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RESUMEN

Genes del Trypanosoma cruzi, pardsitc causante de la enfermedad de Chagas,
fueron clonados en vectores pGEX. La expresién se hizo en Escherichia coli,
induciendo las proteinas de fusién con IPTG y purificandolas por cromatografia
de afinidad con glutation agarosa. Estas protefnas fueron analizadas por
electroforesis y cuantificadas por el micrométodo de Bradford.

ABSTRACT

Genes from Irypanosoma cruzi, a parasite responsible for the Chagas'disease,
were cloned into pGEX vectors. The expression was done in Escherichia coli;
the fusion proteins were induced by IPTG and purified by affinity
chromatography on glutation-agarose. The proteins were analyzed by
electrophoresis and the contents established by the Bradford method.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, causada por el Irypanosoma cruzi, es uno de los
problemas endémicos mas importantes en Centro y Sur América, para lo cual no
se dispone de tratamientos quimioterapéuticos o inmunolégicos definitivos.
Dicha enfermedad puede manifestarse en diferentes formas clinicas vy
patologicas, cada una con caracterfsticas particulares (1).

EL I. Cruzi presenta un ciclo de vida complejo que envuelve diferentes formas
del parédsito en el vector (insecto) y en el huésped (vertebrado) (2). Su
composicion antigénica es bastante compleja; sin embargo, se han podido
reconocer algunos de los componentes de la superficie del parésito y
determinar sus caracteristicas estructurales y funcionales (3). La mayorfa de
las proteinas de superficie son posiblemente glicoproteinas debido a su
probada afinidad por diferentes lectinas (4). Estas protefnas han sido
analizedas por iodinacion de parésitos enteros (5) o por marcacién in wivo
seguida por immunoprecipitacion con sueros immuno y de infeccion (6),
cromatografie de afinidad (7) o reacciones con anticuerpos monoclonales (8).
Estas técnicas de clonado molecular han posibilitado el acceso a los distintos
componentes que intervienen en la interaccion del parésito con el huésped y
con el vector.

Se han podido aislar grupos de clones diferentes, mediante andlisis
inmunol6gico de un banco genomico de T. cruzi construfdo en el vector i gt 11,
utilizando suero de un paciente chagasico (2). Sin embargo, debido & la
complejidad de la composicién antigénica de dicho pardsito, los trabajos
actuales estan centrados no solo en un mejor entendimiento de la biologia
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molecular de T. crg;i,rsino también en la localizacion de moléculas que puedan
ser asplicadas e problemas practicos como diagndstice y vacunacién.

Mediante modificaciones del plasmido PSJ 5, que dirige la sintesis de la
glutation transferasa (SJ 26, PM 26000) en E. coli, se han podido obtener
plasmidos o vectores pGEX (9), los cuales pueden sctuasr como vectores de
expresion dirigiendo la sfntesis de polipéptidos diferentes, fusionados al
extremo C-terminal de la proteina S5J) 26. Estas proteinas de fusion son
solubles en solucidn acuosa y pueden ser purificadas del lisado bacterial, en
co?dicim no desnaturalizantes, mediante cromatografia de afinidad en
columa.

Con base en lo anterior, se inicié el presente trebajo con el propésito de
clonar, en vectores de expresion pGEX, algunos de los antigenos de T. cruzi
aun no estudiados (N 13,30,36), aislados de una bibliotece gendmica
construfda en el Instituto de Investigaciones Biogquimicas de la Fundacion
Campomar en Buenos Aires, Argentina (11) con el fin de inducir y purificar
las proteinas de fusidn, las cuales pueden llegar a tener aplicaciones en
problemas de diagnéstico y vacunacidén contra la enfermedad de Chagas.

MATERIALES Y METODOS

Bacterias E. goli HB 1071 fueron transformadas usando el método de CaCl, (10),
con los vectores pGEX,, pPGEX; y pGEXs,(4). EL DNA plasmidico eircular oftenido
fue purificado mediante lg técnica de equilibrio de centrifugacidn en
grediente discontinuo de cloruro de cesio-bromuro de etidie (10) ¥y
cusntificado por lecturas de absorbancis a 260 nm. Este DNA plasmidico fue
cortado con endonucleasas de restriccion (ECO Ry Sma 1)(10) e hidrolizado en
el fosfato 5' con fosfatasa alcalina bacteriana (BAP)(10), controlando estos
procesos por electroforesis en gel de mgsross 1% que contenia bromuro de
etidio (10).

Vectores que contienen la secuencia DNA de los antigenos de T. gruzi 13, 30
y 36 (11) fueron digeridos con la enzima de restriccion EcoRl y el DHA
purificado por electroforesis preparativa en gel de agarosa 0.7% con bromuro
de etidio. Estos insertos fueron ligados al DNA plasmfdico obtenido
fanteriormente, en presencia de T,DNA ligasa, a temperatura ambiente durante
3 horas (10). El producto de esta ligacion fue utilizado para transformar
‘bacetrias competentes de E. colj, dejandoles crecer en medio LB (bactotriptons
10g, extracto de leveduras 5g, HaCl 10g en un Llitro) més agar 1.5%, y
ampicilina (100pg/ml) (10).

Estas bacterias, junto con otras transformadss contienen el antigenoc A, del
I. cruzi (Aislado en Suecia), fueron sometidas a un ensayo (screening)(12),
para identificar las colonias gue expresaban el antigeno de interés. Este
sndlisis se realizd con suero de paciente chagésico (para el antfgeno A,) y
suero de conejo (para los antfgencs 13,30 y 36), previamente preadsorbidos con
lisado de becterias, el cual se obtuvo por calentamiento en banfo marfe & 100°C
durante 10 minutos (10)1z§nm indicador de colonias positivas se utilizd ls
proteina A marcada con 1 (13), revelando por autorradiografia a -70°C. Las
colonias positivas fueron crecidas a gran escala, induciendo la protefna de
fusion con isopropil B-D-tiogalacto pirancsido (IPTG) 0.1 mM, durante 4 horas
a 37°C (9). El sobrenadante obtenido después de la sonicacion de las bacterias
fue aplicado a une columa de cromatograffa de afinidad con glutation GSH-
agarosa (2ml de gel), previamente equilibrada con buffer MTPBS (NaCl 150 mM,
Na,HPO, 16aM NaH PO, 4mM ph 7.4) mds triton X-100 1%. La fraccidn retenida fue
ellida con buffer Tris-HCl S50mM pH B.0 més GSH 5mM. Las fracciones gque
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contenian la protefna fueron analizadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) 12.5%, utilizando la técnica de tincion con azul de
Croomassie (10) y la de "Western blott" (10) y cuantificadas por el
micrométodo de Bradford (13). Estas protefnas purificadas, actualmente se
utilizan en ensayos inmunolégicos de proteccion en conejos, contra el T.cruzi.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las bacterias HE 101 fueron transformadas con los vectores pGEX,, pGE)(2 y
pGEX, y el DNA plasmidico purificado fue resuspendido en 500 pl de buffer TE
(Tris-HCL 10 mM, EDTA 1mM). Cada uno de estos DNA fue cuantificade en base a
las lecturas de absorbancia a 260 nm, obteniéndose 1.5 pg/pl para pGEX,, 0.75
pg/pl para pGEX, y 1 pg/pl para pGEX;. La figura 1 muestra el DNA plasmidico
para cada uno cé estos vectores, antes y después de la digestion con enzimas
de restriccién. Inicialmente se observan 3 bandas correspondientes a las
diferentes formas que adquiere el DNA (Superenrrollado, parcialmente relajado
y relajado). sin embargo, al ser digerido adquiere forma lineal (una sola
banda).

6,6 Kb
4.4 Kb
Figura 1 Figura 2

Hidrélisis con enzimas de Hidrélisis enzimética (enzima
restriccion de los plamidos BAP) de los plasmides PGEX,
PGEX. , pGExz ypGEX; pGEXz Y pGEX3 cortados por
1. pGEX enzimas de restFiccion.
2. pGEX, 1. pGEX, cortado por Sma [

3. PGEXy

4, pGEK1 cortado por Sma |

5. pGEX, cortado por EcoRI

6. pGEJ(z cortado por Sma [

7. pGEXy cortado por Sma !

8. Patrones de PM (§ X174 por Hae
Il + x por Hind 111

2 PGEX cortado por EcoRl

3. pGEX., cortado por Sma |

4. pGEXy cortado por Sma I

5. Patrones de PM (¢ X174 por Hae
111 + x por Hind 111)
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Al hidrolizar el DNA plasmidico con la enzima BAP se observa la banda esperada
para pGEX en 4.9 kb (figura 2), lo que indica que estos plasmidos se
mantuvieron en forma lineal ya que no pudieron ciclizarse por la ausencia del
grupo fosfato.

Mediante la purificacién por electroforesis preparativa, en gel de agarosa,
del DNA de los antigenos 13,30 y 36, se logrd obtener una sola banda para cada
caso (2.2 kb, 650 pb y 700 pb respectivamente).

El transformar células de las bacterias HB 101 con los plésmidos preparados
anteriormente, permitio el desarrollo de colonias, en medio con ampicilina.
De estas colonias, junto con las que contenfan el antigeno A,, se pudieron
identificar aquellas que contenian el antigenc de interés, las cuales fueron
crecidas a gran escala en medio LB més ampicilina, induciéndose la protefna
de fusion con IPTG 0.1 mM.

Al analizar la electroforesis para la protefna de fusion del antigenc A,,
(Figura 3) se observa la aparicién de una banda (PM 58000), correspondien%e
a la glutation transferasa (PM 26000) mas la protefna expresada (PM aprox.
32000). Para las proteinas de fusion de los antigenos 30 y 36 (Figuras 4 y 5)
las bandas aparecen a la altura de PM aprox de 48000 (correspondiendo la
proteina expresada con un PM aprox de 22000 en ambos casos), mientras gue para
la proteina del antfgeno 13 la banda aparece a la altura de PM aprox. 97000
(PM 71000 para proteina expresada) (figura 6). Al analizar los pesos
moleculares de estas proteinas se observa que concuerdan con el nimero de
pares de bases de cada uno de dichos antigenos.
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figura 3. figura 4

Purificacion por cromatografia de
afinidad (GSH-agarosa) de la
proteina de fusion del antigeno
A
1‘.' patrones de PM

2- 3.4. Fracciones conteniendo la
proteina de fusioén.

Purificacion por cromatografia de
afinidad (GSH-agarosa) de la
proteina de fusion del antigene
30

1-2-3-5-6. Fraciones conteniendo
la proteina de fusion.

4- Patrones de PM.
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Al cuantificar el contenido de proteina expresada para cads antigeno,
empleando el métode de micro-Bradford, se obtuvieron los resultados gue

aparecen en la tabla 1.

.

TABLA 1
ANALISIS DE PROTEINAS DE FUSION EXPRESADAS POR ANTIGENOS DE
cruzi
| i
Antigeno | contenido protéico | cantidad obtenida
| R S
T T
13 | 750 6.0
30 | 80 0.5
36 t 82 [ 0.6
A, | 400 | 4.0
L - -
‘ : 123 45 6 17 Da.
12 3 4 Dpa.
-
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=
- 48,000 -
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-
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figura S. figura 6.

Purificacion por cromatografia de
afinidad (GSH-agarosa) de la
proteina de fusion del antigeno
36

1-2-3.Fracciones conteniendo la
protefna de fusion .
4- patrones PM.
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Purificacion por cromatografia de
afinidad (GSH-agarosa) de la
proteina de fusion del antigeno

13
1-2-4-5-6-T7. Fraciones
conteniendo la proteina de
fusion.
3- Patrones de PM.
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Estas proteinas actualmente se utilizan en ensayos inmunoldgicos de proteccién
en conejos contra el T. cruzi, en laboratorios especializados de Buenos Aires,
Argentina.
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