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INTRODUCCION:

El Trypanosoma cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas, es un parasito
protozoario que en la actualidad infecta a méas de 10 millones de personas, mientras que
mas de 60 millones estan en riesgo de infeccion, principalmente en Latinoamérica
(Reithinger y col.,2009).

Aunque se han desarrollado drogas parasiticidas muy efectivas en nifios en la etapa
aguda de la infeccién, en la etapa cronica de esta parasitosis el tratamiento es
controvertido. Por lo tanto, el desarrollo de una inmunoprofilaxis para el control de la
enfermedad es una necesidad debido a las ventajas comparativas de costo, seguridad
y el control epidemiolégico que la vacunacion permite (Lee y col., 2010). Con esta
finalidad se han llevado a cabo numerosos estudios y se ha obtenido importante
informacion proveniente tanto de humanos como de modelos experimentales.

Aunqgue la complejidad de la infeccion por T. cruzi no ha permitido aln la elaboracion de
una vacuna que sea esterilizante para el parasito, en varios estudios preclinicos se ha
conseguido una importante capacidad inmunoprotectora medida en términos de
sobrevida a un desafio (Gupta y Garg, 2010). El mayor éxito obtenido hasta el momento
se ha conseguido con antigenos de la superfamilia de la transialidasa (TS), la cual es
una enzima de T. cruzi que tiene un rol critico en la infeccion, ya que transfiere residuos
de &cido sialico desde las células del huésped a la superficie del parasito, dificultando
el reconocimiento del sistema inmune y permitiendo el ingreso del parasito a las células
que infecta (Fontanella y col., 2008; Bontempi y col.,2015)

OBJETIVOS:
Objetivo general:

En base a la experiencia adquirida y a los resultados promisorios de protecciéon
obtenidos con la TS de T. cruzi, ahora nos proponemos obtener en nuestro laboratorio
nuestros propios antigenos de la TS para continuar con los estudios desarrollados hasta
el momento, con el propoésito final de desarrollar un inmunégeno efectivo contra la
enfermedad de Chagas.

Objetivos particulares:

» Disefiar cebadores de PCR para aislar los fragmentos amino terminal (N-term) y
carboxilo terminal (C-term) de la proteina transialidasa de T. cruzi a partir de ADN
gendmico.

* Clonar, secuenciar y expresar los fragmentos C-term y N- term en E. coli.
+ Purificar los antigenos en estudio.

* Inmunizar ratones Balb/c con los antigenos obtenidos formulados con adyuvantes
liposomales, para luego evaluar la generacion de anticuerpos IgG por ELISA, y la
capacidad protectora ante un desafio con T. cruzi.
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METODOLOGIA:

Actividad 1: Construccién, obtencion y purificaciéon de los fragmentos amino
terminal y carboxi terminal de la Transialidasa.

Los extremos N-term. y C-term. de la Transialidasa (TS) fueron obtenidos por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), a partir de ADN gendémico de T. cruzi. Los cebadores
empleados se disefiaron mediante el programa Primer3 en base a la secuencia del gen
trans-sialidase (GenBanK AJ276679.1). A estos se les agregd ademas, sitios de corte
para las enzimas de restriccion ECO Rl y SACI. ElI ADN obtenido fue separado por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, purificado mediante el kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System, (Promega®), cortado con las enzimas de restriccion ECO Rl y
SACI y ligado al vector pGEM-Teasy (Promega®). Con estas construcciones se
transformaron células E.coli DH5a; que se hicieron crecer en un medio LB-Agar-
Ampicilina. EI ADN plasmidico fue extraido de dichas bacterias utilizando el kit Wizard
Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega®). Las muestras obtenidas se
cortaron con las enzimas de restriccion correspondientes y se corrieron los fragmentos
en un gel de agarosa 1%. Aquellas colonias que mostraron las bandas de interés se
enviaron a secuenciar. Una vez corroborada la secuencia de ADN, se procedi6 a la
expresion de las proteinas. Para esto se subclonaron dichos segmentos al vector
pPET28a en los sitios ECO Rl y SACI y con ello se transformaron células E. coli DE3 que
se hicieron crecer en un medio LB-Kanamicina. Como inductor de la expresion se utilizé
IPTG. A continuacién se realizé un screening de colonias, mediante una electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), a fin de encontrar aquellas capaces de
expresar a los antigenos de interés, con las cuales se continué trabajando. Estas
colonias se repicaron a un medio de mayor volumen y se volvieron a inducir. Las
proteinas fueron extraidas del interior celular por sonicacién y solubilizadas con urea
8N. Por ultimo, fueron purificadas con una columna de Ni?* utilizando soluciones de urea
8N-imidazol con diferentes concentraciones para su elusion. Las fracciones de elusion
fueron analizadas mediante un SDS-PAGE para evaluar la integridad y pureza de las
proteinas.

Actividad 2: Inmunizacion de ratones Balb/c con los fragmentos proteicos
formulados junto con adjuvante liposomal y evaluacion de la capacidad
protectora ante un desafio con T. cruzi.

Se trabaj6é con ratones Balb/c de 6 a 8 semanas mantenidos con alimento y agua ad
libitum, los cuales fueron separados en tres grupos de 5 ratones: grupo PBS o grupo
control, grupo C-term. y grupo N-term. Cada grupo fue inmunizado, por via subcutanea,
con los antigenos correspondientes formulados con un adjuvante liposomal
(desarrollado por nuestro grupo de trabajo en colaboracion con Lipomize SRL, Santa
Fe), a excepcién del grupo control que solo recibié PBS. Las inoculaciones fueron tres,
separadas unas de otras por 15 dias. Luego de la tercera inmunizacion se tomaron
muestras de plasmay se realizé un ELISA a fin de analizar la presencia de anticuerpos
especificos anti- TS. Quince dias luego de la Gltima inmunizacion, los ratones de cada
grupo fueron desafiados con 1000 parasitos T. cruzi de la cepa Tulahuen, inoculados
intraperitonealmente. Se evalu6é durante dos meses la parasitemia y mortalidad de los
ratones a fin de determinar la capacidad protectiva de los fragmentos.

RESULTADOS:

Actividad 1: Construccidn, obtencién y purificacion de los fragmentos N-term. y
C-term. de la Transialidasa.

Las secuencias de ADN de ambos fragmentos proteicos obtenidas por PCR mostraron
una longitud de 900pb aproximadamente. El posterior clonado de dichas secuencias y



su expresion resultaron exitosas, obteniéndose proteinas cuyos pesos moleculares
fueron, aproximadamente, de 36 kDa para el fragmento C-term. y 35 kDa para el
extremo N-term. La figura 1 muestra los resultados de la purificacion en columna de Ni2*
en donde se puede observar que los fragmentos fueron recuperados con un alto grado
de pureza.
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Figura 1: SDS-PAGE de las fracciones eluidas en la etapa de purificacién. A: fragmento C-
term. 1-5: fracciones eluidas con urea 8N-imidazol 100Mm. 6- Marcador peso molecular. 7-13:
fracciones eluidas con urea 8N-imidazol 50 mM. 14- cultivo inducido. 15-cultivo sin inducir. B:
fragmento N-term. 1- cultivo sin inducir. 2-4 fracciones eluidas con urea 8N-imidazol 250 mM.
5- 6 fracciones eluidas con urea 8N-imidazol 500mM. 7- marcador de peso molecular, cuyas
bandas son las siguientes: 116 kDa, 66,2 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 18,4 kDa.

Actividad 2: Inmunizacién de ratones Balb/c con los fragmentos proteicos
formulados junto con adjuvante liposomal y evaluacion de la capacidad
protectora ante un desafio con T. cruzi.

En el andlisis de anticuerpos anti-TS se evaluaron los niveles de IgG total de cada grupo
y ademas, los isotipos IgG1 e IgG2. El fragmento C-term mostré mayores niveles de
anticuerpos IgG total anti-TS en comparacion con el N-term, el cual present6 valores
muy bajos, con una diferencia pequefia respecto al grupo control (figura 2). En cuanto a
los isotipos IgG1l e 1gG2 especificos contra el antigeno, el extremo C-terminal fue
también el que exhibié los niveles mas altos de anticuerpos, con un mayor perfil IgG2.
El extremo N-terminal en cambio, mostré valores bajos similares a los del grupo control
(figura 3).
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El nimero de parésitos en sangre o parasitemia se evalu6 a los 14, 21 y 28 dias post
infecciéon. En dicho andlisis se vio que los ratones vacunados presentaron una menor
parasitemia respecto al grupo control, en donde el grupo C-term. mostré los mejores
resultados (Figura 4). Los resultados de sobrevida fueron promisorios, ya que ambos
grupos de ratones inmunizados tuvieron una sobrevida del 100%, mientras que la
sobrevida del grupo control fue del 60%.
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Figura 4: NUumero de parasitos contados en 20 campos en microscopio éptico a los 14, 21y
28 dias post infeccion.

CONCLUSION

Los fragmentos de TS obtenidos mostraron capacidad protectiva frente al desafio con
T. cruzi siendo el extremo C-term. el que evidencié los mejores resultados, presentando
altos niveles de anticuerpos, con un perfil IgG2 mayor, y una parasitemia muy baja, la
cual se mantuvo estable a lo largo del experimento. Estos resultados correlacionaron
con el ensayo de sobrevida, ya que si bien no se obtuvo significacion estadistica, los
grupos inmunizados mostraron una mayor sobrevida que el grupo Control.
Experimentos adicionales seran llevados a cabo para ampliar el estudio y confirmar la
capacidad protectiva de las formulaciones desarrolladas.
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