizacion
empleado y la especie animal .8

Otro factor importante a sefidlar es que en la
preparacion de antigenos solubles del parasito
utilizadaen el western blot, no estan representados
todos los antigenos del microorganismo, mientras
guetedricamente en labibliotecagendmicadeben
estar representados todos los genes del
microorganismo, por [0 que un grupo de respuestas
inducidas en los animales pudo no haber sido
detectada.

Seriainteresante en trabajos futurosinmuni zar
distintos grupos de animales con fracciones
diferentes de la biblioteca genémica, para
determinar el patrén de reconocimiento antigénico
tanto celular como humoral, asi como llevar acabo
estudios de reto que permitan identificar deforma
precisalos genes que codifican inmundgenos con
una elevada capacidad protectora.

Lavacuna de &cidos nuclei cos representa una
efectiva y novedosa forma de expresion de
antigenos in vivo que genera respuestas inmune
humorales y celulares contra antigenos virales,
bacterianos y parasitarios.’®1° Esta tecnologia
promete ser una nueva herramienta en la
inmunizacion parael control delas enfermedades.
Sin embargo, no se puede afirmar que esta seala
solucion para este problema; existen argumentos
tanto afavor como en contradelaposibleaplicacion
en seres humanos.*® Hasta el momento, basta con
saber, que la inmunizacion con acidos nucleicos
permite, de formapréctica, lablsguedade nuevos
antigenos potencialmente (tiles parael desarrollo
de vacunas de nueva generacion.

SUMMARY

An expression genomic library of Trypanosoma cruz
was built by using plasmid pc DNA3 as avector. This

library served to immunize by intramuscular
administration BALB/cinbred mice. A positive control
group to which T.cruzi soluble antigens were
administered and other group which was given the same
plasmid used for the building of the genomic library
were included in this study; another group was not
immunized. Blood was extracted from the retrorbital
plexus of all the mice two weeks after the third
vaccination so as to study the specific antibody
response to soluble parasite anigens through the
Western Blot technique. The antibody response was
shown in animals immunized with the expression
genomic library and with soluble parasite antigens.

Subj ect headings GENOMICLIBRARY; MICE, INBRED
BALB C/immunology; ANIMALS, LABORATORY,
WESTERN BLOTTING/methods; ANTIGENS,
PROTOZOAN; TRY PANOSOMA CRUZI/immunology;
ANTIBODY FORMATION; VACCINES, DNA.
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