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DESCRIPCION DEL PROYECTO:

1. Planteamiento del Problema

La via natural de infeccibn de T. gondii generalmente es la via oral, a través de la
ingestion de quistes histicos de este parasito contenidos en la carne de los hospederos
intermediarios o de los ooquistes provenientes del hospedero definitivo. Una vez ocurre la
digestion peptidica de unos u otros, se liberan los bradizoitos contenidos en los quistes
histicos o los esporozoitos del interior de los ooquistes. Estos rapidamente se convierten a
la forma proliferativa e invasiva del parasito, el taquizoito, cuya superficie estd dominada
por cinco proteinas, siendo las principales la SAG1(P30) y la SAG2 (P22). Estas proteinas
se han implicado como ligandos importantes en el proceso de interaccion durante la
invasion del parasito a la célula hospedera y por ello son candidatos importantes en el
desarrollo de un preparado vacunal con subcomponentes del parasito (Boothroyd et al
1998).

Nosotros hemos encontrado claras evidencias de la importancia de la proteina SAG2
tanto en los fenébmenos de invasion y multiplicacion intracelular en un modelo de células
altamente diferenciadas, provenientes de carcinoma de colon humano cuando
bloqueamos esta proteina con un anticuerpo monoclonal de ratdén desarrollado en nuestro
laboratorio (Castafio et-al 2001). De otra parte, demostramos su capacidad como
inmundgeno y su capacidad protectora cuando se administr6 en su forma nativa por via
de mucosas sola 0 asociada a la toxina colérica (Castafio JC y Sarracent J, 2002) y
cuando de suministré por via oral expresada como una proteina heterdloga en una cepa
viva atenuada de V. cholerae (Castafio JC, 2001). Estos resultados hacen importante
determinar el tipo de patron en la respuesta inmune tanto humoral como celular que esta
estimulando esta bacteria recombinante para comprender el mecanismo que esta

mediando su caracter protector en los animales inmunizados.



2. Impacto Esperado

Con la caracterizaciéon de la respuesta inmune se podra explicar la forma como la cepa
recombinante de V. cholerae que expresa la SAG2 como proteina heteréloga confiere
protecciéon contra la infeccion natural de T. gondii. Estos conocimientos seran de gran
utilidad en el entendimiento de los fendmenos inmunes de mucosas en la infeccion por
este parasito y ademas seran utiles para la realizacion de estudios posteriores en
especies animales donde la infeccién por T. gondii causa grandes pérdidas econémicas.

3. Usuarios directos e indirectos potenciales de los resultados de la investigacion:

Investigadores del campo de la inmunidad de mucosas, parasitélogos, microbiélogos,

bidlogos, médicos y veterinarios.

4. Marco Teorico

La toxoplasmosis es una enfermedad producida por T. gondii, estd ampliamente difundida
en animales y humanos, y es responsable de grandes pérdidas economicas en la
industria ganadera (Dubey JP, 1998). En el hombre, cuando la infeccion por T. gondii es
adquirida durante el embarazo puede causar infeccion fetal grave (Grover et al 1990,
Aubert et al 1996, Fuentes et al 1996). Igualmente, es causa de lesiones oculares
irreversibles que pueden llevar a la ceguera y, en los pacientes inmunosuprimidos, es
una de las principales causas de muerte (Brezein et al, 1994; Kasper LH and Buzoni-Gatel
D, 1998).

Los taquizoitos de T. gondii, como protozoario intracelular obligado, necesitan de los
mecanismos de invasion para poder establecerse en el interior de la célula hospedera e
iniciar el proceso de multiplicacion y diseminacion. La invasion es un proceso activo



dirigido por el parasito y se basa en una serie de interacciones entre la membrana de la
superficie del parésito y las moléculas localizadas en la superficie de la célula hospedera.
Las proteinas de la superficie del parasito son los primeros candidatos para mediar el
proceso de reconocimiento y adhesién hospedero — parasito. Hasta hoy se han descrito 5
proteinas de superficie: SAG1 (30kDa), SAG2 (22kDa) SAG3 (42kDa), SAG4 (23kDa) y
SAG5 (35kDa) (Bootrhoyd et al, 1998).

La SAG1 y SAG2 son especfificas del taquizoito. La SAG1 se ha demostrado que es de
crucial importancia en los procesos iniciales de la invasion, particularmente en el anclaje

a la célula hospedera (Grimwood J and Smith JE, 1996).

La inmunidad protectora, estimulada por una infeccion natural por T. gondii, sugiere que el
desarrollo de una vacuna efectiva es un objetivo alcanzable, y las proteinas de la
membrana del parasito son los primeros candidatos para ser utilizados en la busqueda de
vacunas contra esta parasitosis (Kasper LH et al 1994,Grimwood J and Smith JE 1996;
Sibley LD and Howe DK, 1996; Tomavo S, 1996; Boothroyd JC et al 1998).

Varios autores han tratado de dilucidar el potencial inmunoprotector de las proteinas
SAGl y SAG2 con resultados contradictorios. La SAG1 de Toxoplasma, cuando se ha
utiizado como adyuvante los complejos inmunoestimulates (ISCOM) y se ha administrado
asociada a la toxina colérica por via intranasal, ha producido una buena respuesta inmune
tanto celular como humoral y provee alguna proteccion contra un reto letal en ratones. La
falla de estas preparaciones para dar una proteccion completa a largo plazo puede
deberse a su caracter temporal, pues en la infeccion natural, la latencia del parasito en los

tejidos continua estimulando la inmunidad (Araujo FG, 1994).

La proteina de membrana SAG2 es la segunda en abundancia en la superficie de T.
gondii, y al igual que la SAGL, sélo esta presente en el estadio de taquizoito. Grimwood y
Smith sugieren que la SAG2 también puede estar involucrada en los procesos de

invasion celular (Grimwood J and Smith JE, 1996).



La proteina SAG2 tiene un peso molecular aproximado de 22kDa, es codificada por un
gen unico de 1308 pares de bases que no posee intrones (Prince JB et al, 1990). Se han
reportado dos alelos que producen proteinas con pequefias variaciones antigénicas, y
han permitido clasificar las cepas en virulentas o0 no virulentas segun expresen el alelo 1 o
el 2 (Parmely et al, 1994). La SAG2 se ha encontrado altamente conservada en todas las
cepas aisladas en animales y humanos de diferentes regiones geogréficas (Sibley LD
and Boothroy JC, 1992; Parmely et al, 1994; Howe et al, 1995, 1996, 1997).

La importancia de la SAG2 se ha evidenciado a nivel serolégico, en pruebas tanto de
ELISA como Inmunotransferencia, por el reconocimiento de la proteina por paneles de
sueros de individuos con Toxoplasmosis aguda o cronica, mostrando una respuesta mas
fuerte en los individuos en fase aguda (Bourguin et al, 1991).

Los ensayos de proteccion usando esta proteina en animales realizados antes de nuestro
trabajo, utilizando SAG2 sola o asociada a la Glutation-S-Transferasa (GST) e ISCOM
como adyuvante. En unos han encontrado un débil efecto protector y en otros se han
atribuido propiedades inmunosupresoras a la proteina, dependiendo de la cepa de T.
gondii y el estadio del parasito utilizado en el reto. Es de resaltar que en dichos ensayos,
la via de inoculacién ha sido la intramuscular o subcutanea (Lunden A et al, 1993; 1997).
Después de estos resultados, no se ha avanzado en el estudio de esta proteina de
superficie con fines de inmunoproteccion, y el interés se ha centrado en su utilidad como
un marcador de virulencia de las cepas aisladas en humanos y animales, mediante un
andlisis rapido de los locus del SAG2 por Nested-PCR seguido de la digestién con Hhal y
Sau3Al de los productos de la amplificacion que permite la clasificacion en los diferentes

linajes clonales. ( Howe et al, 1997).
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5. Objetivos:

Objetivo General:

Determinar el tipo de respuesta inmune en ratones de laboratorio cepa Balb/c
desencadenada por la inmunizacion por via de mucosas con una cepa de V.
cholerae atenuada que expresa de forma heterdloga la proteina SAG2 de T.

gondii.

Objetivos Especificos

1. Implementar un esquema de inmunizacién por via de mucosas en ratones de
laboratorio Balb/c con la cepa de V. cholerae CDV103-HgR-SAG2.

2. Determinar el patron de citoquinas en ratones de laboratorio Balb/c,

inmunizados con la cepa V. cholerae CDV103-HgR-SAG2.

3. Caracterizar la respuesta inmune humoral a nivel de las subclase de IgG
inducida por la inmunizacién con la cepa V. cholerae CDV103-HgR-SAG2 en

los animales de laboratorio

6. Metodologia

1. Cultivo de cepas atenuadas de V. cholerae CVD103-HgR y CVD-SAG2
liofilizadas: se resuspenderan en 1 ml de solucion salina para cada cepa,
se cultivaran en medio LB liquido (Luvia-Bertani Medium: por 1000 ml: 950
ml de agua destilada, 10g beta Tryptone, 5g Extracto de Levaduras, 10g

NaCl, pH 7.0),suplementado con Ampicilina a 50 ug/ml. Dicho medio con



las bacterias en suspensién se someteran a incubacién a 37°C bajo
agitacion continua por 16 horas, al cabo de las cuales se alcance la fase
logaritmica de crecimiento, se realizara conteo mediante el método de
dilucién limitante para determinar el nimero de unidades formadoras de
colonias por ml, a través de repique en cajas de petri con medio LB sélido
(LB, con agar al 1%), Suplementado con Ampicilina a 50 ug/ml.
Posteriormente, se ajustara la concentracion de bacterias al ndmero

requerido para las inmunizaciones.

Inmunizacién oral con sonda nasogastrica: ratones hembras recién destetos
Balb/c con las cepas de V. cholerae CVD103-HgR y CVD-SAG2
resuspendidas en NaHCOs 0,1M. A dosis 50ul a una concentracién de 108
bacterias por ml mediante la técnica de gabaje (Siguiendo las

recomendaciones de experimentacion animal. Lumley et al 1990).

Recoleccion de muestras de sangre, saliva y heces: se colectaran estas
muestras en los animales preinoculados y semanalmente por 1mes
después de la inoculacion oral. La recoleccion de sangre se realizara
mediante cortes transversales en la cola bajo anestesia y siguiendo las
medidas de asepsia y antisepsia recomendadas, colectandose sangre se
de 50 ul por animal en tubos capilares con anticoagulante, posteriormente
las muestras se centrifugaran a 2500 r.p.m en una microcentrifuga para
obtener el suero, el cual se almacenara a —20°C en una dilucion con PBS
1/10 hasta su uso. Las muestras de saliva se tomaran de la cavidad oral del
animal con puntas de micropipeta de 100 ul. Para estimular la secrecion de
saliva se aplicaran 5 minutos antes por via intraperitoneal o subcutanea
pilocarpina a una concentracion de 0.2 mg por animal. La materia fecal se
recolectara de cada animal después de cualquiera de los procedimientos

descritos anteriormente debido a que los mismos producen expulsion



espontanea de este material. (Siguiendo las recomendaciones de

experimentacion animal. Bourguin et al 1991, Lumley et al 1990).

. Determinacién mediante ELISA de la respuesta inmune humoral (IgG)
especifica anti-SAG2 a nivel local de mucosas (IgAs). Se recubriran los
pozos de placas Maxisorp® (Nunc,Suiza)con 100 pl de solucion de 5 pg/ml
de lisado total de taquizoitos de T.gondii diluidos en solucién tamponada
de carbonato y bicarbonato (STCB) 10mM, pH 9,6 (COsNa2: 1,59 g,
COsHNa:2,93g para un litro de H20, ajustar pH a 9,6 con NaOH) y se
incubaran a 37° C por 2 horas luego de las cuales se lavaran tres veces
con solucion salina tamponada de fosfato(PBS), pH 7.4, 0.05M (NazHPOa4
16,79 , NaH2PO4 5.7g, NaCl 85g y 100mg de NaNsz en agua destilada.que
contiene 0,05% de Twenn 20 (SSTF-T) luego se bloquearan los sitios de
unién inespecificos con 300ul por pozo de una solucion de STCB-leche
descremada al 5%. Se incubaran las placas de ELISA a 37° C por 1 hora,
posteriormente se adicionara 100ul de las muestras a una dilucion de 1:5
para la saliva y 1: 200 para los sueros en SSTF-T, albumina al 0,1%. Se
incubard en camara himeda a 37° C por 2 horas al cabo de las cuales se
realizara un nuevo ciclo de lavados con SSTF-T. Luego se adicionara 100
ul de solucién de conjugado de anti-inmunoglobulinas de raton- fosfatasa en
SSTF-T, albumina al 0,1%. Se incuba a 37° C por 1 hora, luego se
realizaran lavados y se adicionan a cada pozo 100ul de  solucion
tamponada de diethanolamina (STD) pH 9.8, 0,5M ( MgCl2 :101mg en 800
ml de H20d, diethanolamina al 99%: 97ml, adicinar 200 mg de NaN3 y
ajustar volumen a 1 litro) conteniendo p-nitrofenil fosfato (PNP) como
substrato. Tras la incubacion a 37°C por 2 horas, la reaccion se detendra
mediante la adicion de 50 ul por pozo de NaOH 3M. La lectura se realizara
en un espectrofotbmetro Dynatech MR5000 a una longitud de onda de
405nm. ( Johnstone PA'y Turner MW,1997).



5. Determinacion de subclases de inmunoglobulinas especificas mediante
ELISA (lgG1, lgG2a, IgG2b, IgG3) a nivel sistémico: El protocolo para esta
determinacion es igual al descrito anteriormente, Unicamente varian los
conjugados adicionados para cada subclase de Inmunoglobulina (
Johnstone PA'y Turner MW,1997).

6. Medicidn de la respuesta de citoquinas (relacion expresion IFNy/IL4) : Los
animales inmunizados se sacrificaran mediante sobredosis de anestesicos,
y se realizara previa asepsia y antisepsia una laparotomia para extraer el
bazo y a través de lavados por perfusion de este drgano se obtendran los
esplenocitos en cinco tiempos diferentes después de la inmunizacién(dia 5,
10, 15, 20, 25, 30) , se procedera a extraccion del RNAm con trizol (Gibco)
y mediante RT-PCR( Access RT-PCR system.Promega) se obtendra el
cDNA, a partir del cual se realizara la amplificacion mediante PCR de los
genes de actina como control positivo, IL-12, INF-g e IL-4 utilizando las
siguientes  secuencias de nucleotidos con iniciadores (Nguyentd et al
1998, Letscher-Bru et al, 1998). :

e actina: 59-ATGGAT GAC GAT ATC GCT GC-39y 59-GCT GGA AGG TGG
ACA GTG AG-39

e IL-12 (p40) 59-CTC ACATCT GCT GCT CCACAA-39y 59-CTC CTT

e CATCTTTIC TTT CTT-39

e IFN-g: 59-GAC AAT CAG GCC ATC AGC AAC-39 and 59-CGC AAT CAC
AGT CTT GGC TAA-39

e IL-4 : 59-ATG GGT CTC AAC CCC CAG CTA-39 and 59-GCA TGG TGG
CTC AGT ACTACG-39



El procedimiento seguido para la amplificacion de cada gen se realizara
siguiendo la metodologia general para esta técnica, brevemente:..se
utilizaran 25 pl de la mezcla (1.5U Taq Pol., 10mM Tris-HCI, 50mM KCI,
0.2mM dNTP. Sigma, USA), adicionando 5ul de MgCIl 25mM (concentraciéon
final en la mezcla de 2.5mM), 50 ng de ADNc obtenido mediante la
reaccion de reverso trascripcion a partir del RNA extraido de las
esplenocitos y 0,5 pM de los juegos de primers antes descritos,Se ajustara
el volumen a 50ul, se correrd el siguiente programa: desnaturalizacion: 94°
C/1min, anillado: 60° C/1min, extension: 72° C/1min 30 ciclos y fase final de
extension a 72° C/10min en un termociclador Amplitrom®Il.(Thermolyne.
USA).Después de completado el programa se corroborara la amplificacion
mediante electroforesis en agarosa de alta resolucion al 1% en tampon tris
acetato EDTA (TAE) y usando como marcadores de peso molecular el
pUC18 ADN digerido con Dpnl (Sigma.USA).Al gel se le adicionara

bromuro de etidio para visualizacion de las bandas bajo luz ultravioleta.

. Determinacion de perfiles de linfocitos por citometria de flujo (CD3, CDA4,
CD8, CD 30) (Sayles P y Jonson, 1996): Se colectara sangre periférica de
la cola de los animales preinmunizados (dia 0), y en 5 tiempos post
inmunizacién (dia 5, 10, 15, 20, 25, 30) , se sometera a lisis hiposmotica
(erithocytes lysis buffer. Sigma) para eliminar los eritrocitos, los leucocitos
remanentes, se incubaran con anticuerpos monoclonales anti CD CD3,
CD4, CD8, CD 30 conjugados con fluorocromos diferentes para detectar
mediante citometria de flujo estas poblaciones de linfocitos ( Este andlisis
se realizara en el INAS o en la Fundacion Instituto Nacional de inmunologia

en Bogotd)



8. Determinacion de la proteccion conferida por la cepa de V. cholerae
atenuada que expresa la proteina heterdloga SAG2(CVD103-HgR-SAG2):
una vez completado el esquema de inmunizacion, se someteran a los
animales a un reto por via oral en una suspensiéon de SSN con 100 quistes
histicos de la cepa 76K de T. gondii , un mes después de este reto se
sacrificaran los animales mediante sobredosis con éter y se extraera el
cerebro, el cual se homogenizara con mortero en SSN( Brinkman et al
,1987), se determinara mediante conteo microscopico en camara de
Neubauer el nimero de quistes cerebrales en cada uno de los ratones
previamente inmunizados por via oral y se comparara con el nimero de
quistes en los animales sin inmunizacion pero infectados con la misma cepa

( grupo control).

9. Bioensayo: A partir de los cerebros de los animales antes mencionados con
presencia de quistes histicos de T.gondii, se realizara el aislamiento de los
mismos a partir del homogenizado de cerebro mediante gradiente de
densidad centrifugacion con una soluciéon de dextran al 30% ( Mr,
229.000.Sigma) a 1.400 xg por 20 minutos( Kasper L, 1989) . Los quistes
recuperados del sobrendante se suministraran a ratones sanos y se
realizara un seguimiento seroldgico especifico anti T.gondii para determinar
la presencia de infeccion en estos ratones ( esto permitira confirmar que los
guistes observados previamente en los animales inmunizados son de
T.gondii) ademas al cabo de un mes post inoculacion estos animales se
sacrifacaran y se realizara igualmente busqueda mediante visualizacién

microscopica de la presencia de quistes cerebrales de T.gondii.

10. Verificacion de los hallazgos de competencia conferida por la inmunizacion

mediante PCR de anidado con el gen B1 de T. gondii a partir del ADN del



tejido cerebral de los animales inmunizados con la bacteria transgénica y
retados con la cepa 76K: A partir del tejido cerebral extraido de los
animales del grupo control e inmunizados, se realizara la extraccién de
ADN total utilizando un kit comercial segun las especificaciones del
fabricante (wizard genomic DNA purification Kit. Promega), el cual se
utilizara como molde para la amplificacion mediante PCR del gen B1 de

T.gondii con el siguiente juego de iniciadores(Cazevane et al, 1994):

El procedimiento seguido para la amplificacion del gen B1 se realizara de
forma similar al descrito por Cazevane (Cazevane et al, 1994). Se
amplificara un fragmento de 160pb del gene B1, se utilizaran 25 pl de la
mezcla (1.5U Taq Pol., 10mM Tris-HCI, 50mM KCI, 0.2mM dNTP. Sigma,
USA), adicionando 5ul de MgCl 25mM (concentracion final en la mezcla de
2.5mM), 50 ng de ADN gendmico extraido del tejido cerebral y 0,5 uM de
los siguientes primers:

Oligol: 5"-AAC GGG CGA GTA GCA CCT GAG GAG A-3

Oligo2: 5-TGG GTC TAC GTC GAT GGC ATG ACA AC-3

Se ajustara el volumen a 50ul, se correra el siguiente programa:
desnaturalizacion: 94° C/1min, anillado: 60° C/1min, extension: 72° C/1min
30 ciclos y fase final de extension a 72° C/10min en un termociclador
Amplitrom®Il.(Thermolyne. USA).Después de completado el programa se
corroborara la amplificacion mediante electroforesis en agarosa de alta
resolucion al 1% en tampdn tris acetato EDTA (TAE) y usando como
marcadores de peso molecular el pUC18 ADN digerido con Dpnl
(Sigma.USA).Al gel se le adicionara bromuro de etidio para visualizacién de

las bandas bajo luz ultravioleta.



11.Andlisis estadistico: Se realizaran analisis de varianza de una sola via asi
como la prueba de Student-Newman-Keuls. Se determinara la existencia
de diferencia estadistica en el niumero de quiste cerebrales entre los
animales inmunizados y no inmunizados mediante analisis de estadistica

no  parametrica como la prueba de Kruskal-Wallis.



7. Resultados Esperados

Establecimiento del patrén inmune estimulado por la inmunizacién oral con la cepa de V.
cholerae  transgénica que expresa la proteina SAG2 de T. gondii y el grado de

competencia brindado por ésta en ratones Balb/c.

Determinar los mecanismos de inmunidad adquirida contra la toxoplasmosis luego de la

inmunizacion con la cepa de V. cholerae CVD103-HgR-SAG2.

Fortalecimiento de la linea de investigacion en toxoplasmosis e Inmuologia molecular del
CIBM-UQ.

Capacitacion de un estudiante de pregrado en las tecnologias de biologia molecular y
ensayos inmunoenzimaticos que se utilizaran para el desarrollo del presente proyecto.
Adecuacion de espacio fisico en vivario del programa de biologia de la Universidad del
Quindio.

8. Estrategia a utilizar para la transferencia de los resultados (conocimiento

bésico, aplicado o tecnoldgico) a los usuarios potenciales

Difusién de los resultados en congresos y publicacién de los resultados y conferencias a

grupos de interés.

9. Estrategias de Comunicacion

Los resultados parciales alcanzados se presentaran en congresos relacionados con la
inmunologia y medicina tropical, los resultados finales se publicaran en revistas

nacionales e internacionales relacionadas conel campo de trabajo.



10. Justificacion:

La realizaciéon del presente proyecto se justifica dada la necesidad de conocer el tipo de
respuesta inmune desencadenado por el candidato vacunal contra T. gondii CVD103-
HgR-SAG2, para poder continuar con los procesos de evaluacion de este candidato y
abrir la posibilidad de la implementacion de medidas preventivas de inmunizacion en las
poblaciones susceptibles.

11. Trayectoria del grupo

El Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Quindio es un grupo

escalafonado en la categoria C en la convocatoria de Colciencias del afio 2000.

Entre 1984 y 1985 se emprendieron dos proyectos en el programa de medicina de la
Facultad Ciencias de la Salud de la Universidad del Quindio, los que luego se
consolidaron como dos grupos, con la presencia de varios proyectos de investigacion. La
continuidad de la labor ha permitido su presencia cientifica nacional e internacional, los

dos grupos, finalmente adoptan un comun denominador: las enfermedades infecciosas.

En 1992 se presenta la propuesta de creacion de un Centro de Investigaciones, la que fue
aprobada en 1993 y el 9 de Diciembre de ese afio se realiz6 la inauguracion oficial del
Centro en las instalaciones del Edificio de la Facultad. Los proyectos iniciales fueron
realizados durante la época de estudiantes de pregrado de la mayoria de sus integrantes
(1987-1992). Al egresar de los programas de pregrado, la universidad propicio y apoyoé la
vinculacion de los miembros del grupo como docentes. En 1992, un integrante del Grupo
obtiene una beca de la Administracion general de Cooperacion para el Desarrollo del
Reino de Bélgica y parte a realizar su formacion de Maestria. Entre tanto otros terminan

su internado en la Universidad de Antioquia y son vinculados a la Universidad del Quindio



inicialmente como investigadores en afo de servicio social obligatorio y luego como

docentes.

Los resultados de la tesis de Maestria en Bélgica son presentados en el VIl Congreso
Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical en Bucaramanga y se obtiene el Premio

Nacional en Medicina Tropical.

Posteriormente este lider del grupo es beneficiado con beca de Colciencias e inicia tesis
de doctorado en la Universidad de Reims en Francia. El grupo organiza el VIl Congreso
Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical en noviembre de 1995. Posteriormente
dos integrantes obtienen becas para doctorado en el exterior: uno en el Instituto de
Medicina Tropical "Principe Leopoldo" de Bélgica y otro en el Instituto Pedro Kouri de La
Habana, Cuba. De otro lado se realizan las primeras publicaciones con trabajo
enteramente realizado en el CIBM en revistas internacionales indexadas lo cual

demuestra que el grupo ha logrado nivel internacional.

Otros docentes se vinculan al CIBM y nacen dos lineas de investigacion: Bioquimica de
Enfermedades Cardiovasculares y Citogenética. De esta manera se amplio la temética de
trabajo del CIBM. Estos grupos han realizado trabajos con publicaciones a nivel
internacional y trabajos de cooperacién nacional e internacional. La dotacién del CIBM se
realizé con perspectiva de trabajo de alto nivel lo cual en la actualidad permite tener un
centro con una excelente infraestructura de investigacion béasica (equipos para cultivo

celular, inmunoquimica, biologia celular y molecular).

El CIBM cuenta en la actualidad con seis investigadores de tiempo completo (Jorge
Enrigue Gomez, Arley Goémez Lopez, Alfonso Londofio, Maria Mercedes Gonzalez,
Martha Lucia Gallego y Nelsy Loango), dos investigadores en formacion de doctorado
(Jhon Carlos Castafio y Patricia Landazury) un docente de medio tiempo (Beatriz
Restrepo C) y tres jovenes investigadores (estudiantes de pregrado realizando trabajos de

grado con el grupo). Siendo el director Jhon Carlos Castafio Osorio.



El grupo a nivel regional (eje cafetero) representa uno de los desarrollos consolidados mas
importantes en investigacion biomédica. Este cuenta con el personal con mayor nivel en
formacion, experiencia y productividad cientifica, en el departamento y la region, en el area
del estudio de las enfermedades infecciosas y la medicina tropical. A finales del presente

afo, dos de sus integrantes terminaran su nivel de doctorado.

Los temas de investigacion del CIBM corresponden a tematicas identificadas como las de
mayor impacto sobre el bienestar humano en Colombia. La fortaleza mayor de esta
propuesta es que las soluciones que se obtengan con los trabajos de investigacion
desarrollados por los estudiantes de la maestria serdn soluciones universales por
definicién, pues se basan en el método cientifico.

12. Produccion de los Grupos en los Ultimos 5 Afios y Proyectos en Curso

1. MontoyaMT, Gémez Marin JE, Loango N, Castafio JC, Marx C, Foudrinier F, Aubert
D, Bonhomme A, Pinon JM. Utilidad de dos pruebas serologicas para IgA humana
antitoxoplasma como pruebas de referencia para toxoplasmosis materna reciente. Acta
Médica Colombiana 23:275-282; 1998

2. GoOmez Marin JE, Montoya MT, Castafio JC, Alvarado F, Dugue AM, Chemla C,
Aubert D, Bonhomme A, Pinon JM. Frequency of specific anti-Toxoplasma gondii

IgM, IgA and IgE in Colombian patients with acute and chronic ocular toxoplasmosis.
Mem Inst Oswaldo Cruz 95 (1): 89-94; 2000

3. Goémez-Marin JE, Castafio JC, Montoya-Londofio MT, Loango N, Lépez C,
Sarmiento MC, Navarro L, Alvarado F. Toxoplasmosis congénita en Colombia:

Andlisis clinico y de laboratorio en 27 casos. Pediatria 35: 52-57; 2000



. Gomez JE, Corredor A, Murcia M, Lopez MC, Alvarado F, Anzola A, Saravia J.
Valor diagnostico de la medicion de IgG, IgM e IgA anti-Toxoplasma en pacientes
infectados por VIH. Infectio 4: 4-10; 2000

. Castafio Osorio JC, Marcet Sanchez R, Cox lraola R, Sarracent Perez J.
Inhibicion de la invasion y multiplicacion de T. gondii en células epiteliales de
colon humano por un anticuerpo monoclonal contra la proteina SAG2. Revista
Cubana de Medicina Tropical.2001; 53(3):161-9.

. Castafio Osorio JC, Sarracent Perez J. La inmunizacion intranasal de ratones
con la proteina SAG2 de Toxoplasma gondii asociada con toxina colérica
reduce la formacion de quistes cerebrales después de la infeccidén con la cepa
76K de T. gondii. Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2002;21:35-
45.

. Marcet R., | Méndez, Castaiio J.C., Otero O., Lastre M., Pérez O. y
Sarracent. J. Obtencién de Anticuerpos Monoclonales contra IgA secretora

humana. Revista de Medicina Tropical.1999 Vol.51 pag 33-37.

. Gomez-Marin J E, Montoya-de Londofio MT, Castafio Osorio JC, Alvarado-
Heine F, Duque AM, Chemla C, Aubert D, Bonhomme A, Pinon JM.
Frequency of specific anti-Toxoplasma gondii IgM, IgA and IgE in Colombian
patients with acute and chronic ocular toxoplasmosis. Memdrias_do Instituto
Oswaldo Cruz.2000, 95: 89-94.

. Gbmez JE, Montoya MT and Castafio JC. A Maternal Screening Program for

Congenital Toxoplasmosis in Quindio, Colombia and Aplication of Mathematical
Models to Estimate Incidences Using Age — Stratified Data. Am J Trop Med Hyg. 1997;

57: 180-86.



13. Proyectos en curso

1. La educacion en salud en el control de la ascariosis intestinal en familias que habitan

los asentamientos temporales de la ciudad de Armenia

2. Caracterizacion por la técnica RFLP del gen SAG2 de aislados colombianos de

Toxoplasma



14. Cronograma de Actividades:

Actividad

Primer Semestre

Segundo Semestre

Tercer Semestre

7(8]9]10

11

12

13 |14 [15 | 16

17

18

Compra de Reactivos

Produccién de Bacterias

Inmunizacion de animales

Recoleccion de muestras

Estandarizacion ensayos de
ELISA y RT-PCR

Determinacién de anticuerpos
especificos en suero y saliva
mediante ELISA

Cuantificacion de Citoquinas
por RT-PCR

Reto de animales con quistes

de la cepa 76K por via oral

Determinacién de grado de
competencia conferida por la

inmunizacién

Analisis de resultados

Elaboraciéon Informe

Presentacion de resultados

Publicacién

Informe final




TABLA 1. PRESUPUESTO GENERAL

RUBROS
VALORES
EFECTIVO ESPECIE/
RECURRENTE
PERSONAL 2590 14100
EQUIPO Compra 4000
Arriendo
Uso
Termociclador 12000
Sala de cultivo (camara de flujo laminar, 50000
incubadora, microscopio invertido).
Congeladores 20000
Lector de ELISA 10000
8000
Equipos de Electroforesis
SOFTWARE
MATERIALES E INSUMOS 22.000
SERVICIOS TECNICOS
BIBLIOGRAFIA
VIAJES 2000
SALIDASDE CAMPO
OTROS (ADECUACIONES FISICAS)
TOTAL 30590 114100




Rubros | semestre Il semestre Il semestre
Personal 830 880 880
Equipos 4000
Software
Materiales e insumos 12000 5000 5000
Servicios Tecnicos
Bibliografia
Viajes 500 1500
Salidas de campo
Otros(adecuaciones fisicas)

Total 17330 5880 7380




SOFTWARE QUE SE PLANEA ADQUIRIR /(Miles de pesos)

DESCRIPCION Justificacion de uso Valor Cantidad Valor total
dentro del proyecto
MATERIALES E INSUMOS (Miles de pesos)
DESCRIPCION Justificacion de uso Valor cantidad Valor total
dentro del proyecto unitario
Anticuerpos monoclonales anti IgG1, Se requieren para la 1000 4 4000
lgG2a, IgG2b, IgG3. determinacion de la
Sustratos enzimaticos para ELISA respuesta inmune
Kit de extraccion ARN, kit RT- Son necesarios para la 14000
PCR,secuencias de INF gamma, IL4, |realizacion de la
AcM anti CD3, CD4, CD30 marcados | citometria de flujo, PCR.
con fluorocromos, tampones.




Material Plastico: Puntas, viales, tubos | Se requieren para las 2000 2000

para PCR, Placas de ELISA. diferentes fases del
proyecto
20000
DESCRIPCION DE GASTOS DE PERSONAL (Miles de pesos)
Nombres y apellidos titulo Funcion enel| Dedicacion N°de Valor
proyecto horas/semana| meses total
Basica posgrado
Jhon Carlos Castafio Medico PhD Investigador 10 18 7560
principal
Alejandra Maria Giraldo Bidloga Co- 20 18 4230
investigador
Estudiante Joven 17 18
Investigador
Estudiante Auxiliar de 300/semestre 18 2590
Investigacién
TOTAL 14380




EQUIPOS QUE SE PLANEA ADQUIRIR
DESCRIPCION JUSTIFICACION DE USO VALOR | CANTIDAD | VALOR
DENTRO DEL PROYECTO | UNITARIO TOTAL
Jaulas, bebederos Mantenimiento de ratones 1000
Equipos de aire acondicionado Adecuacion cuarto de cultivo 2000
Micro pipetas Trabajo de Elisas 1000
TOTAL 4000
DESCRIPCION DE VIAJES (Miles de pesos)
lugar justificacion Costo pasaje | Costo estadia por N° de dias Valor total
por persona persona
INAS. Bogota Realizacion de 50 450 10 500
Citometria de flujo
Ciudad Congreso para 700 800 4 1500
Colombiana presentacion de
resultados
750 1250 2000




