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RESUMEN

La angiogénesis es la generacion de nuevos capilares a partir de vasos
sanguineos pre-existentes. Fisiolégicamente, se produce s6lo en casos excepcionales
(inflamacién croénica, ciclo menstrual, cicatrizaciéon, etc.), y s un mecanismo

fundamental para el crecimiento de un tumor, desde los 2 mm?.

Calreticulina (CRT) es una proteina multifuncional, altamente conservada,
expresada en todas las células nucleadas. CRT humana (HUCRT) y su dominio N-
terminal, vasostatina, interfieren con la angiogénesis, inhibiendo asi la proliferaciéon de
células endoteliales. Anteriormente, en el Laboratorio de Inmunologia de la Agresion
Microbiana (LIAM), se ha descrito que CRT de Trypanosoma cruzi (TcCRT) es
antiangiogénica en el ensayo in vivo de membrana corioalantoidea de pollo (CAM).
Estas propiedades también son expresadas por TcCRT y su dominio N-terminal, en
ensayos ex Vivo e in vitro, en células endoteliales arteriales y venosas de dos especies
de mamiferos, Rattus rattus y Homo sapiens sapiens. Este efecto se correlaciona, en
experimentos in vitro, con la inhibicion de la morfogénesis capilar, la proliferacion y la
migracion de las células endoteliales y con la internalizacion de TcCRT por estas
células, también descrito en el LIAM.

El objetivo general de este estudio fue validar los resultados antiangiogénicos
de TcCRT obtenidos in vivo en aves, asi como los generados in vitro y ex vivo, con
varias especies de mamiferos, usando ahora un ensayo in vivo en un modelo
mamifero. Esto se basa en la posibilidad de que las moléculas que regulan la
angiogénesis pueden actuar de forma diferente en diferentes especies. Matrigel es una
preparacion de membrana basal solubilizada extraida del sarcoma de ratén Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS). Entre los ensayos in vivo descritos para medir la angiogénesis, esta
el ensayo de tapon de Matrigel, que se utilizé en esta investigacion, que se basa en la
siguiente hipétesis: Dadas las propiedades antiangiogénicas que TcCRT expresa en
una variedad de ensayos in vitro, ex vivo, en células mamiferas y, también in vivo en
aves, entonces, TcCRT inhibira la angiogénesis en el modelo in vivo de tapén de

Matrigel en mamiferos (Mus musculus). Los objetivos especificos para
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satisfacer esta hipotesis, fueron: 1. Estandarizar el ensayo de tapon de Matrigel in vivo
para medir angiogénesis, 2. Estandarizar la concentracion de factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF) por tapén de Matrigel, 3. Determinar la presencia de TcCRT
recombinante (rTcCRT) y HUCRT recombinante (rtHUCRT) en extracto proteico de
tapones de Matrigel, y 4. Cuantificar el efecto de rTcCRT y rHUCRT sobre la
angiogénesis en el modelo in vivo de tapon de Matrigel en raton.

500ul de Matrigel, que contiene 300ng de bFGF (para promover la infiltracion de
células endoteliales), fueron inoculados por via subcutdnea a ratones C57BL/6. Siete
dias mas tarde, fue posible diseccionar y analizar los tapones, tanto inmunoldgica e
histol6gicamente. Ademas, los anticuerpos mono y policlonales, anti-TcCRT y anti-
HUCRT reconaocieron las proteinas recombinantes en extracto proteico de tapén de
Matrigel. rHUCRT y rTcCRT inhibieron la proliferacion de células endoteliales

promovido por bFGF en los tapones de Matrigel.

En sintesis, se demostrd que TcCRT inhibe la migracién de células endoteliales
a una matriz fisiolégica semisodlida, tal como el Matrigel ubicado subcutaneamente en
ratones. Dado que la migracion de células endoteliales es un pre-requisito para la
morfogénesis capilar, es muy probable que este ensayo se correlacione con la
capacidad de inhibicién que la molécula parasitaria ejerce in vivo sobre el crecimiento
tumoral. Este es el primer estudio que define un efecto antiangiogénico para la
calreticulina parasitaria, in vivo en mamiferos. Aun cuando, mas indirectamente, este
efecto podria correlacionarse con las propiedades antitumorales de T. cruzi, reportadas

por otros laboratorios, y recientemente confirmadas en el LIAM.



ABSTRACT

Angiogenesis is the generation of new capillaries from pre-existing blood
vessels. Physiologically, it occurs only exceptionally (chronic inflammation, menstrual
cycle, wound healing, etc.), and it is a fundamental mechanism for tumor growth,

beyond 2 mm?®.

Calreticulin (CRT) is a multifunctional, highly conserved protein, expressed in all
nucleated cells. Human CRT (HUCRT) and its N-terminal domain, vasostatin, interfere
with angiogenesis, thus inhibiting endothelial cell proliferation. Previously, in the
Laboratory of immunology of Microbial Aggression (LIAM), it has been described that
Trypanosoma cruzi CRT (TcCRT) is antiangiogenic in the in vivo chick embryonic
chorioallantoid membrane (CAM) assay. These properties are also expressed by
TcCRT and its N-terminal domain, on arterial and venous endothelial cells from two
mammal species, Rattus rattus and Homo sapiens sapiens, in ex vivo and in vitro
assays. This effect correlates with capillary morphogenesis, proliferation and migration
inhibition of endothelial cells and with TcCRT internalization by these cells, as also
described in LIAM, in in vitro experiments.

The general aim of this study was to validate the antiangiogenic TCCRT results
obtained in vivo in birds, as well as those generated in vitro and ex vivo, with several
mammal species, using now an in vivo mammalian model. This is necessary since
molecules regulating angiogenesis may act differently on different species. Matrigel is a
soluble basement membrane preparation extracted from the Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) mouse sarcoma. Among the in vivo angiogenesis assays, Matrigel plugs were
used in this investigation, to test the following hypothesis: Given the antiangiogenic
properties that TCCRT expresses on a variety of in vitro and ex vivo assays on mammal
cells, as well as in vivo in birds, the parasite molecule will inhibit angiogenesis in the in
vivo Matrigel plug assay in mammals (Mus musculus). The specific aims to satisfy this
hypothesis are: 1. To standardize the Matrigel plug in vivo assay in order to measure

angiogenesis, 2. To standardize the concentration of basic fibroblast growth factor



(bFGF) in Matrigel plugs, 3. To determine the rTcCRT and rHUCRT presence in a
protein extract obtained from Matrigel plugs and, 4. To quantify the recombinant TcCRT
(rTcCRT) and recombinant HUCRT (rHUCRT) effects on angiogenesis in the in vivo

Matrigel plug assay in mice.

500ul of Matrigel, containing 300ng of bFGF (to promote endothelial cell
infiltration), were inoculated subcutaneously to C57BL/6 mice. Seven days later, the
plugs were dissected and immunologically and histologically analyzed. Mono and
polyclonal antibodies, anti-TcCRT and anti-HUCRT recognized the recombinant
proteins in a Matrigel plug protein extract. Both rHUCRT and rTcCRT inhibited
endothelial cell proliferation promoted by bFGF in the Matrigel plugs.

In synthesis, was demonstrated that TcCRT inhibits endothelial cell migration to
a semisolid physiological matrix, such as Matrigel, located subcutaneously in mice.
Since endothelial cell migration is a pre requisite for capillary morphogenesis, it is very
likely that this assay will correlate with the inhibitory capacity that the parasite molecule
exerts on in vivo tumoral growth. This is the first study that defines an antiangiogenic
effect for parasite calreticulin, in vivo in mammals. More indirectly, this effect could be
correlated to the T. cruzi anti-tumor properties reported by other laboratories, and

recently confirmed in LIAM.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una importante patologia parasitaria endémica de
21 paises de América. Investigadores soviéticos concluyeron hace mas de 80 afios que
la infeccidon con Trypanosoma cruzi (T. cruzi) tiene un efecto “bioterapéutico” sobre el
crecimiento de tumores solidos en ratones. Usando, un modelo de tumor mamario
experimental, estos resultados han sido reproducidos recientemente en el Laboratorio

de Inmunologia del la Agresion Microbiana (LIAM).

Calreticulina (CRT) es una proteina pleiotropica, que reside en el reticulo
endoplasmico (RE). Aparte de su funcién captadora de calcio, en el reticulo
sarcoplasmico muscular, se le ha asignado multiples funciones, tales como: chaperona
de tipo lectina, sefalizacion y almacenamiento de calcio, regulacién de la expresion
génica, adhesion celular, autoantigeno, inhibicion de angiogénesis y crecimiento
tumoral, regulacion de la actividad litica de perforinas de células T y NK y la inhibicion
de la activacion del sistema del complemento, dependiente de C1, entre muchas otras

funciones.

Humanos, insectos, nematodos, protozoos y plantas, son algunas de las
especies de donde se ha aislado CRT, verificandose la notable conservacién de la

secuencia aminoacidica, en particular de algunos de sus dominios funcionales.

En el LIAM se ha clonado, secuenciado y expresado el gen que codifica
Calreticulina de T. cruzi (TcCRT).

En el contexto de esta Memoria de Titulo, es importante considerar lo ya
descrito en el LIAM en relacion al efecto antiangiogénico de TcCRT y de su dominio N-
terminal sobre células endoteliales, arteriales y venosas. Estos efectos se manifiestan
en la inhibicién de la morfogénesis capilar, de la proliferacion y migracion de células

endoteliales, acompafiado por la internalizacion de TcCRT por estas células.



Estas propiedades de TcCRT podrian explicar, al menos en parte, la resistencia

relativa a ciertas agresiones por tumores, inducida por infecciones tripanosémicas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, en homenaje a su
descubridor el investigador brasilefio Carlos Chagas, es una importante enfermedad
parasitaria resultante de la infeccion por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(Lannes-Vieira, s.f.). La enfermedad se extiende desde el sur de E.E.U.U. (paralelo 42°,
latitud Norte), hasta el sur de Chile y Argentina (paralelo 46°, latitud Sur), con un total
de 21 paises endémicos (World Health Organization, 2002; OPS/MWHO/NTD/IDM,
2006).

ENFERMEDAD DE CHAGAS

B Paises Endemicos

WHO/CTD, May 1996

Figura 1: Distribucion endémica de Enfermedad de Chagas en el mundo. Se indica con rojo los
paises que presentan Enfermedad de Chagas endémica (World Health Organization, 2002).


http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=33

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), existen 7.694.500
infectados por T. cruzi (OPS/WHO/NTD/IDM, 2006). Las tendencias epidemioldgicas
en los ultimos 20 afios revelan una reduccion en la transmision vectorial debido a los
programas de control a gran escala, con modernos insecticidas piretroides, y al
mejoramiento en las viviendas rurales. Esta disminucion se ha observado en paises
como Chile, Uruguay, y recientemente Brasil, lo que ha contribuido a una reduccion en
la incidencia de la enfermedad en el continente (Prata, 2001; Moncayo, 2003). Las
tasas de mortalidad varian entre 8 y 12% dependiendo del pais estudiado, la edad,
estado fisiol6gico de los pacientes y modalidad de tratamiento recibido (World Health
Organization, 2002). Actualmente, en E.E.U.U., existe mas del doble de individuos
seropositivos que en Chile, principalmente en inmigrantes, siendo el riesgo mayor, la
transmision transplacentaria (Coura y Albajar, 2010).

El area endémica en Chile se extiende desde la Regién de Arica y Parinacota
hasta la Region de O'Higgins, incluyendo la Regién Metropolitana. La poblacion total de
esta area corresponde a un 77% de la poblacion del pais pero, considerando que la
enfermedad es mas frecuente en areas rurales y periurbanas, la poblacion expuesta
corresponde a 801.100 personas. El nimero de personas infectadas en esta area seria
de 160.200 (Olea, 1998; OPS/WHO/NTD/IDM, 2006).

Se conocen tres principales vias de transmision: 1. Vectorial, forma clasica de
transmision en areas endémicas y que consiste en una transmision indirecta donde
influyen factores tales como la pobreza, ruralidad, malas condiciones de la vivienda,
temperaturas altas o moderadas y el clima seco; 2. Transfusional, en Chile no se
refieren casos de transmision por esta via desde el afio 1985; 3. Transplacentaria,

transmisién por alimentos, lactancia materna y accidentes de laboratorio (Olea, 1998).

En el dltimo informe del Ministerio de Salud sobre la enfermedad de Chagas en
Chile se concluye, que la notificacion de esta patologia va en aumento, debido
basicamente a dos factores: 1. Desde 1986, la notificacién, y desde 1996, el tamizaje
en donantes son obligatorios y 2. Debido al mayor interés en la patologia desde 1991,
ya que paises del Cono Sur han incentivado diversos programas de control de

transmisioén vectorial y transfusional (Olea, 1998).


http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/swg_chagas.pdf
http://www.ohigginssadp.cl/

Trypanosoma cruzi

Protozoo hemoflagelado del orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
con un ciclo de vida indirecto, que tiene a insectos hemato6fagos (triatominos), como
vectores bioldgicos, y como hospederos al humano y 150 especies de mamiferos, tanto
silvestres como domésticos (Olea, 1998). Los principales triatominos vectores de T.
cruzi en Sudamérica son Triatoma infestans (vinchuca), Rhodnius prolixus vy
Panstrongylus megistus. En Chile se encuentran T. infestans (ciclo domiciliario),
Mepraia spinolai y Mepraia gajardoi (ciclo silvestre) (World Health Organization, 2002).

La migracién de personas infectadas desde areas endémicas hacia E.E.U.U. o
Europa, en busca de oportunidades, ha provocado la transmision de la enfermedad a

través de transfusiones sanguineas o trasplantes de érganos (Castro et al., 2006).

Por otro lado, segun lo reportado por la Organizacion Mundial de Salud, las
tasas de mortalidad varian entre 8 y 12 % dependiendo del pais, la edad, el estado
fisiologico de los pacientes y la modalidad del tratamiento recibido (World Health
Organization, 2002).

Durante su ciclo de vida, T. cruzi se adapta a los cambios medioambientales
gue enfrenta en sus hospederos artrépodos y mamiferos. Asi, el parasito experimenta
procesos de diferenciacion celular, los que involucran cambios en su morfologia,
metabolismo y regulacion del ciclo celular. Los triatominos se infectan al alimentarse de
sangre de mamiferos portadores de tripomastigotes sanguineos, forma no replicativa,
responsable de diseminar la infeccién (Tyler y Engman, 2001). Estos ingresan al tracto
digestivo del insecto y en su intestino medio se diferencian a epimastigotes, forma
replicativa extracelular. Estos epimastigotes, a medida que avanzan en el medio
intestinal, se replican, generando después de quince a treinta dias los tripomastigotes
metaciclicos. El insecto, inmediatamente después de alimentarse, deposita sobre la
piel del mamifero sus deyecciones contaminadas con tripomastigotes metaciclicos,
forma infectiva que atraviesa la piel por la zona de la picadura o a través de las
mucosas, facilitado esto por rascado y por enzimas proteoliticas de la saliva del insecto
(Amino et al., 2002). Los tripomastigotes son fagocitados por células presentadoras de

antigeno (Ag), diferencidndose a amastigotes, forma replicativa intracelular. Estos se



multiplican por fision binaria repletando la célula hospedera, lisan las células
infectadas, ingresan a la circulacion e infectan a los tejidos blanco, como miocardio,
musculo esquelético, musculo liso visceral, células de la glia del sistema nervioso
central y placenta (Prata, 2001). El ciclo se completa cuando un triatomino no infectado

ingiere sangre con tripomantigotes sanguineos (Tyler y Engman, 2001).

Figura 2: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi, agente causal de la Enfermedad de Chagas. El
insecto vector (triatomino) al alimentarse de sangre de un individuo infectado con el parasito ingiere
los tripomastigotes. Estos, a medida que avanzan por el tracto digestivo del insecto se diferencian a
epimastigotes, multiplicAndose quince a treinta veces. En el intestino posterior se diferencian
nuevamente a tripomastigotes metaciclicos. Luego, el insecto deposita sus deyecciones sobre la piel
del mamifero y los parasitos ingresan al individuo a través del sitio de la picadura o a través de las
mucosas. Los tripomastigotes penetran células nucleadas y se diferencian a amastigotes
multiplicAndose repetidas veces. Luego, se diferencian a tripomastigote sanguineos, lisan la célula,
alcanzan la circulacion y se diseminan por todo el organismo, quedando expuestos para que
nuevamente sean ingeridos por un triatomino, asi cerrando el ciclo biologico (World Health
Organization, 2002).

La infeccion por T. cruzi tiene una fase aguda inicial que comienza
inmediatamente después de la inoculacion del parasito y puede durar varias semanas.
Se caracteriza por una elevada parasitemia, debido a la intensa multiplicacion
parasitaria en células presentadoras de Ags y a la posterior liberacion de
tripomastigotes a la circulacion periférica. En la mayoria de los casos, esta fase es

asintomatica, pero un porcentaje menor de los pacientes pueden presentar, Chagoma



de inoculacion y signo de Romafia. Este ultimo consiste en edema bipalpebral
unilateral, sin dolor, acompafiado de conjuntivitis e inflamacién del linfonodo local. Esto
puede acompafarse de manifestaciones de infeccion generalizada tales como fiebre
de 39 a 41°C, anorexia, linfoadenopatias regionales, hépato y esplenomegalia
moderada y miocarditis. Esta sintomatologia es méas frecuente en nifios (Atias, 1998).

Sin tratamiento, el 5-10% de los pacientes sintomaticos muere a causa de
encefalomielitis o falla cardiaca severa y, raramente, por muerte subita (Atias, 1998;
Prata, 2001).

Los casos de infeccion aguda que no presentan manifestaciones clinicas pasan
a una fase de latencia que puede extenderse por meses e incluso afios. En esta fase
los parasitos raramente pueden ser detectados en circulacion sanguinea, ya que el

grado de parasitemia es bajo (Soares et al., 2001).

Los sobrevivientes a la infeccion aguda entran en una fase cronica que puede
durar muchos afios, sin llegar a ser causa per se de muerte. En areas endémicas,
entre el 15 y 20% de los pacientes manifiestan la fase cronica, de estos el 10 a 30%
desarrollan miocarditis y mega sindromes. Entre los signos mas tempranos de
miocarditis esta la aparicibn de alteraciones en el electrocardiograma (ECG),
principalmente bloqueos de rama derecha del haz de His. La miocarditis es mas
frecuente en adultos jovenes, con falla cardiaca por congestion biventricular, que
frecuentemente se complica con tromboembolias pulmonares y sistémicas. El bloqueo
auriculoventricular completo o arritmias ventriculares, pueden causar paro cardiaco
sUbito (Atias, 1998).

En el es6fago se produce la disfuncion del esfinter esofagico y desérdenes del
peristaltismo causan disfagia, regurgitaciones, episodios recurrentes de neumonia por
broncoaspiracion y dilatacién permanente del es6fago (megaeso6fago). EI megacolon
se caracteriza por periodos prolongados de estrefiimiento y ocasionalmente
obstruccién intestinal y vélvulos (Atias, 1998). En esta etapa, la enfermedad puede ser
inhabilitante y causa directa o concurrente de mortalidad. El curso de la enfermedad
depende de diferentes factores: carga parasitaria en el sitio de la inoculacién, grupo
genético y cepa del parasito, primoinfeccion o reinfecciéon, estado inmunoldgico del

hospedero y tipo de vector, entre otros factores (Coura, 2007).



El examen directo de sangre para buscar tripomastigotes sanguineos, es (til,
sobre todo en las dos primeras semanas posteriores a la infeccién (Atias, 1998).
Infecciones cronicas requieren de procedimientos diagndsticos mas sensibles con
amplificacién de parésitos por medio de reaccion de polimerasa en cadena (PCR). Otra
opcién es el xenodiagnostico que consiste en tener triatominos libres de infeccién y
dejar que se alimenten desde el paciente clinicamente sospechoso, para luego
examinar las deyecciones de las vinchucas, 30 y 60 dias después, en busca de
parasitos. La deteccion inmediata de enfermedad de Chagas crénica requiere de la
demostracion de anticuerpos (Ac) especificos anti-T. cruzi en suero de pacientes o en
test basados en &cidos nucleicos, mediante la deteccion por PCR (Teixeira et al.,
2006).

Efecto antineoplasico de lainfeccion chagasica

El investigador soviético Roskin inici6 un acercamiento diferente, a la terapia
contra el cancer, que él llamo bioterapia. Consisti6 en encontrar un agente biolégico
gue promueva la destruccion selectiva de las células cancerigenas, sin dafar a las
normales. En la década de 1920, al mismo tiempo que investigaba sobre el cancer,
Roskin habia estudiado diferentes protozoos particularmente tripanosomas y concluyo,
en 1931, que la infeccién con T. cruzi tuvo un efecto bioterapéutico en el crecimiento
de carcinomas en ratones. Los tumores en los animales control (no infectados con el
tripanosoma) crecieron mas rapidamente que los tumores en los experimentales, y los
ratones infectados con tripanosoma con tumores vivieron mas que ratones infectados

sin implantes (Roskin y Exemplarskaja, 1931; Oliveira et al., 2001; Krementsov, 2009).

Roskin y Klyueva en 1937, a partir del T. cruzi, "sintetizaron un suero eficaz
para disolver tumores en ratones”, al cual denominaron "Preparacion Tripanosoma".
Las propiedades del suero fueron evaluadas durante 1939, mediante experimentos con
animales de laboratorio, la probd en si mismo y el ensayo clinico en tres pacientes con
cancer (Rivera, 2005). Los investigadores propusieron que estos resultados

proporcionaron un concepto solido para una terapia contra el cancer. Los resultados se



publicaron y a partir de ese momento el paso a seguir era el desarrollo de otros
ensayos clinicos, para lo cual se requeria una preparacién clinicamente estable
(Bongard y Roskin, 1939; Roskin, 1939; Rivera, 2005).

A mediados de 1940, Klyueva desarroll6 una preparacion mas activa que
cualquier otra obtenida previamente. A fines de 1940, Klyueva y Roskin lograron
desarrollar un método de extraccion de un "suero anticancer" a partir de T. cruzi. En
1941, los institutos de investigacion donde trabajaban los Klyueva y Roskin fueron
destruidos y debieron ser reubicados en Sverdlovsk; la investigacién fue suspendida
(Brantley, 2004).

En 1943, Klyueva y Roskin regresaron a Moscu y en febrero de 1945,
reiniciaron su investigacion. Realizaron mayores esfuerzos para  producir la
Preparacion Tripanosoma que, a partir de ese momento se llamé Preparaciéon KR
(Klyueva y Roskin, 1946; Valier, 2004). Klyueva y Roskin fueron llevados ante la Corte
de Honor en 1947 y alli fueron acusados de la venta del secreto de la Preparaciéon KR
a E.E.U.U. En 1951, fueron despedidos y su laboratorio fue cerrado (Cantor, 2003). En
1958, el Consejo de Ministros emitié una resolucion donde recomendaba organizar la
producciéon de la Preparacion KR en uno de los laboratorios experimentales del
Instituto Minzdrav. En 1961, Roskin murié. Ese mismo afio, la Preparacion KR fue
producida y distribuida en las clinicas oncolégicas en Rusia, bajo la denominacion
Antibiético Cruzin (Rivera, 2005).

En 1971, Klyueva falleci6 y con ella desaparecio el Antibidtico Cruzin. Ese
mismo afo, el medicamento fue retirado de la lista de preparaciones aprobadas por el

Comité Estatal de Farmacologia y su produccion se canceld (Kremenstov, 2002).

En 1989 la Universidad Estatal de Moscu reinicié la investigacién sobre las
propiedades antitumorales de T. cruzi, sin embargo, aun no se ha determinado la base

molecular de este efecto (Kallinikova et al., 2001; Rivera, 2005).

Quizas el interés internacional en este importante tema se vio opacado por la
situacion politica que ocurri6 simultdaneamente en los Estados Unidos y la Union
Soviética, particularmente a inicios de la década del 50. La "Guerra Fria", con Joseph

Stalin en la U.R.S.S y con Joseph McCarthy, en E.E.U.U., agravada por la crisis



nuclear que culmind con la ejecucion de Julius y Ethel Rosenberg en este Gltimo pais
(Radosh y Milton, 1997), hizo que el tema de la relacion entre T. cruzi y cancer pasara

a un cuasi olvido.

Angiogénesis

La angiogénesis, 6 formaciéon de nuevos vasos sanguineos a partir de capilares
pre-existentes, ocurre en procesos fisiolégicos como la cicatrizacion o el ciclo
reproductivo de la mujer, pero cuando se pierde su regulacion, se asocia a patologias
como la artritis, obesidad o céancer. La angiogénesis parece estar controlada por un
equilibrio de factores pro y antiangiogénicos que determinan el desplazamiento de un
“switch” angiogénico hacia la activacién o inhibicion. Por lo tanto, la activacién de la
angiogénesis requiere niveles relativos aumentados de factores estimuladores y/o la
disminucion, también relativa, de los niveles de sus inhibidores naturales (Bergers y
Benjamin, 2003).

La investigacion en angiogénesis ha tenido un desarrollo explosivo, a nivel
mundial, durante la ultima década y, en los ultimos afios, se han comenzado a utilizar
factores inhibidores de la angiogénesis en un intento por controlar el crecimiento

tumoral (Bergers y Benjamin, 2003).

Calreticulina (CRT)

Isoformas y expresion de Calreticulina

Calreticulina (CRT) fue aislada por Ostwald y MacLennan (1974), y fue clonada
enl1989 (Fliegel et al., 1989; Smith y Koch, 1989). A la fecha, el cDNA y los genes que
codifican CRT han sido aislados de varios vertebrados, invertebrados y plantas
superiores (Hawn et al., 1993; Liu et al., 1993; Chen et al., 1994; Dresselhaus et al.,
1996; Crofts et al., 1998; Labriola et al., 1999). No se han encontrado genes para CRT

en levaduras y procariontes. En humano y ratén se han detectado dos isoformas, con
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53% (humano) y 49% (ratén) de identidad con la CRT identificada previamente en

ambas especies (Persson et al., 2002).

CRT es una proteina de 46 kDa con una secuencia sefial N-terminal digerible y
una sefal de retencion en el reticulo endoplasmico Lys, Asp, Glu, Leu (KDEL) (Fliegel
et al., 1989).

El analisis estructural de CRT predice que la proteina contiene al menos tres
dominios con propiedades funcionales especificas. La secuencia aminoacidica del
dominio N-terminal globular es extremadamente conservada en todas las CRTs. Este
dominio une Zn*, ademés contiene tres Cys, y esta ubicacion es conservada desde
plantas superiores hasta humanos (Michalak et al., 1992). Dos de estos residuos
forman un puente disulfuro, el que podria ser importante para el correcto plegamiento
del dominio N-terminal (Matsuoka et al., 1994).

El dominio P comprende una secuencia rica en prolina con tres repeticiones de
la secuencia de aminoacidos PXXIXDPDAXKPEDWDE (repeticiones A), seguidas de
tres repeticiones de la secuencia de aminoacidos GXWXPPXIXNPXYX (repeticiones
B). Esta region une Ca* con alta afinidad, y en esta union podrian ser esenciales las
repeticiones aminoacidicas (Baksh y Michalak, 1991).

El dominio C-terminal es el menos conservado. Une Ca®* con alta capacidad, es
altamente acidico y termina con la sefial de retencion en el reticulo endoplasmico
KDEL (Michalak et al., 1999).

La localizacién subcelular de CRT es amplia y no esta completamente clara.
Debido a su sefial de retencién en el RE, CRT originalmente era reconocida como una
chaperona tipo lectina que residia Unicamente en el lumen del RE (Ostwald y
MacLennan, 1974), pero ademas se ha encontrado en el nacleo (Burns et al., 1994),
citoplasma (Holaska et al., 2001), granulos citotoxicos en linfocitos T (Dupuis et al.,
1993), suero sanguineo (Sueyoshi et al., 1991), el espacio extracelular de varios tipos
celulares (Eggleton et al., 1994; Booth y Koch, 1989), y se encuentra también en la
superficie de la mayoria de las células mamiferas (Arosa et al., 1999; White et al.,

1995; Basu y Srivastava, 1999; Ferreira et al., 2004a). Se ha determinado su presencia
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en saliva humana (Bigler y Streckfus, 2004; Coddou et al., 2010) y en glandula salival

de algunos parasitos (Jaworski et al., 1996; Weinberger et al., 2010).

Estas localizaciones subcelulares son posibles gracias a una retrotranslocacion
de CRT desde el RE al citosol. Se ha descrito que CRT es primero insertada
completamente en el RE, su sefial de destinacién es procesada por una peptidasa y
posteriormente se retrotransloca al citosol en un proceso independiente de

ubiquitinacion o actividad del proteosoma (Afshar et al., 2005).

Funciones de CRT

CRT ha sido implicada en muchas funciones celulares asociadas a los distintos
dominios de esta proteina, siendo las principales y mas conocidas la unién a Ca**y el
actuar como chaperona en el lumen del RE, aunque se han descrito varias funciones
mas, fuera del RE. CRT funciona como chaperona tipo lectina para muchas proteinas
(Krause y Michalak, 1997), estd involucrada en el proceso de control de calidad
durante la sintesis de una variedad de moléculas, como canales i6nicos, receptores de
superficie, integrinas y transportadores (Zhang et al., 1997). El sitio de union tipo
lectina de CRT se localiza en el dominio P, y la unién a Ca® en este dominio es

esencial para esta funcion (Vassilakos et al., 1998).

En cuanto a la unién de Ca*, CRT aumenta la capacidad de almacenamiento
de este i6n en el RE (Nash et al., 1994).

La sensibilidad a la concentracion de Ca* esta confinada al dominio C-terminal
de CRT, sugiriendo que podria actuar como un sensor en el lumen del RE (Corbett et
al., 1999).

CRT también modula la adhesividad celular al interactuar con integrinas,
mientras las células se adhieren (Coppolino y Dedhar, 1999). Ademas de su accién
directa sobre integrinas, CRT podria modular la adhesividad celular al regular la
expresion génica de moléculas relacionadas con la adhesion (Opas et al., 1996; Fadel
et al., 1999).

CRT en la superficie de células apoptéticas funciona como una sefial de

reconocimiento y remocion a través de la activacion del receptor LRP1 enla superficie
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celular de fagocitos (Gardai et al., 2005). CRT juega un papel clave en la respuesta
inmune antitumoral. En células de cancer de colon de ratobn CT26, antraciclinas
inducen una rapida translocacion preapoptética de CRT a la superficie celular. Alli CRT
genera un “eat me signal’, ya sea directamente o, entre otras posibilidades, reclutando
C1 del sistema del complemento. El bloqueo de CRT suprime la fagocitosis de células
tumorales tratadas con antraciclinas por células dendriticas y suprime su

inmunogenicidad en raton (Obeid et al., 2007).

CRTy angiogénesis

Calreticulina humana (HUCRT) inhibe la angiogénesis y el crecimiento tumoral
en varios modelos in vivo. Se han propuesto dos mecanismos para explicar este
fendbmeno. CRT se une a laminina e inhibe la adhesion de células endoteliales a esta
proteina. Tres fragmentos derivados de HUCRT (aa 120-180, aa 1-180 o vasostatina, y
aa 120-400 o D120CRT), asi como toda la molécula, inhiben la proliferacién de células
endoteliales, la generacion de nuevos vasos sanguineos y el crecimiento tumoral (Pike
et al., 1999).

Calreticulina de Trypanosomacruzi

Como se menciond previamente, la expresion de CRT ha sido descrita en
variados pardsitos. Este hecho, unido al alto grado de conservacion de dominios
funcionales de la proteina, sugieren que CRT podria tener roles importantes en la
biologia del parasito y en su interaccion con hospederos vertebrados (Ferreira et al.,
2004a). Se trata de una proteina vital pues, la inactivacion de su gen, en el modelo
murino, conduce a muerte embrionaria, durante el segundo tercio gestacional (Guo et
al., 2002).

En 1991, en el Laboratorio de Inmunologia de la Agresién Microbiana (LIAM),
donde se realiz6 esta Memoria de Titulo, se identifico un Ag inmunogénico de T. cruzi,

gue fue designado como Tc45, una proteina de 45 kDa. El gen que codifica a Tc45 se
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ha clonado, secuenciado, expresado y se concluyé que se trata de Calreticulina de T.
cruzi (TcCRT) (Molina et al., 2005).

TcCRT y angiogénesis

TcCRT es una molécula de 45 kDa (Ramos, et al., 1991), electroforéticamente
dimérfica y posee un segmento que tiene 46% de identidad y 60% de homologia con el
fragmento antiangiogénico funcional de HUCRT (aa 120-180), lo que llevd a un estudio
sobre sus propiedades antiangiogénicas. En ensayos en membrana corioalantoidea de
pollo (ensayo CAM), tanto TcCRT recombinante como la molécula nativa mostraron
una inhibicion significativa de la angiogénesis, incluso a muy bajas concentraciones
(del orden de picogramos por membrana implantada). Ademas, se observé inhibicién
de la angiogénesis con TcCRT sintetizada in situ, después de la administracion de la
construccion plasmidial pSecTag2B/TcCRT (Molina et al., 2005).

En ensayo ex vivo de anillos adrticos de rata, se observa crecimiento capilar. La
incubacién de los anillos con TcCRT 1 uM inhibi6 completamente este crecimiento.
TcCRT tiene un efecto antiangiogénico dosis-dependiente, hasta alcanzar una
completa inhibicion. ElI dominio vasostatico de TcCRT (N-TcCRT) muestra el mismo
efecto inhibitorio que la molécula completa, en este modelo experimental (Lépez et al.,
2010).

El ensayo de morfogénesis en Matrigel, entrega informacién acerca de la
habilidad de las células endoteliales de reorganizarse y diferenciarse en estructuras
tipo capilar. TcCRT interfiere fuertemente con este proceso. Células endoteliales de
cordén umbilical humano (HUVEC) no tratadas (control) formaron la tipica red celular
luego de 5 horas de sembradas. Aunque un efecto fuertemente inhibitorio se observo
con HUCRT 1 puM, cuando TcCRT y N-TcCRT fueron comparadas con HUCRT en
forma equimolar, los efectos de las moléculas parasitarias fueron mas potentes que el

de la contraparte humana (Lépez et al., 2010).
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Aunque TcCRT contiene una sefial KEDL, de retencion en el RE, y carece de
un dominio transmembrana, ha sido detectada en la superficie de tripomastigotes,
amastigotes y epimastigotes (Ferreira et al., 2004a; Souto-Padron et al., 2004).
Ademas podria ser liberada de la célula mediante un proceso secretorio activo o por
muerte celular, ya que se ha localizado CRT en la via secretoria de varios organismos,
incluidos parésitos (Ferreira et al., 2004a; Suchitra y Joshi, 2005). La propiedad
antiangiogénica de TcCRT, junto a la accesibilidad de la molécula, ya sea en la
superficie del parasito o por su secrecion en el hospedero, podrian explicar, al menos
en parte, el efecto antineoplasico de la infeccion con T. cruzi.

Debido a que las moléculas que regulan la angiogénesis pueden comportarse
en forma diferente en distintas especies, es de gran importancia validar los resultados
obtenidos en el ensayo CAM con TcCRT, en patrticular, in vivo, en mamiferos. Dentro
de los ensayos in vivo descritos esta el modelo de tapén de Matrigel en ratdn
(Maeshima et al., 2001).
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HIPOTESIS

Basados en los antecedentes anteriores, proponemos la siguiente Hipaétesis:

Dadas las propiedades antiangiogénicas que TcCRT expresa en una variedad
de ensayos in vitro y ex vivo, en células mamiferas y, también in vivo en aves,
entonces, TcCRT inhibira la angiogénesis en el modelo in vivo de tapdn de Matrigel en

mamiferos (M. musculus).
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir a la comprension de los términos moleculares que rigen las
interacciones hospedero/paréasito, al determinar la capacidad de la calreticulina de

Trypanosoma cruzi para inhibir la angiogénesis, en un modelo mamifero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar el ensayo de tapon de Matrigel in vivo para medir angiogénesis.

2. Estandarizar la concentracion de factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF) por tap6n de Matrigel.

3. Determinar la presencia de rTcCRT y rHUCRT en extracto proteico de tapones
de Matrigel (EPM).

4. Cuantificar el efecto de rTcCRT y rHUCRT sobre la angiogénesis en el modelo

in vivo de tap6n de Matrigel en ratén.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIALES

Reactivos Bioldgicos

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-TcCCRT E2G7. Sueros policlonales de
conejo anti-TcCRT y anti-HUCRT (Aguilar et al., 2005). TcCRT recombinante (Aguillén
et al., 2000). HUCRT recombinante. Producidos en el Laboratorio de Inmunologia de la
Agresion Microbiana (LIAM), Programa Disciplinario de Inmunologia, Instituto de
Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Ratones

C57BL/6, hembras, 6 semanas de edad, del Bioterio Central del Instituto de
Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Reactivos Comerciales

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-HUCRT (BD Biosciences).

Anticuerpo de rata anti-CD31 de ratén (PECAM-1/CD31, Clon ER-MP12) (Cell
Sciences®).

Anticuerpo de conejo anti-lg (H+L) de rata biotinilado (Vector Laboratories Inc.).

Matrigel reducido en factor de crecimiento: BD Matrigel™, Basement Membrane
Matrix, Growth Factor Reduced (BD Biosciences), Basement Membrane extract,
Growth Factor Reduced (Culturex).

Reactivos comerciales y equipos (Anexo 1).
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METODOS

1. Estandarizacion del ensayo de tapon de Matrigel in vivo para medir

angiogénesis.

Inoculacién de Matrigel

El Matrigel es una preparacion de membrana basal solubilizada extraida del
sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Este es un tumor rico en proteinas
de matriz extracelulares. Sus principales componentes son la laminina, seguida de
colageno 1V, entactina y heparan sulfato. Mantenido a 4°C, se encuentra en estado
liquido, mientras que a 37°C, se gelifica (Akhtar et al., 2002; Ohashi et al., 2006). Por
ello, 24 h antes de la inoculacion todo el material plastico utilizado para la preparacion
de los implantes fue mantenido a -20°C (tubos Eppendorf, puntas y jeringas).

Los implantes de Matrigel (500ul) se inocularon subcutaneamente, utilizando
jeringas para insulina, en la zona lumbosacra, en ratones hembras C57BL/6, de 6

semanas. Después de la inyeccion, el Matrigel gelifica y forma un tapén subcutaneo.

Obtencién Muestra de Matrigel desde tapones implantados in_vivo

Luego de 7 dias, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y el
tapon se localizd por palpacion. Se disecdé la piel alrededor del tapdn en un perimetro
de 5 cm aproximadamente, con tijeras Metzenbaum recta, bajo lupa, con hojas de
bisturi numero 22, pinzas de diseccién anatomica y quirdrgica, tijeras Mayo y Westcott

rectas. Finalmente fueron lavados con PBS 1X.
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2. Estandarizacion de la concentracion de factor de crecimiento fibroblastico

basico (bFGF) por tap6on de Matrigel.

Se cuantifico la infiltracion de células endoteliales por analisis histolégico de

rutina e inmunohistoquimica.

Inoculacién de Matrigel

Los grupos experimentales corresponden a 75, 150 y 300ng de bFGF, (Sgadari
et al., 1996; Naumova et al., 2006), en 500 pl por tapén de Matrigel. Como control se

us6 Matrigel con volumen equivalente de PBS 1X.

Los tapones de Matrigel fueron fijados en formaldehido 4% v/v, en tampoén
fosfato pH 7,3 durante 24 h. Posteriormente, fueron lavados en agua corriente durante
2 h, deshidratados mediante inmersion en concentraciones crecientes de etanol
(ETOH) (80%, 90%, 95%, 100%, 100%,100%),10 min cada vez, aclarados en xilol
100% 3 veces durante 15 min e incluidos en parafina fundida a 60°C (Bancroft y
Gamble, 2008; Kiernan, 2008). Posteriormente, se obtuvieron cortes de 5um de
espesor, para técnicas histologicas de rutina e inmunohistoquimicas. Los cortes fueron
colocados en portaobjetos silanizados con carga positiva (Superfrost® plus, Thermo

scientific) y sometidos a las diferentes técnicas descritas mas abajo.

Tincién Hematoxilina-eosina

Este método fue utilizado para el andlisis histologico de rutina. La hematoxilina
es un colorante basico que tifie estructuras baséfilas de color azul-violeta oscuro. La
eosina es un colorante acido que tifie estructuras acidofilas de color rojo o rosado
(Bancroft y Gamble, 2008; Kiernan, 2008).

20



Los cortes fueron tefiidos por 2 min en hematoxilina de Mayer, lavados en agua
corriente por 5 min, seguido de lavados en agua destilada (H.Od) por 2 min, tefiidos en
eosina acuosa al 10% acidificada con acido acético glacial por 3 min y enjuagados con
H.Od (Bancroft y Gamble, 2008; Kiernan, 2008).

Posteriormente, los cortes tefiidos fueron desparafinados en xilol 100%, 3 veces
por 15 min, e hidratados en concentraciones decrecientes de ETOH (100%, 100%,
100%, 95%, 80%,70% y H,Od), por 10 min cada vez. Los preparados fueron montados
con Entellan (Merck®) (Kiernan, 2008; Brancroft y Gamble, 2008), observados en un
microscopio (Nikon, Optiphot-2 o Leitz Wetzlar) y las imagenes fueron capturadas con

un equipo de digitalizacion (Canon Powershot SX100 15) acoplado al microscopio.

Inmunohistoquimica

Se utilizé el kit ABC-R.T.U Vectastain Universal® (ScyTek, ACA) para la técnica

de inmunoperoxidasa.

Los cortes desparafinados fueron incubados con bloqueador de peroxidasas
enddgenas (ScyTek, ACA) y suero normal equino R.T.U al 2,5% v/v (ScyTek, ACA). La
dilucion de los Ac, tiempo y temperatura Optima de incubacién fueron determinados

experimentalmente en el laboratorio:

El AcMo primario anti-PECAM-1/CD31 (Cell Sciences® HM1084), para el
reconocimiento especifico de los endoteliocitos, se usd 1:50 v/v, en diluyente para Ac
(UltraClean Diluent, Thermo Scientific), durante 20 h a 4°C.

Posteriormente, las muestras fueron incubadas con un Ac secundario biotinilado
Anti-lgG de Rata (H+L) (Vector Laboratories, Inc. BA-4000), 1:50 v/v, en diluyente para
Ac (UltraClean Diluent, Thermo Scientific), durante 2 h y el complejo Ag-Ac, revelado
con el cromégeno diamino benzidina (DAB). El contraste nuclear se realiz6 con
Hematoxilina de Mayer. La deteccion de estos Ags se realizO post-tratamiento de
recuperacion de Ag mediante incubacion en un tampon citrato de sodio (Antigen
Unmasking Solution®, ScyTek, ACA), a 100°C, durante 60 min, en una Vaporera
Oster® (Modelo 5711-052, Oster).
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Cuantificacion de Angiogénesis

Las muestras se observaron al microscopio, se contaron células endoteliales

por campo, en 100 campos, seleccionados al azar, por cada grupo experimental.

3. Determinacién de la presencia de rTcCRT y rHUCRT en extracto proteico

de tapones de Matrigel (EPM).

Este objetivo se realizo mediante una inmuno electrotransferencia (IWB).

Extraccion proteica tapones de Matrigel

Se inoculé Matrigel liquido con bFGF y rTcCRT (1pg/ml) o rHUCRT (1ug/ml),
para llevarlos a un volumen final de 500ul. La obtencién de los tapones se realiz6 como
se describe en el método para obtener el Objetivo Especifico 1. Posteriormente, se
realiz6 un extracto proteico del Matrigel obtenido (EPM). Para ello, se agregaron 500l
de buffer de lisis con inhibidor de proteasas (Complete, Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail Tablets provided in EASYpack, Roche), las muestras fueron
sonicadas (MicrosonTM XL2000, Misonix), a nivel 5, por 1 min. Luego se incubaron por
10 min en hielo, se centrifugaron a 16170 g, por 30 min a 4°C. El sobrenadante fue

transferido a un tubo limpio.

Cuantificacién de proteinas totales

Se llevd a cabo con la técnica de Bradford con un espectrofotometro Genova
(Jenway), usando una curva estandar de BSA. Cada ensayo se hizo en triplicado y se
promediaron las tres lecturas obtenidas en cada caso para obtener el valor final
(Bradford, 1976).
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Electroforesis

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% de 1,5 mm de grosor en
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y en condiciones reductoras. Como
gel separador se utiliz6 una solucion de acrilamida al 30% p/v, agua desionizada,
solucion tampon Tris-HCI (pH 8,8), persulfato de amonio (PSA) al 10% p/v y N,N,N’,N’-
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,065% v/v. Una vez polimerizado este, a
temperatura ambiente, se prepard sobre él, el gel concentrador ("stacking"), utilizando
los mismos reactivos anteriormente mencionados, pero a pH 6,8. La polimerizacion de
este gel se realizé con una peineta discontinua. Previo a cargar las muestras en el gel,
las proteinas fueron denaturadas con B2-mercaptoetanol 5% v/v, en una solucion de
glicerol al 50% v/v, azul bromofenol al 0,12% plv, Tris base 120 mM y SDS al 4%.
Luego, las muestras fueron hervidas durante 5 min. La electroforesis se realizé en una

camara Bio-Rad a 100 V, a temperatura ambiente (Laemmli, 1970).

Las muestras cargadas fueron 20 ug de proteinas totales de EPM. También se
corri6 en los geles, 10 ng de rTcCRT y 10 ng de rHUCRT. Estos controles fueron utiles
para determinar posicion electroforética. Los geles fueron teflidos con azul de

Coomasie. La réplica del gel fue sometida a transferencia.

Transferencia

Las proteinas separadas mediante electroforesis fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham), en un sistema himedo
estandar durante 60 min a 100 V, a 4°C (Bio-Rad). Luego, la membrana se bloqueé en
PBS-leche al 5%, durante toda la noche a 4°C. (Towbin et al., 1979). Posteriormente,
esta fue incubada con Acs primarios policlonales (AcPos) (anti-TcCRT o anti-HUCRT)),
y Ac monoclonales (AcMos) (anti-TcCRT o anti-HUCRT), segun el caso, durante 90 min
a temperatura ambiente. A continuacion, se lavé e incub6 con un Ac secundario (Ac de
cabra anti-lg de conejo o ratdn), conjugado a fosfatasa alcalina (DAKO), en las mismas

condiciones que el anterior. Finalmente, fue revelado con sustrato para fosfatasa
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alcalina (NBT: Nitro Blue Tetrazolium, BCIP: Fosfato 5-bromo-4-cloro-indol, Sigma, y

buffer para fosfatasa alcalina).

4. Cuantificacion del efecto de rTcCRT y rHUCRT sobre la angiogénesis en

modelo in vivo de tap6n de Matrigel en ratdn.

Este objetivo se realiz6 mediante la cuantificacion de la infiltracion de células
endoteliales por andlisis histoldgico de rutina e inmunohistoquimica, como se describe

en el método para obtener el Objetivo Especifico 2.
Inoculaciéon de Matrigel con CRT

Los grupos experimentales fueron Matrigel liquido con bFGF 300ng/tapén y
rTcCRT (1pg/ml),0 rHUCRT (1pg/ml) y como grupos controles Matrigel con bFGF o
volumen equivalente de PBS 1X, en 500pl.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio mas desviacion estandar o error
estandar, segun corresponda. La significancia de las variables cuantitativas se evalué
mediante ANDEVA de una cola.

Los experimentos se realizaron en triplicado en tres oportunidades distintas.

Consideraciones Bioéticas

Todos los procedimientos con animales experimentales se realizaron de
acuerdo con el “Guide to the Care and Use of Experimental Animals”, (Olfert et al.,
1993) y cuenta con la aprobaciéon del Comité de Bioética Sobre Investigacion en

Animales, Facultad de Medicina. Universidad de Chile (Anexo 2). Los animales
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provienen del Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y
se mantuvieron en una de las Unidades Experimentales del Bioterio LIAM. Todo el

sistema contd con supervision Médico Veterinaria permanente.
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RESULTADOS

1. Estandarizacion del ensayo de tapén de Matrigel in vivo para medir

angiogénesis.

El inoculo de Matrigel fue preparado a 4°C, aplicAndose exitosamente un tapén
de 500ul en el tejido subcutaneo dorsal de cada individuo (ratones C57BL/6 hembras
de seis semanas) (Fig. 3A). Luego de 7 dias, los animales fueron sacrificados. Se
obtuvo tapones integros desde todos los individuos inoculados, los que pesaron, en
promedio, 150mg cada uno (Fig. 3D).

Figura 3: Obtencion de tapén de Matrigel para analisis histolégico e inmunolégico. (A) Vision
macroscoépica del implante 7 dias post inoculacién en tejido subcutaneo de ratones C57BL/6 (flecha);
(B) Diseccion de tapdén de Matrigel; (C) Cara interna del tapén y (D) Tapdn post fijacidon con formalina
tamponada.
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2. Estandarizacion de la concentraciéon de factor de crecimiento fibroblastico

basico (bFGF) por tap6n de Matrigel.

En el examen macroscoépico de los implantes no detecto diferencias en peso
(aproximadamente 150mg en todos los tratamientos) ni nimero de vasos sanguineos

en la piel y tejido subcutaneo adyacente.

PBS

75ng

Figura 4: El bFGF promueve la infiltracion de células endoteliales, en tapones de Matrigel
inoculados subcutaneamente en ratones C57BL/6. Experimento confirmatorio. Se probd 0 (A-
D), 75 (E-H), 150 (I-L) y 300ng (M-O) de bFGF por tapén. Las observaciones se realizaron en tejido
subcutaneo fresco (A,E,I,M); tapones post fijacion (B,F,J,N); cortes de tapén tefiidos con H-E y
observados a 40X (C,G,K,N) y 100X (D,H,L,0).




La inmunodeteccion con AcMo Anti-PECAM-1/CD31 de ratén (Cell Sciences®
HM1084) evidencié que la infiltracion celular dentro de los implantes son células
endoteliales y no otro tipo celular (Fig. 5, flechas ejemplifican la inmunodeteccion).

75ng

150ng

300ng

Figura 5: Las células que infiltran los tapones de Matrigel subcutéaneo en ratones C57BL/6 son
de naturaleza endotelial. Las fechas muestran Inmunorreactividad con Ac Anti-PECAM-1/CD31 en
tapones con PBS 1X (A,B) o con 75 (C,D), 150 (E,F) y 300ng de bFGF (G,H).
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De cada grupo se procesaron cortes representativos de todo el tapoén
tomandose 100 campos al azar, a un aumento 100X, para cuantificar el nUmero de
células endoteliales. Estos cortes fueron observados al microscopio (Nikon, Optiphot-2
o Leitz Wetzlar) y las imagenes fueron capturadas con un equipo de digitalizacién
(Canon Powershot SX100 15), acoplado al microscopio.

La Figura 6 muestra que, solo en los implantes con 300ng de bFGF/tapén, se
observo diferencias significativas en el numero de células endoteliales infiltradas, con

respecto al control (ANDEVA de una cola).

a 60+
§ Sa—
O 40-
®
©
Z - .
0- T
PBS 75ng 150ng 300ng
Grupos L

Figura 6: El factor de crecimiento fibroblastico (bFGF) promueve la infiltracion de células
endoteliales en tapones de Matrigel subcutaneos. Cada columna representa la cuantificacion del
promedio de 100 lecturas por grupo. Las barras representan desviaciones estandar.
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3. Determinacién de la presencia de rTcCRT y rHUCRT en EPM.

1 pl de EPM mezclado con bFGF y rTcCRT 6 rHUCRT (1pg/ml de Matrigel)
contienen 7,3 ug 6 1,6 pg de proteinas totales, respectivamente.

e Reconocimiento de rTcCRT y rHUCRT en EPM con Anticuerpos
policlonales.

Los AcPOs anti-TcCRT y anti-HUCRT, 1:1.000, reconocieron bandas proteicas
de 58 y 50 kDa, en los EPMs con rTcCRT y rHUCRT, respectivamente (Fig. 7By C).

A B C
PM (kDa) £l
s (78 175
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1 2 3§ 1 2 3 1 2 3

Figura 7: Anticuerpos policlonales anti-TcCRT y anti-HUCRT reconocen las calreticulinas
respectivas en EPMs. (A) SDS-PAGE al 10%. Carril 1: Estandar de PM; 2: 10 ng de rTcCRT; 3: 20
pg de EPM, con bFGF y rTcCRT; 4: 10 ng de rHUCRT, 5: 20 uyg de EPM, con bFGF y rHuCRT. (B)
IWB. Carril 1: marcador de PM; 2: 10 ng de rTcCRT; 3: 20 yg de EPM, con bFGF y rTcCRT
Revelado conAcPo anti-TcCRT y como Ac secundario Ig de cabra anti-lg de conejo. (C) IWB. Carril
1: marcador de PM; 2: 10 ng de rHUCRT; 3: 20 ug de EPM, con bFGF y rHUCRT. Revelado con
AcPo anti-HUCRT y como Ac secundario Ig de cabra anti-lg de conejo.

30



e Reconocimiento de rTcCRTy rHUCRT en EPMs con Anticuerpos

monoclonales.

Los AcMos anti-TcCRT y anti-HUCRT, 1:1.000, reconocieron bandas proteicas
de 58 y 50 kDa, en los EPMs, correspondientes a rTcCRT y rHUCRT, respectivamente

(Fig. 8).
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Figura 8: Anticuerpos monoclonales anti-TcCRT y anti-HUCRT reconocen las proteinas
respectivas en EPMs. (A) SDS-PAGE al 10%. (B) IWB. Carril 1: marcador de PM; 2: 10 ng de
rTcCRT; 3: 20 yg de EPM, con bFGF y rTcCRT. Revelado con AcMo anti-TcCRT y como Ac
secundario Ig de cabra anti-lg de raton. (C) SDS-PAGE al 10%. (D) IWB. Carril 1: marcador de PM;
2: 10 ng de rHUCRT; 3: 20 yg EPM con bFGF y rHUCRT. Revelado con AcMo anti-HUCRT y como
Ac secundario Ig de cabra anti-Ig de ratén.
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4. Cuantificacién del efecto de rTcCRT y rHUCRT sobre la angiogénesis en

modelo in vivo de tap6n de Matrigel en ratdn.

Se inoculé una mezcla de Matrigel con 300ng de bFGF/tapdn (determinada de
acuerdo con los resultados obtenidos en el Objetivo Especifico 2) y rTcCRT o rHUCRT
(1pg/ml) o volumen equivalente de PBS 1X.

Al examen macroscopico de las muestras, no se detectd diferencias de peso
entre los grupos. Se observo una diferencia en la coloracién en el tejido subcutaneo
adyacente (Fig. 9, I, M) en las muestras tratadas, en relacion a los controles. Estas
diferencias no se observaron en el analisis histoldégico de rutina, con Hematoxilina

Eosina.

rHuCRT

¥
rTcCRT

Figura 9: Caracteristicas macro y microscopicas de tapon de Matrigel en ratones C57BL/6.
Matrigel con PBS 1X (A-D), bFGF 300ng/tap6n (E-H), rHUCRT (1ug/ml) (I-L) y rTcCRT (1pg/ml) (M-
0). Las observaciones se realizaron en tejido subcutaneo fresco (A,E,l,M); tapones post fijacion
(B,F,J,N); cortes de tapén tefiidos con H-E y observados a 40X (C,G,K,N) y 100X (D,H,L,0).
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La inmunodeteccion con AcMo Anti-PECAM-1/CD31 de raton (Cell Sciences®
HM1084) evidencio infiltrado exclusivo de células endoteliales en los implantes (Fig. 10

fechas ejemplifican la inmunodeteccion).

La cuantificacién del infiltrado se realiz6 como fue detallado en el Objetivo

Especifico Nimero 2.

Ambas CRT inhibieron la infiltracion de células endoteliales mediada por el
factor de crecimiento bFGF, pero no hubo diferencias entre las CRT recombinantes
(p<0,001).
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Figura 10: rTcCRT vy rHUCRT

disminuyen la infiltracion  celular
endotelial en los tapones de Matrigel
inoculados en tejido subcutaneo de
ratones C57BL/6. Las fechas muestran
Inmunorreactividad con Ac Anti-PECAM-
1/CD31 en: (A,B) tapones con PBS 1X,
(C,D) bFGF 300ng/tap6n, (E,F) bFGF y
rHUCRT (1pg/ml), (G,H) bFGF y rTcCRT
(Lpg/ml), (1) Cuantificacion del efecto
antiangiogénico de rTcCRT y rHuCRT.
Cada columna representa el promedio de
100 lecturas por grupo. Las barras
representan desviaciones estandar.
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DISCUSION

Esta Memoria de Titulo se fundamenta en estudios anteriores del Laboratorio de
Inmunologia de la Agresion Microbiana (Lopez et al., 2010), que proponen que en las
interacciones hospedero/parasito, hay términos moleculares que pueden beneficiar al
hospedero. Asi, T. cruzi utiliza una variedad de propiedades de su calreticulina que le
permiten modular, en su favor, no solo su infectividad (Ramirez et al., 2011) y aspectos
centrales de importantes brazos efectores de la inmunidad innata y adaptativa (Ferreira
et al.,, 2004b; Ramirez et al., 2011; Valck et al., 2010), sino también inhibir la
angiogénesis y, en consecuencia, el crecimiento tumoral (Lopez et al., 2010). Es
plausible que este Ultimo aspecto beneficie al hospedero y al parasito, al posibilitar
interacciones prolongadas. Se prolongaria la sobrevida del hospedero y, por ende,

aumentaria la posibilidad de expansion del genoma parasitario.

En los Ultimos afios, se han comenzado a utilizar factores inhibidores de la
angiogénesis en un intento por controlar el crecimiento tumoral (Bergers y Benjamin,
2003).

CRT de mamiferos, particularmente la humana, es una molécula con actividad
antiangiogénica (Pike et al., 1999). Se trata de una proteina multifuncional expresada
en todas las células nucleadas (Hawn et al., 1993; Liu et al., 1993; Chen et al., 1994;
Dresselhaus et al., 1996; Crofts et al., 1998; Labriola et al., 1999). HUCRT y su dominio
N-terminal, vasostatina, inhiben la proliferaciéon de células endoteliales, la generacién

de nuevos vasos sanguineos y el crecimiento tumoral (Pike et al., 1999).

En el LIAM se ha descrito que TcCRT presenta propiedades antiangiogénicas a
través de ensayos in vitro, ex vivo e in vivo, esto Ultimos en huevos embrionados de
aves (G. gallus). La capacidad antiangiogénica de TcCRT, se correlaciona con la
inhibicion que provocan varias cepas de T. cruzi en el crecimiento de tumores
(Kallinikova et al., 2001). Aungue este efecto se ha descrito hace méas de 80 afios, y ha
sido reproducido en el LIAM recientemente, alun se desconoce la naturaleza de la
capacidad antitumoral de la infeccion tripanosdmica. Parte de la explicacion podria ser

la inhibicion de la angiogénesis por TcCRT.
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El objetivo general de esta Memoria de Titulo fue determinar la capacidad de
TcCRT para inhibir la Angiogénesis de mamiferos, en un modelo in vivo. Esto, dada la
gran importancia de validar los resultados obtenidos en el LIAM en el ensayo CAM

(Molina et al., 2005), en una especie que fuera afectada por la Enfermedad de Chagas.

Entre los ensayos in vivo descritos, que permiten medir angiogénesis, esta el
modelo de tapon de Matrigel en raton (Sgadari et al., 1996; Maeshima et al., 2001,
Akhtar et al., 2002; Naumova et al., 2006; Ohashi et al., 2006). Fue necesario
estandarizar un protocolo para este modelo, diferente a los descritos en la literatura
(Sgadari et al., 1996; Maeshima et al., 2001; Akhtar et al., 2002; Naumova et al., 2006;

Ohashi et al., 2006), para satisfacer asi los Objetivos Especificos propuestos aqui.

Por consideraciones bioéticas, se inocul6 solo un tapén de Matrigel de 500ul
subcutaneamente, por animal. La alternativa de inocular dos tapones, en ratones de
tan pequefios (6 semanas), generaria estrés y esfuerzos por lamer insistentemente la

zona, lo que podria interferir con los resultados esperados.

El inoculo de Matrigel se aplic6 exitosamente en el tejido subcutaneo dorsal de
los ratones (Fig. 3A). No se aprecié signos ni sintomas que indicaran alteraciones
patolégicas, derivadas del proceso de implante mismo. Los tapones fueron

recuperados integros desde todos los individuos inoculados (Fig. 3D).

La estandarizacion del nuevo protocolo para este ensayo, requiri6 de la
determinaciébn de una concentraciobn de factor de crecimiento que mediara una
infiltracion medible de celulas endoteliales. Las concentraciones usadas fueron 75 y
300 ng/tapon (Sgadari et al., 1996; Naumova et al., 2006) y también 150ng/tapon.
Macroscépicamente, no fue posible determinar diferencias en peso o nimero de vasos
sanguineos en la piel y tejido subcutaneo adyacente. En el estudio histologico (Fig. 4),
inmunohistoquimico (Fig. 5) y la cuantificacion de la infitracion celular en las muestras,
los promedios de células endoteliales por grupo mostraron que, con 300 ng/tapén, se
obtuvo diferencias significativas en el numero de células endoteliales infiltradas con

respecto al control (Fig. 6).
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El estudio inmunohistoquimico comprobd que el infiltrado celular en los tapones
de Matrigel corresponde a células endoteliales, dada la positividad de todas ellas con el
AcMo Anti-PECAM-1/CD31 (Fig. 6).

En la determinacion de CRT mediante IWB, tanto los AcPo como los AcMo anti-
TcCRT y anti-HUCRT, reconocen una banda proteica de 58 kDa para EPM con rTcCRT
y 50 kDa para EPM con rHUCRT (Fig. 7, B, C, Fig. 8, B y D). La diferencias de pesos
relativos con las correspondientes moléculas recombinantes, seria producto de un
grado de proteolisis limitada de las CRTs al interior de los EPMs, por enzimas
desconocidas. La banda proteica reconocida por el AcMo anti-TcCRT, alrededor de los
175 kDa, podria interpretarse como producto de agregaciéon proteica, mediante enlaces
covalentes (Fig. 8B), generados en ausencia de [(-2-mercaptoetanol. Este es un
alcohol no cargado (no une SDS), que durante la corrida electroforética permanece en
el pocillo, posibilitandose asi la formacién de enlaces inter cadenas polipeptidicas, por

interaccion de grupos sulfhidrilos activos.

Previo a la electroforesis, a los EPMs se les midié proteinas totales. La
diferencia de los contenidos proteicos entre el EPM con rTcCRT (7,3 pg/ul) y el EPM
con rHUCRT (1,6 pg/ul), la genera el contenido sanguineo del primero, adyacente al
cual se gener6 un hematoma el cual no pudo ser totalmente disecado del implante
(Fig. 7y 8).

Como rTcCRT y rHUCRT provienen de E. coli, LPS es un contaminante
frecuente. La endotoxina tiene un papel controversial en la regulacion de la
angiogénesis (Pipili-Synetos et al., 2000; Pollet et al., 2003). Sin embargo, estudios
realizados previamente en el LIAM, demuestran que LPS no tuvo efecto en la
angiogénesis experimental, en las concentraciones presentes en las preparaciones de
rTcCRT usadas (3,5pg de LPS/ng de rTcCRT) (Lépez, 2008; Lépez et al., 2010).

Por otra parte, el estudio inmunohistoquimico realizado en los grupos tratados
con CRTs no muestra que estas proteinas promuevan la infiltracion de celulas

inflamatorias en los tapones. (Fig. 9y 10).

Finalmente, no se obtuvieron diferencias en la inhibicion de infiltracion celular

entre rHUCRT y rTcCRT (Fig. 101), a diferencia de los resultados en el ensayo in vivo
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CAM (Molina et al., 2005), ex vivo en anillos adrticos de rata e in vitro en morfogénesis
capilar (Lopez et al., 2010), en los cuales TcCTR mostré un efecto mucho mas potente
gue HUCRT. Quizés la sensibilidad de esos ensayos fue superior a la de los implantes

in vivo.

Asi, TcCRT inhibe la infiltracién de endoteliocitos, en implantes subcutaneos de
Matrigel, en ratones. Esta informacion es compatible con la posibilidad que el efecto
anti tumoral in vivo de TcCRT recombinante sobre tumores mamarios experimentales,
demostrado recientemente en el LIAM, se deba a un rol antiangiogénico de la proteina
parasitaria. Mas aun, el efecto anti tumoral de la infeccién tripanosémica demostrado
por otros laboratorios y comprobado en el LIAM, podria explicarse, al menos en parte

por una accion antiangiogénica de la calreticulina nativa parasitaria.
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CONCLUSION

Dado que calreticulina de Trypanosoma cruzi inhibe la migraciéon de células
endoteliales a implantes subcutdneos de tapones de Matrigel en raton, la Hipétesis
propuesta en esta memoria de Titulo "Dadas las propiedades antiangiogénicas que
TcCRT expresa en una variedad de ensayos in vitro y ex vivo, en células mamiferas vy,
también in vivo en aves, entonces, TcCRT inhibira la angiogénesis en el modelo in

vivo de tapon de Matrigel en raton", es aceptada.
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ANEXOS

Anexo 1

Reactivos Comerciales

BioRad (USA): N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED), persulfato de amonio
(PSA), reactivo de Bradford.

BD Biosciences (USA): Matrigel reducido en factor de crecimiento (BD Matrigel™,
Basement Membrane Matrix, Growth Factor Reduced). Anticuerpo monoclonal de ratén
anti-HUCRT.

Cell Sciences® (USA): Anticuerpo de rata anti-CD31 de raton (PECAM-1/CD31, Clon
ER-MP12).

Culturex (USA): Matrigel reducido en factor de crecimiento (Basement Membrane
extract, Growth Factor Reduced).

GE Healthcare (USA): Acrilamida, bis-acrilamida, membrana de nitrocelulosa.
Leitz (Alemania): Cromégeno diamino benzidina (DAB).

McCormick scientific (USA): Parafina (paraplast plus).

MERCK (Alemania): Acido acético, azul de bromofenol, metanol, xilol.

New England Biolabs (UK): Estandar de peso molecular pre-tefiido amplio rango
(ColorPlus Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa)).

Roche (Alemania): Inhibidor de proteasas (Complete, Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail Tablets provided in EASYpack).

ScyTek Laboratories (USA): Blogueador de peroxidasas enddgenas, blogqueador de
reacciones inespecificas (Pro-Blok), kit ABC-R.T.U Vectastain Universal®, suero
normal equino R.T.U. al 2,5%, tampon citrato de sodio (Antigen Unmasking Solution®),

Hematoxilina.
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Sigma-Aldrich (USA): NBT-BCIP (Nitro blue tetrazolium /Fostato 5-bromo-4-cloro-
indol), anticuerpo de cabra anti-lg de conejo conjugado a fosfatasa alcalina, Azul de
Coomasie R250, glicina, B2-mercaptoetanol, dodecil sulfato de sodio (SDS), Tris base,
eosina.

Thermo Scientific (USA): UltraClean Diluent.

US Biological (USA): Albumina sérica bovina (BSA).
Vector Laboratories Inc. (USA): Anticuerpo de conejo anti-lg (H+L) de rata biotinilado.
Vetec analytical reagents (Brasil): Xilol.

Winkler (Chile): Tween 20.

Lista Equipos

BioRad (USA): Camara electroforesis.

Canon (Japon): Camara fotogréfica digital (Powershot SX100 15).
Jenway (UK): Espectrofotémetro (Genova N° 1795).

Leitz (Alemania): Micrétomo Rotatério Minot (WS-LEITZ1512).
Misonix (USA): Sonicador (Microson TM XL2000).

Nikon (Japén): Microscopio (Optiphot-2).

Oster® (USA): Vaporera (Modelo 5711-052).

Thermo scientific (Alemania): Portaobjetos silanizados con carga positiva

(Superfrost® plus).
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Anexo 2

\f‘

CERTIFICADO DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION EN ANIMA
AJUSTADO A LAS NORMAS ETICAS DE LA FACULTAD DE MEDICI

4[)]-‘_ 8n Ar}imales
LA UNIVERSIDAD DE CHILE Y DE CONICYT 3

El Comité de Bioética sobre la Investigacién en Animales certifica que el Protocolo
Manejo y Cuidados de Animales de Laboratorio 2009 del Proyecto “Trypanosoma
crugi Calreticulin Interplay with the Complement System and Angiogenesis ~. Cuyo
autor responsable es el Dr. Arturo Ferreira Vigouroux, del Laboratorio de
Inmunologia de la Agresién Microbiana, Programa Disciplinario de Inmunologia,
ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, y que aplica al concurso
FONDECYT.

Se atiene a las normativas bioéticas de la investigacién cientifica en animales ya que:

1) Fue revisado por el comité constituido por nueve personas, tres de ellas
veterinarios, seis son académicos con méas de 10 anos de experiencia en
investigacién con animales quienes, asimismo, han estado evaluando éticamente
estos estudios durante los dltimos cuatro afos. El comité consta, ademds, con
una periodista diplomada en Bioética Clinica (que actia como miembro externo
no del drea de investigacion) e investigadores de variados campos incluidos los
que no utilizan animales. Dos de los veterinarios son los Jefes del Bioterio de la
Facultad y tienen una amplia experiencia en la mantencion, cuidado y manejo de
animales ademas de ser Diplomados en Bioética de la investigacion y clinica.

2) El comité sdlo acepta protocolos acordes con las leyes y permisos vigenies en
Chile que estin vinculados a la regulacién del trato de los animales y que se
atienen a las normativas internacionales aceptadas por las leyes chilenas.
También vela porque las sustancias que son utilizadas en estos seres vivos y que
estin prohibidas, reguladas o sujetas a prescripeion retenida en seres humanos,
no sean empleadas por los investigadores o facilitadas a otros individuos.

3) En la revision se exige que el protocolo sea firmado por un investigador o
académico que se haga responsable de todas aquellas acciones que cstan
relacionadas con el animal y que se lleven a cabo en el recinto que se encuentra
bajo su autoridad. De igual manera, se le solicita que el protocolo tenga un titulo
claro, que en términos simples se explicite lo que se pretende lograr con el
estudio y que se detalle la duracion de la investigacion. Asimismo, que en el
documento se sefale que el director de la institucién también se responsabiliza
por la actividad cientifica en que estin implicados los animales de
experimentacién usados en las dependencias bajo su autoridad.

4) El comité sélo aprueba protocolos cuyas propuestas son convincentes y
garantizan la obtencién de conocimientos o tecnologias cientificamente vilidas
que justificarian el posible sufrimiento, malestar o afliccion de los animales,
dado que estos logros redundarian en un beneficio tanto para el ser humano
como para los propios sujetos de experimentacion.

5) El comilé vela porque todas las personas que manejan a los animales tengan la
preparacion necesaria para hacerlo en forma acreditada o equivalente.

@’%

C Comité de Efica Oft,
obre Invesligacién
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6) El comité cuida con esmero que el uso de estos seres vivos se concrete solo
cuando es estrictamente necesario, por lo tanto, siempre y cuando se constate
que no hay posibilidad de reemplazarlos por otro disefio de experimentacion.
También vela porque las especies seleccionadas sean las apropiadas y porque el
nimero de los animales empleados sea €l minimo necesario para oblener
resultados vilidos. De igual manera, se¢ preocupa de que las técnicas o
intervenciones impliquen el menor sufrimiento posible, esto es particularmente
relevante al momento de evaluar las pricticas de manipulacion e intervenciones
invasivas de los animales, asi como su traslado, manejo del dolor, anestesia,
eutanasia y los recintos donde se realizarin estos procedimientos, siempre de
acuerdo a la especie y el nimero empleado, Se ha examinado con cuidado
especial las condiciones éticas dela mantencion de animales en experimentacion
antes, durante y después de las intervenciones. Un acdpite especial se refiere a la
evaluacion del término de los experimentos debido a que el sufrimiento animal
puede ser excesivo adn cuando no se haya completado la experiencia cientifica.

7) El comité también se preocupa de que haya una institucion que sustente fisica y
economicamente la investigacion y que se haga responsable de la
confidencialidad de los experimentos con animales.

8) El Comité vela porque los restos de estos seres vivos, asi como de los reactivos
quimicos, fisicos o bidticos que se utilizan en su experimentacion sean
manejados bajo las normas mas estrictas de seguridad y bioseguridad, con el
objetivo de proteger no s6lo a quienes estin involucrados en los experimentos,
sino también a la comunidad general. Se exige que todos los investigadores se
atengan a las normativas de Bioseguridad exigidas por la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, que se estin actualizando permanentemente de
acuerdo a las universalmente aceptadas.

9) Se adjunta el Protocolo correspondiente guEesy

iednJos requerimientos
7,

indicados.
> de Etica 72
¢ Comité de EHLT
< Sobre Investigac on @
- gn Animaias %
* ..
o )

DR. CARLOS VALEN

Presidente
Comité de Bioética Sobre la Investigacién en Animales
CVY/mva.

Protocolo N° 0283  Dr. Arturo Ferreira Vigouroux
Santiago, 29 de Enero de 2009.



Anexo 3

Calculo PM relativo

Para calcular el PM de la banda que corresponde a las muestras de EPM se
calculd la movilidad electroforética relativa (Rf). La Rf es inversamente proporcional al
logaritmo del PM. (Tabla 1).

Tabla 1: Determinacion del peso molecular de EPM con rTcCRT, mediante SDS-PAGE. Las
muestras fueron reducidas con 2-mercaptoetanol, y corridas en un gel al 10% de concentracion.

MBP-B-galactosidasa 175 16 0,296
MBP-truncada-3-galactosidasa 80 27 0,5

MBP-CBD 58 34 0,629

CBD-Mxe Intein-2CBD 46 43 0,796

CBD-Mxe intein 30 51 0,944

CBD-E.coli par 23 53 0,981

EPM + rTcCRT X 34 0,629

MBP = proteina de unién a maltosa. MBP-B-galactosidasa = fusién de MBP y B-galactosidasa. MBP-
truncada-B-galactosidasa = fusion de MBP y B-galactosidasa truncada. MBP-CDB = fusion de MBP y
dominio de unién a la quitina. CDB-Mxe intein-2CBD= fusion de dominio quitina vinculante y el intein
Mxe seguido de dos copias del dominio quitina vinculante. CDB-Mxe intein = fusion del dominio
quitina vinculante seguido por el intein Mxe. CBD-E. coli Par = fusién del dominio quitina vinculante
seguido de una proteina de E. coli parvulina-like.

54



Trazando un grafico con estandares de PM conocido, se obtiene una linea de
referencia en la cual se puede interpolar muestras de PM desconocido. El Rf se calcula
dividiendo la distancia (mm) recorrida por la banda en cuestién, entre la distancia
recorrida por el colorante azul de bromofenol. Al graficar estos datos (x=Rf, y=Log PM)
se observa la relacion mencionada (Grafico 1). EI PM estimado para la proteina
incognita (EPM + rTcCRT) es de 58 kDa interpolando mediante una regresion lineal en
los puntos adecuados.
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Gréfico 1: Curva de referencia para la estimacion del PM aparente de EPM + rTcCRT mediante
SDS-PAGE. Los datos corresponden a los resumidos en la tabla 1.
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Tabla 2: Determinacion del peso molecular de EPM + rHUCRT, mediante SDS-PAGE. Las
muestras fueron reducidas con 2-mercaptoetanol, y corridas en un gel al 10% de concentracion.

MBP-B-galactosidasa 175 18 0,31
MBP-truncada--galactosidasa 80 30 0,517
MBP-CBD 58 37 0,637
CBD-Mxe Intein-2CBD 46 44 0,758
CBD-Mxe intein 30 54 0,931
CBD-E.coli par 23 56 0,965

EPM + rHUCRT X 41 0,706

MBP = proteina de unién a maltosa. MBP-B-galactosidasa = fusién de MBP y B-galactosidasa. MBP-
truncada-B-galactosidasa = fusion de MBP y B-galactosidasa truncada. MBP-CDB = fusion de MBP y
dominio de unién a la quitina. CDB-Mxe intein-2CBD= fusiéon de dominio quitina vinculante y el intein
Mxe seguido de dos copias del dominio quitina vinculante. CDB-Mxe intein = fusion del dominio
quitina vinculante seguido por el intein Mxe. CBD-E. coli Par = fusién del dominio quitina vinculante
seguido de una proteina de E. coli parvulina-like.

El PM estimado para la proteina incognita (EPM + rHUCRT) es de 50 kDa
interpolando mediante una regresion lineal en los puntos adecuados (Grafico 2).
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Gréafico 2: Curva de referencia para la estimacion del PM aparente de EPM + rHUCRT mediante

SDS-PAGE. Los datos corresponden a los resumidos en la tabla 2.
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