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RESUMEN 

Toxop/asma gondii es un parásito intracelular obligado que puede 
infectar las células nucleadas de la mayorfa de los mamfferos y aves, 
causando en ocasiones una patologla severa. La primoinfección durante el 
embarazo puede resultar en aborto o en defectos para el feto, mientras que 
en pacientes con SIDA, representa uno de los patógenos oportunistas más 
importantes. 

La vacunación contra T. gondii se ha considerado como una de las 
principales opciones para controlar la enfermedad. Para lograr esto, sin 
embargo, se necesitan primero conocer los mecanismos por los cuales el 
sistema inmunológico reconoce y controla al parásito en un individuo 
infectado. 

Se sabe que la respuesta inmunológica contra el parásito es tanto de 
tipo humoral como celular. Se conoce también que los linfocitos, el lnteñerón­
gama y otras linfocinas, están involucrados en la protección contra la 
enfermedad. Sin embargo, hasta la fecha todavla no existe una vacuna 
eficiente contra el parásito. 

Son varios los antfgenos de T. gondii que se han estudiado con la 
finalidad de elaborar una vacuna. Entre algunos de ellos se encuentra la 
protefna de 54 kDa (ROP2) que se encuentra en los organelos del parásito 
llamados roptrias. Se ha observado que esta proteina tiene una función 
importante en el mecanismo de invasión del parásito a la célula del 
hospedero, además de que, de acuerdo a estudios, tiene potencial 
inmunogénico al inducir la producción de anticuerpos protectores clase lgG 
en el hospedero y estimular una clona de linfocitos T obtenida de un individuo 
inmune que es productora de interferón gama. Sin embargo, aún faltan por 
realizarse estudios que permitan evaluar esta proteina como un candidato a 
vacuna contra la toxoplasmosis. 

Considerando lo anterior, el presente trabajo describe una 
metodologia que permite aislar la proteina nativa ROP2 de Toxop/asma 
gondii a partir de una suspensión de taquizoitos, empleando la técnica de 
cromatografía de afinidad y un anticuerpo monoclonal especifico para ROP2. 

X 



La primera parte del trabajo hace referencia a la patología, ciclo de 
vida y mecanismo de invasión del parásito, así como a algunos estudios de 
tipo inmunológico relacionados con sus proteínas. La segunda parte del texto 
describe la metodología que se empleó para purificar la proteina de interés y 
muestra los resultados obtenidos y la discusión de los mismos. En esta 
segunda parte, la pureza de la proteína obtenida queda demostrada y se 
determina el rendimiento del proceso de purificación. 
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INTRODUCCION 

1. TOXOPLASMA GONDll 

1.1. PATOLOGIA 

Toxoplasma gondil es un parásito Intracelular obligado que infecta las 

células nucleadas de aves y mamfferos. El nombre Toxoplasma {toxo = arco, 
plasma= forma) deriva de fa forma en que el parásito tiene bajo el 

microscopio {Figura 1 ). Fue observado por primera vez por Nlcolle y 
Manceaux en 1908 en el roedor Ctenodacty/us gondi. T. gondii ha sido 
siempre reconocido como un protozoario y su clasificación actual es fa 

siguiente: 
Filo: Aplcomplexa 

Clase: Sporozoea 
Subclase: Coccidia 

Orden: Eucoccidiorida 
Suborden: Eimeriorina 

Familia: Sarcocystidae 

En 1923, Jankú fue el primero en describir la presencia de organismos 

similares a T. gondii en la retina de un niño hidrocefálico. Sin embargo, el 

papel de Toxoplasma gondii como patógeno en el humano no fue reconocido 
sino hasta 1937, cuando Wolf y Cowen (1937) reportaron un caso confirmado 

de toxoplasmosis congénita. Cinco años más tarde, Sabin caracterizarla los 
aspectos cllnico-parasitológicos de la toxoplasmosis congénita en el hombre 

y en 1948, el desarrollo de la prueba de Sabin y Feldman contribuirla de 

manera importante al conocimiento de la infección. Fue en 1965 cuando se 

corroboró que la infección podla ser adquirida mediante la ingestión de carne 
cruda o mal cocida y en ese mismo año Hutchison describió por primera vez 
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una de las formas resistentes del parásito en heces de felinos. Finalmente, 

en 1970 se conoció el ciclo de vida completo de T. gondi/ cuando se observó 
que el ciclo sexual del parásito se llevaba a cabo en el intestino delgado del 
gato. Actualmente se sabe que la infección por T. gondii depende de la 
Interacción entre factores propios del parásito y del hospedero, y que, por lo 

tanto, la toxoplasmosis humana muestra una patologia diversa. 

R.utículu 1t1ltlopWtu11Ku 
Grinula denco ApH•to lltJ GohJ• 

/ Aptcopl•sto 

ap1ul 

Mdncnn1lr1.t 

Figura 1 . Esquema del taquizoito de T. gondi1. El taquizoito se observa al microscopio 

generalmente en forma de media luna y mide aproximadamente 2 X 6 µm. Su extremo 

anterior es conoidal y su extremo posterior es redondeado. Consta de una cubierta externa 

llamada peliculo. así como de un complejo apical conformado por un anillo polar, un conoide, 

roptrias, micronemas y microtúbulos subpeliculares. También posee retlculo endoplásmico, 

aparato de Golgi, retlculo endoplásmico rugoso. ribosomas, gránulos densos, una 

mitocondria, un apicoplasto de 4 membranas y un núcleo bien definido (Ajioka et al., 2001 ). 

La infección con T. gondii puede ser adquirida en forma congénita o 
después del nacimiento. En individuos saludables, la infección es por lo 

general clinicamente asintomática e indefinidamente latente, siempre y 

cuando, el individuo sea inmunocompetente. En algunos de estos individuos 

es posible observar linfoadenitis que, por lo general, desaparece en cuestión 

de semanas. Durante la fase crónica, se puede detectar la presencia de 



anticuerpos en los enfermos, quienes pueden albergar de por vida quistes 

en diferentes tejidos {Oarcy et al., 1988). La infección congénita ocurre 

solamente cuando una mujer sufre una primoinfección durante el embarazo y 

la gravedad de la enfermedad dependerá de la etapa de éste. La transmisión 

transplacentaria puede dar lugar a malformaciones neonatales e incluso 

provocar el aborto (Remington, 1982). Cuando la enfermedad no es muy 

grave, el niño puede presentar ligera pérdida de la visión. Sin embargo, los 

niños con toxoplasmosis grave presentan retinocoroiditis, hidrocefalia, 

convulsiones y calcificación intracerebral. 

T. gondii es reconocido como uno de los patógenos oportunistas más 

importantes en pacientes con SIDA. En personas inmunosuprimidas, la 

ruptura de los quistes que se encuentran en los tejidos de individuos que han 

tenido una infección primaria, con la consecuente liberación de formas 

proliferativas, puede causar neumon!a, encefalitis e infección generalizada, 

que ocasionan a veces la muerte. 

Se estima que dependiendo de la región geográfica, entre 0.5 y 6.5 de 

cada 1000 niños recién nacidos padecen de toxoplasmosis congénita 

{Koskiniemi et al., 1989) y entre 5 y 30 % de los pacientes con SIDA 

desarrollan encefalitis toxoplásmica {McCabe y Remington, 1988). En ambos 

casos los tratamientos existentes no son satisfactorios. En los Estados 

Unidos y en el Reino Unido se estima que entre el 16 y el 40 % de sus 

habitantes están infectados mientras que en América Central, Sudamérica y 

Europa se estima un nivel de infección del 30% al 50% {Remington et al., 

1970). Una encuesta seroepidemiológica realizada en la República Mexicana 

indicó una seroprevalencia promedio del 32% y mostró niveles 

particularmente altos (60-70%) en la región costera {Colima, Nayarit, 

Campeche, Tabasco, Veracruz). Además, se registró un alto Indice de 

infección en la etapa reproductiva de la mujer {Velasco-Castrejón y col., 

1992). 
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1. 2. CICLO DE VIDA 

El ciclo de vida de Toxoplasma gondli incluye los . ciclos sexual y 

asexual para su proliferación y transmisión. El ciclo sexual se lleva a cabo 
exclusivamente en las células del Intestino delgado de muchos de los 
miembros de la familia Felidae, comúnmente conocidos como felinos, 
mientras que el ciclo asexual se lleva a cabo en las células nucleadas de 
aves y mamfferos. 
Figura 2. Ciclo de vida de Toxop/asma gondii (Dubey, 1993) 

FETO 
INFECTADO 

1.0oquiste no esporulado presente en heces del gato 

2.Transformación a ooquiste esporulado con 8 esporozoitos 

3.lngestión de ooquistes esporulados presentes en comida, agua o 
tierra por hospederos intermediarios 

4.lngestión de quistes con bradizoitos por el hospedero definitivo 

5.lngestión de quistes con bradizoitos presentes en carne infectada 
6.Taquizoitos transmitidos a través de la placenta 
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Después de Ja ingestión de Jos quistes tisulares con bradizoitos por el 

gato u hospedero definitivo, el parásito invade Jos enterocitos donde se divide 
varias veces para diferenciarse y dar lugar a los microgametos y 
macrogametos (Freyre et al., 1989). Los gametos se funden entonces para 
formar un cigoto u ooquiste que es liberado en las heces fecales del gato. El 

ooqulste, en condiciones adecuadas de humedad y temperatura, sufre un 
proceso de meiosis produciendo un total de 8 esporozoitos con capacidad 
Infecciosa, que son resistentes y pueden persistir por meses en el ambiente 

adecuado. 

De manera similar, después de la ingestión de los esporozoitos o 

bradizoitos por el hospedero intermediario, éstos se diferencian en 
taquizoitos en el intestino delgado, que es Ja forma del parásito que tiene la 

capacidad de multiplicarse rápidamente y que es responsable de la Infección 

aguda (Carruthers, 2002). Durante esta etapa puede ocurrir la transmisión 
congénita hacia el feto en desarrollo. Los taquizoitos, a pesar de ser también 

infecciosos, no son tan resistentes a las secreciones gástricas. Por ello, a 

diferencia de los bradizoitos y ooquistes, tienen una menor capacidad 

infectiva cuando son ingeridos (Weiss y Kim, 2000). 

En muchos de los hospederos intermediarios, después de Ja infección 

aguda, puede desarrollarse la etapa crónica de la enfermedad cuando el 

taquizoito se transforma en bradizoito, el cual se caracteriza por multiplicarse 

más lentamente formando quistes tisulares, los cuales permanecen de por 

vida en el organismo. Generalmente estos quistes son controlados por el 

sistema inmunológico del hospedero y solamente se reactivan en individuos 
inmunosuprimidos (Wong y Remington, 1993). 

La ingestión de quistes tisulares presentes en carne cruda o mal 
cocida, puede dar lugar a la infección y a la propagación indefinida del 

parásito por reproducción asexual en el hospedero intermediario, mientras 

que en el hospedero definitivo marca el inicio de su ciclo sexual. 

n"7°''H'' f'1f"''11T .· r ... , _ ..... ;' !·¡. 



1.2.1. CICLO SEXUAL 

El ciclo sexual comienza.con la Ingestión por un felino de quistes con 
bradlzoltos. Estos se encuentran generalmente en tejidos de hospederos 

Intermediarios lnfec.tados. También se ha observado que el ciclo sexual 
puede iniciarse· con la Ingestión de taqulzoltos u ooqulstes pero en menor 

frecuencia. 

Una vez que el felino ha Ingerido el quiste, enzimas proteolítlcas 
digieren la pared qufstica a nivel de estómago e intestino delgado. Cuando 

esto ocurre, los bradizoftos liberados penetran a las células epiteliales del 
Intestino delgado iniciándose el desarrollo de 5 diferentes tipos de T. gondii 
antes de que comience la gametogonia (Dubey, 1993). Estos van del tipo A 

al E y se les denomina tipos en vez de generaciones debido a que existen 
diversas generaciones dentro de un mismo tipo de T. gondii. A pesar de que 

aún no ha sido determinado, se piensa que probablemente los merozoitos 
liberados por Jos merontes tipos D y E inician la formación de Jos gametos. 

El gameto femenino es subesférico mientras que Jos gametos 

masculinos tienen forma elipsoidal u ovoide. Cuando la microgametogénesis 
se lleva a cabo, el núcleo del gameto masculino se divide para producir de 1 O 

a 21 núcleos (Dubey y Frenkel, 1972). Los microgametos consisten 

principalmente de material nuclear y cada uno es un organismo biflagelado. 

La fecundación se realiza cuando los microgametos nadan hacia un 

macrogameto maduro y Jo penetran, produciéndose el cigoto que queda 
envuelto en una rlgida membrana qulstica dando Jugar al ooquiste. 

El ooquiste es pequeño y redondo (10-12 µm de diámetro) y se 
encuentra rodeado por una pared doble que le brinda resistencia. Una vez 

maduros, los ooquistes son liberados en el lumen intestinal por la ruptura de 

las células entero epiteliales y son arrojados en las heces como ooquistes no 
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esporulados. Cada ooquiste contiene una masa de citoplasma Y 
nucleoplasma denominada esporonte. Después de 2 ó 3 dlas, con la 
temperatura y aeración adecuadas, el ooquiste no infeccioso esporula y el 
esporonte se divide en dos masas redondas llamadas esporoblastos que al 

elongarse y diferenciarse forman dos esporoquistes. Dentro de cada 

esporoquiste se desarrollan 4 esporozoitos (Dubey et al., 1998). Es en este 
momento cuando el ooquiste se torna altamente infeccioso ya que puede 

permanecer viable en la tierra por varios meses y ser ingerido por un 
hospedero intermediario. Una vez que el ooquiste es digerido por el 

hospedero intermediario, los esporozoitos son liberados e infectan el epitelio 

intestinal del hospedero para dar lugar al ciclo asexual del parásito. 

1.2.2. CICLO ASEXUAL 

Cuando un hospedero ingiere ooquistes o quistes tisulares, 

respectivamente los esporozoitos o los bradizoitos invaden las células del 
hospedero y se diferencian en taquizoitos. Estos a su vez comienzan a 

dividirse dentro de la célula por endodiogenia, un proceso de reproducción 

asexual similar a la fisión binaria, donde dos nuevos parásitos se forman en 

el interior del parásito original (Hu et al .. 2002). Al irse incrementando el 

número de parásitos dentro de la célula, ésta estalla y se liberan nuevos 

taquizoilos que tienen la capacidad de infectar a células adyacentes. Muchos 

de estos taquizoitos son eliminados por la respuesta inmunológica. Sin 

embargo, aproximadamente 7 días después de una infección sistémica por 

taquizoitos, se desarrollan quistes con bradizoitos en diversos tejidos, 

principalmente en el sistema nervioso central y en los músculos (Gagne, 

2001) donde pueden permanecer de por vida, aunque también pueden 

desarrollarse en órganos viscerales como pulmones, hígado y riñones. 

Los bradizoitos miden 7 X 1.5 µm (Mehlhorn and Frenkel, 1980) y 
tienen forma de media luna. Estos se multiplican lentamente dentro de un 
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quiste tisular, el cual es un conjunto de bradlzoitos rodeados por una pared 
bien definida que se desarrolla dentro de la célula Infectada. La pared del 
quiste tisular es elástica y delgada (< 0.5 mm) y envuelve a cientos de 
bradlzoitos que son muy similares a los taqulzoltos, con la excepción de que 
los primeros son más delgados, contienen gránulos de carbohldratos y son 

menos susceptibles a la destrucción por enzimas proteolíticas (McLeod et al., 
1991 ). La membrana de estos quistes sufre una rápida degradación a un pH 
ácido en presencia de secreciones gástricas y, en caso de ser ingeridos por 
otro hospedero intermediario, los bradizoitos se transformarán nuevamente 
en taquizoitos a nivel del epitelio del intestino delgado. 

Se ha observado que los quistes tisulares crecen y permanecen 
dentro de la célula conforme los bradlzoitos que se encuentran en su Interior 

se van dividiendo por endodiogenla (Ferguson & Hutchlson, 1987). Los 
quistes varían de tamaño de acuerdo al número de bradizoitos que 
contienen. Los quistes jóvenes pueden medir 5 µm y contener de 2 a 4 

bradlzoítos, mientras que los más maduros pueden medir 50-70 µm y 
contener de 1000 a 2000 microorganismos. 

1.3. MECANISMO DE INVASION 

Aunque la mayor parte de los estudios se han llevado a cabo con 
taqulzoitos, actualmente se ha determinado que los tres estadios de T. gondii 

tienen la capacidad de invadir activamente las células del hospedero (Tilley 

et al., 1997; Sasono y Smith, 1998; Kappe et al., 1999). El mecanismo de 

Invasión del parásito fue tema de controversia por mucho tiempo y mientras 

algunos investigadores creían que T. gondii era fagocitado por las células del 

hospedero, otros pensaban que era el propio parásito quien efectuaba la 
penetración celular. Recientes datos enfatizan el importante papel que juega 

el parásito durante la invasión, y más especlficamente, los organelos 
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secretores que se encuentran en su parte apical (Blackman y Bannister, 

2001 ). 

La invasión a la célula se realiza en un lapso de 15 a 30 segundos 

(Morisaki, et al., 1995; Schwartzman y Saffer, 1992). Al momento de penetrar 
activamente a la célula del hospedero, T. gondii da lugar a la formación de 
una estructura membranosa conocida como vacuola parasitófora que rodea 

al parásito entrante y dentro de la cual el taquizoito se multiplica rápidamente 
(Pfefferkorn, 1990), evadiendo así la fusión con los organelos de la cascada 

endocítica de la célula hospedera (Sinai y Joiner, 1997). Una vez dentro, el 

parásito modifica el espacio vacuolar recién formado produciendo una red 

membranosa intravacuolar y secretando diferentes proteinas, asegurando asl 
su permanencia dentro de la célula (Sibley y Krahenbuhl, 1988; Sibley et al., 

1986; Achbarou et al., 1991; Leriche y Dubremetz, 1990). 

Las evidencias indican que la penetración a la célula del hospedero 

se facilita gracias a la unión del conoide y al movimiento en espiral que 

realiza el microorganismo al momento de la invasión, asl como a la secreción 

de factores provenientes de los organelos que se encuentran en su parte 
anterior entre los que se encuentran las micronemas, las roptrias y los 

gránulos densos, característicos de los parásitos apicomplejos intracelulares 

(Sam-Yellowe, 1996). Actualmente se sabe que las secreciones de las 

micronemas de T. gondii son empleadas por el parásito para reconocer y 

unirse a la célula del hospedero; las de las roptrias para formar la vacuola 

parasitófora y las de los gránulos densos para convertir a la vacuola en un 

compartimento metabólicamente activo (Dubremetz et al., 1998). 

El mecanismo por el cual se forma la vacuola parasitófora y el origen 

del material que se incorpora a su membrana aún no están completamente 
definidos. Las observaciones sugieren que el parásito al momento de 

penetrar la célula, mediante un proceso de selección poco conocido, va 

sustrayendo llpidos de la membrana celular del hospedero así como cierto 
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tipo de protelnas, para formar la naciente membrana de la vacuola 

parasitófora (Mordue et al., 1999). 

Por otra parte se ha observado que, una vez que el parásito se 

encuentra dentro de la vacuola parasitófora, tanto las secreciones de las 
roptrias (Perkins, 1992) como de los gránulos densos (Ossorio, et al., 1994), 
modifican bioqulmicamente el ambiente intravacuolar favoreciendo el 

desarrollo del microorganismo dentro de la misma. Estudios indican que las 

roptrias descargan diferentes proteinas durante la invasión y que éstas 
aparecen asociadas a la membrana de la vacuola parasitófora 
Inmediatamente después de que la penetración se ha llevado a cabo (Saffer 

et al., 1992). 

Dado que la vacuola rodea al parásito durante su estancia en la célula 

hospedera, se cree que ésta regula el intercambio de nutrientes y metabolitos 
entre el parásito y la célula del hospedero. Lo anterior se apoya en estudios 

(Schwab et al., 1994) que han demostrado que la vacuola parasitófora 

funciona como un filtro que permite la libre difusión bidireccional de pequeñas 
moléculas cargadas y no cargadas. entre el citoplasma de la célula del 

hospedero y el espacio vacuolar, mediante poros o canales. 

1.4. PROTEINAS DE LAS ROPTRIAS 

El análisis del contenido proteico de las roptrias de T. gondii Indica la 

existencia de una compleja mezcla de polipéptidos, la mayoria de los cuales 
han demostrado ser inmunogénicos (Perkins, 1992). 

Dado que diferentes estudios sugieren que las roptrias y su contenido 
juegan un papel primordial en el mecanismo de invasión de los parásitos 

apicomplejos, algunos investigadores se han interesado en detectar e 

Identificar, mediante el uso de anticuerpos monoclonales, las proteínas 
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contenidas en las roptrias de algunos de ellos (Schwartzman y Krug, 1989). 

Los resultados indican que el contenido proteico de las roptrias en estos 
parásitos es muy complejo. Por ejemplo, tanto en T. gondli como en P. 
fa/ciparum, se han identificado de 12 a 15 proteinas de importancia que son 
diferentes entre si y que son exclusivas para cada género (Perkins, 1992; 

Leriche y Dubremetz, 1991 ). 

Una de las protelnas de roptrias de T. gondii que más se ha estudiado 
es la proteina de 60 kDa ROP1 o PEF (factor que facilita la penetración) 

(Schwartzman, 1986), la cual ya ha sido clonada y secuenciada (Ossorio et 
al., 1992) y que consiste en un polipéptido hidrofílico que tiene la capacidad 

de unirse a otras moléculas y de asociarse a la membrana de la vacuola 

parasitófora al momento de la invasión {Saffer, et al., 1992). A pesar de que 

su estudio ha servido para entender el procesamiento que sufren las 
protelnas de roptrias para alcanzar su madurez y su localización en estos 

organelos, su función precisa aún se desconoce (Bradley y Boothroyd, 2001 ). 

Otra protelna que también ha despertado interés, sobre todo a nivel 

inmunológico, es la proteína ROP2 de 54 kDa de T. gondii, la cual es 

considerada una proteína integral de membrana, tanto a nivel de roptrias en 

taquizoitos extracelulares, como a nivel de vacuola parasitófora en 

taquizoitos intracelulares. Los estudios revelan que una vez que es excretada 

por el parásito y que pasa a formar parte de la membrana de la vacuola 
parasitófora, ROP2 queda expuesta hacia el citosol de la célula hospedera 

donde se une a las mitocondrias y retículo endoplásmico de ésta, mediante 

una secuencia consenso presente en su extremo amino terminal (Sinai y 

Joiner, 2001 ). Se deduce que la asociación de ROP2 con estas membranas 

es muy estable dado que la proteína solamente puede extraerse utilizando un 

detergente y concentraciones de sales bajas en un medio con pH ácido 
{Beckers et al., 1994 ). 
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Además de las anteriores, se han podido Identificar otras protelnas de 
roptrias en T. gondll que han sido menos investigadas. Entre ellas se 
encuentran la protelna ROP3 de 59 kDa (Sadak et al., 1988); la protelna 
ROP4 de 60 kDa (Sadak et al., 1988); la protelna ROP5 de 59.5 kDa (Leriche 
y Dubremetz, 1991) y la protelna ROP6 de 42 kDa (Dubremetz et al., 1987). 

Las observaciones indican que probablemente las protelnas ROP2, ROP3 y 
ROP4 conforman una famllia debido a que tienen propiedades flsicas 

similares como su punto lsoeléctrico básico y su estado de oligomerizaclón, 
además de que existen anticuerpos monoclonales que presentan reacción 

cruzada con las tres (Leriche y Dubremetz, 1991 ). 

Protelnas de roptrias de Toxop/asma gondii 

ROP1 
ROP2 
ROP3 

ROP4 
ROP5 
ROP6 

Masa molecular (kDa) 

68/60.5 

66/54 
66/59 
60 

59.5 
42 

Es conocido que numerosas protelnas, tanto en procariotes como en 

eucariotes, tienen que cruzar biomembranas para alcanzar su destino final 
dentro de la célula. Esto se logra gracias a las secuencias señal presentes en 

la proteína que son secuencias que contienen la información necesaria y 
suficiente para guiar una protelna a determinada membrana celular para 
iniciar su transporte transmembranal (translocación). Algunas de estas 

secuencias se localizan en el extremo amino terminal de la proteína y son 

escindidas durante o después del proceso de translocación por peptidasas 

especificas capaces de reconocer motivos estructurales en la proteína, más 
que secuencias lineares de aminoácidos (Muller, 1992). Otras de estas 

secuencias señal sin embargo, también pueden encontrarse en el extremo 

carboxilo terminal de la protelna. Tal es el caso por ejemplo de la presencia 

r•r\'-~ 
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de la secuencia YEQL en ROP2 la cual determina que esta protelna sea 

destinada finalmente a las roptrias del parásito (Hoppe et al., 2000). 

Considerando que se ha observado la presencia de secuencias señal 

en la estructura de todas las protelnas de roptrias estudiadas hasta el 
momento (Sam- Yellowe, 1996), se presume que éstas, al igual que otras 

protelnas de secreción en eucariotes, son inicialmente sintetizadas a nivel de 
los ribosomas para luego insertarse y translocarse en forma post-traduccional 

en el reticulo endoplásmico y ser destinadas al aparato de Golgi, que es el 

que se piensa da lugar a las roptrias por gemación (Perkins, 1992). A pesar 
de que aún no se ha encontrado homología o similitud en estas secuencias 

señal (que pudieran indicar la existencia de un patrón común para estas 
protelnas) se ha observado que algunas de ellas presentan secuencias 

repetitivas de aminoácidos o grupos de aminoácidos especificos como C, P, 
S, G, Y ó K (Sam-Yellowe, 1996). 

Por otra parte, se sabe que el paso final en la maduración de muchas 

protelnas involucra el procesamiento proteolitico de protelnas precursoras, 

donde diferentes proteasas cortan a los precursores en sitios específicos 

para producir proteínas biológicamente activas. Esta proteólisis limitada es la 
mayor modificación post traduccional que sufren muchas protelnas que 

incluyen, desde prohormonas y neuropéptidos, hasta precursores de 

protelnas de adhesión, factores de crecimiento, receptores, enzimas 

proteoliticas, giicoproteínas virales y toxinas bacterianas (Loh et al., 1993). 

Todas las protelnas de roptrias estudiadas hasta el momento se 

sintetizan a partir de precursores de mayor tamaño que se procesan para dar 

lugar a la forma madura de cada una de ellas (Sadak et al., 1988). En el caso 
de las proteínas de roptrias de P. falciparum se sabe que la proteína de 240 

kDa es procesada proteoliticamente a una proteína de 225 kDa (Roger et al., 

1988), que la de 110 kDa es procesada a una de 100 kDa (Sam-Yellowe et 

al., 1988) y que dos protelnas de 80 kDa son procesadas a productos de 66 
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kDa (Crewther et al., 1990). De manera similar, se ha observado que la 
protelna ROP2 de 66 kDa de T. gondli es procesada proteoliticamente a una 
protelna de· 55 kDa y que la protelna ROP4 de 68 kDa es procesada a un 

producto de 60 kDa (Sadak et al., 1988). En cada caso, se ha demostrado 
que el procesamiento ocurre después de la slntesis proteica. 

Una de las protelnas que más se ha estudiado en este sentido es la 
protelna ROP1 de T. gondii, la cual es procesada proteoliticamente a nivel de 

las roptrlas nacientes de parásitos en división (Soldati et al., 1998). Además, 
ha sido posible Identificar el sitio de procesamiento de ROP1 por 

espectrometrla de masas, y ha quedado definido que ROP1 es sintetizada 
como una pre-pro-protelna que sufre un procesamiento proteolltico en el 
extremo amino terminal, donde es eliminada la secuencia señal (pre­

secuencia) asl como la pro-secuencia, para dar lugar a la forma madura. El 
sitio de corte de la pro-secuencia se encontró entre la posición 83 (ácido 

glutámlco) y la posición 84 (alanina) de la secuencia de ROP1 (Bradley y 

Boothroyd, 1999). 

En cuanto a ROP2 actualmente se conoce la secuencia completa del 
gen que codifica el precursor de la protelna cuyo peso molecular calculado 

es de 64 kDa (Beckers et al., 1994). El gen codifica para un polipéptido de 

561 aminoácidos cuya estructura general está constituida por 25 
aminoácidos que conforman la secuencia señal o pre-secuencia, por 

aminoácidos (que constituyen el cuerpo principal de la proteína) los cuales 
incluyen una secuencia señal para mitocondrias (Sinai y Joiner, 2001) y una 

región hidrofóbica, ubicada entre los aminoácidos 466 y 486 (muy 

probablemente transmembranal) y por un dominio con carga en el extremo 
carboxilo terminal. Como ya se mencionó, se sabe que la proteina precursora 

sufre procesamientos post-traduccionales que consisten en la pérdida de la 

secuencia señal en el extremo amino terminal y en la eliminación de 
aminoácidos adicionales para producir la proteína madura de 54 kDa 

(Beckers et al., 1994). Sin embargo, aún no se ha determinado cuáles son 
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los aminoácidos que corresponden a la pro secuencia de la proteina cuya 
eliminación da lugar a la forma madura de la proteina. Existe sin embargo el 
antecedente de que la secuencia del precursor de ROP2, contiene el 
dipéptido que se ha reportado para la secuencia de ROP1 como el sitio de 
procesamiento de esta proteina (Bradley y Boothroyd, 1999). En el caso de 

ROP2, el sitio de procesamiento podria encontrarse en el extremo amino 
terminal de la secuencia del precursor, entre la posición 87 (ácido glutámico) 

y la 88 (alanina), lo cual darla una proteína madura de aproximadamente 54 
kDa, aunque esto todavia tendria que comprobarse (Figura 3). 
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361 TITCAGAAOA1TCTCGCGJ\GMCTGTGGATGCCCTTGTCACATGTGJ\J\CGGTTGTTM'GTGTG1TACACATCTGCAACJ\TGGAAAACTGT 
M E N C 

451 GC'GTCGGTCAGATCATCGTCGTGTCTTATCTGGCTAGCTGCCGCATTCTTTGT'M'CGGCACTTGGCCACGTACAGCAAGGCGCTGGCGTT 

5 A S V R S S S C L I W L A A A F P V S At L G t H V O 0 G A G V 

541 GTGCGGCCTCGCCJ\CTGGCAGMCTCGGAAGCCGCTGTTAGTGTCCGGCCGCCGGGAGGCGCGTCCCCTAOACATTTCCACAGCCCAATT 

35 V R P R 11 W O N S E A A V S V R P P G G A S P R H F H S P I 

631 GAGCCAGTJ\GCATTTATTGATGGGGAGC/\CGTTGAAGACMGCATCGJ\GGCTCATGGCTGGAGCAGGAAGCGGCCG/,GGAAGTGACCCCC 

65 E P V A D G E H V E D K 11 G G S W L E 0 h~.;~A··1 A E E V T P 

721 TTAC'TGA.AC r. r.. r. CflT r.cr. r. l r GG AGG 

S r S A F R R L L R R L R f ~ R R G R 
811 ACAGGCGGATCAGATGGCGGAGGAGAACCACCGCAGACGCCTCGCCC'M'CCCTACCGACCCGACTGTTTCAGCATTTGCGGCGTGCGGCA 

125 ~ S D G G G E P P 0 T P R P S L P T R L F 0 H L R R A A 

901 GCAGCAATTCCCGCGGCGGCATCT AGATTCTTT AGGAGA TTTCGACGAGTCCAJ\GMCCTGTA TTCCCTCCCGACGAGTTTCCGGAGG/, T 

155 A A l P A A A S R F F R R F' R R V 0 E P V P P P O E F P E D 

991 GTCGACACGAACCCT A TGT ATTTCCGCGGT ACGGA TCCTGGAGACGTCGTCA TTGAGGAGCTGTTCM TCGT AT ACCGGtJJ\CMGCGT A 

185 V O T N P M 'i F R O T O P G O V V 1 E E L F N R I P E T S V 

1081 TGGJ\ATGAGMCGAACGCGTCCTGTCGMCGCCAACCATCTAGTGTCCACAGCATTGTGGCGTMTGAGCAGAGCTTCCGCGTGGAGTCG 

215 W N E N E R V L S N A N 11 L V S T A L W R N E 0 S F R V E S 

1 l 71 GAGCTGGGCGAGCGTCCAAGGACGCT AGTCAGAGGCCCAGTGCTCCGCGACGACGGCTCGT AT ATCTGTCTCt ;r,r,GCGl,CCGACCAGG/\r, 

245 E L G E R P R T L V R G P V L R D D G S Y Cl,EATDQF. 

1261 ACAGGAGMCCACTTGAGGTCCACGTTCCATATTTCACGG/J\CGr.CCGCCTTCCMCGCG/\TCAAGCAGTTGMJCGN.;C/\GGTGCTGCGC 

27~ T G E P L E V H V P i' F T E l< P P S N A 1 K 0 L S E Q V L R 

1351 CTACGC'ITGCTACGAGGCATCJ\Alv\ACCAGAGGCAAGCCMGGCGT/\TCTC/\GATTTATA'ITCCCCATCGATTTGl;TL;/\AGG/\CCC/Ji.J,G 

305 L R L L R G K N Q R Q A K A Y L R F 1 F P 1 D L \' K D P Y. 

14 4 1 AAMGGMGATGATCCGGGTTCGCTT AGATGAGAGGGAT ATGTGGGTCTTGAGCAG/\TTCTTTCTGT A TCCCC'G/..A TGC/\GJ\GT /..ArCTT 

335 K R K M 1 R V R L O E R O M W V L S R f F L 'i P R M O S N t_, 

l S) 1 CATATTCTTGGAG/\CC;TCCT ACTGAGTCA TTCCTCTJ\CA.CACAAGTCCCTCGTGCACCACGCTCGGTTGCAG\"TC 1\C ,-;.-:TTC/,c;:~-¡1-:;\ T;.. 

365 JI L G O V L L S H S S T H K S t. V H 11 /\ H ¡, (,) ¡, T L 0 L 

1621 AGGTTGGCCGCGAGTCTCCAGCACTATGGCCTTGTGCATGCCGATTTTCMGTCAGGJ\J\TATCCTGTTf\G,\r('f,GCGTGGTGr.2GTGTTT 

395 R L A A S L 0 11 Y G L V 11 A D ¡.· Q V R N I L L O Q R G G V F 

1711 TTGACC'GGCTTTGAACATCTGGTGCGAIJACGGCGCCt.GTGCGGTGTCr.CC'CATCC.GTCGAGGATTTGCCCCGCC'Gr./,r;r,cTAC1'\GCGGf,i1 

425 I, T G F E H 1~ V R D G A S A V S P I G R G F A P F. T T A E 

1801 CGAJ\TGCTCCCCTACCGCCAGCACCACCCMCGCTGf,TGACATTTCCGTTTGATACATGGACATTGr:GGTTGC~CGf,TCTACTGí1ATTTGrJ 

<I 55 R H L P Y R 0 H H P T L M T P F D T W T L G L A Y W W 

1891 TGCGCCGAT'ITGCCCAATACCGAGGACGCGGAGCTf,GGCGGMTTGMTGGA.TCTATCGACGCTGCMGAATATCCCACAGCCAGTCM1A 

<185 ~ o L p N T E D A E L G G 1 r; w I y R R e K N 1 p o p V R 

1981 GCTTTGCTI'GAGGGJ\TTCTTGCGATAC'TCGMAGAGGJ\TCGCC'TCCTCCCATTGC'AAGCC'ATGGAr.AC'TTCTGAGTACGAGC'AACTGCGC 

515 A L L E G F L P. 'i S K E D R L L P L 0 A M E T S E 1 '/ E Q L 1 R 

2071 ACAGAGCTATCAGCCGTTTTGCCCC'TGTATCAAACTGATGGAGAACCGGCATGAGAqGGTGGCGCGCCACtj/.TCGGGMCATCTCAGCCG 

~45 T E L S A V L P L Y 0 T D G E P A 

Figura 3. Secuencia del precursor de ROP2 (Beckers et al., 1994; Hoppe et al., 20QO; Slnal y Joiner, 2001). 

Secuencia do ADN y secuencia do aminoácidos pronosticada para el gen de ROP2. Las flechas Indican los 

sitios potenciales do corto do la secuencia do señal. El rectángulo gris oscuro Indica ol probable sitio de 

procesamiento de la protolna precursora entro la po~lclón 87 y 88. El rectángulo rayado Indica la secuencia 

señal para mltocondrias. La reglón que constituyo un probable domlnk> transmembranal está subrayada. El 

rectángulo cuadriculado Indica la secuencia YEQL. La reglón dentro del rectángulo Indica un pallndroma de 

14 nucleótldos con función desconocida. 
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1.5. ESTUDIOS INMUNOLOGICOS 

Desde su descubrimiento, Toxop/asma gondii ha sido tema de 

discusión para médicos, veterinarios y científicos. En los últimos 25 años se 
ha demostrado la importancia de la toxoplasmosis en el humano y 
particularmente, en embarazadas y en individuos inmunosuprimidos. Para los 
próximos 25 años se espera que el control de la enfermedad se alcance 
mediante la prevención de la infección y el buen manejo de los pacientes 

infectados. 

La vacunación, uno de los métodos preventivos más eficaces que se 
conoce contra las enfermedades infecciosas, debe considerarse como una 

de las principales opciones para controlar la enfermedad. Sin embargo, para 
diseñar una vacuna contra T. gondii, es necesario primero conocer los 
mecanismos por los cuales el parásito es reconocido y posteriormente 

controlado por el sistema inmunológico de un individuo infectado. 

Se sabe que la respuesta inmunológica contra T. gondii es tanto de 

tipo humoral como de tipo celular. La respuesta humoral rápida y la 
recuperación exitosa de la mayoria de los hospederos infectados con T. 

gondii indican que el parásito es altamente inmunogénico (Waldeland y 
Frenkel, 1983; McLeod et al., 1985). Sin embargo, el mecanismo exacto 

mediante el cual el organismo logra controlar la infección es aún 
desconocido. 

Diversos experimentos, tanto in vitro como in vivo, han demostrado 

que la respuesta inmunológica celular juega un papel muy importante en la 
protección contra el parásito (Frenkel, 1967; Nathan et al., 1984; Suzuki y 

Remington, 1988; Susuki et al., 1988, 1989; Gazzinelli et al., 1991; Saavedra 
y Herión, 1991 ). Se ha observado por ejemplo, que en pacientes con SIDA 

que albergan quistes tisulares de T. gondii, existe una marcada correlación 

entre la pérdida de células T CD4+ y la reactivación de la infección 

D." T . ;·. 
{1..,"\Li.i. ~ 

17 



(Dannemann et al., 1992). Por otra parte, en el modelo murino se ha 
demostrado que los linfocitos T CD4+ y CDS+ son importantes tanto en el 

control de la infección aguda como en la prevención de la reactivación de la 
infección crónica, ya que producen interferón-gama que es el mediador 
principal de resistencia contra el parásito (Gazzinelli et al., 1991; Gazzinelli et 

al., 1992; Suzuki et al., 1988, 1989, 1990; Khan et al., 1999). 

Una vacuna contra T. gondii serla muy valiosa y su desarrollo parece 

factible en vista de que la primoinfección con este parásito, induce en el 

hospedero una protección específica y de larga duración contra una 
reinfección posterior (Remington y Krahenbuhf, 1982). En modelos animales, 

por ejemplo, se han obtenido resultados alentadores empleando una vacuna 
atenuada constituida por una cepa mutante termosensible de T. gondii 

(mutante ts-4) (Waldeland y Frenkel, 1983). Sin embargo, dos obstáculos han 

impedido su uso en la población humana: En primer término, la vacuna 
representa un cierto nivel de riesgo dado el potencial de reversión y segundo, 

su conservación es limitada dado que está constituida por taquizoitos, un 

estadio del parásito con tiempo de vida muy corto en el medio extracelular. 
Por lo tanto, sería conveniente diseñar una vacuna más segura y más 

estable, como es el caso de una vacuna subunitaria, que está elaborada a 

partir de antlgenos definidos. Una vacuna de este tipo bien podrfa contener 

los antlgenos comunes a los diferentes estadios del parásito (Kasper et al., 
1984; Kasper, 1989). 

Diversos trabajos de tipo inmunológico han permitido la identificación 
de proteinas de interés para la elaboración de una vacuna contra T. gondii. 

Se ha observado, por ejemplo, que la inmunización de ratones con la 

protefna de la superficie del taquizoito SAG1(p30) induce una protección de 

casi 100% contra la infección aguda ocasionada por una cepa virulenta y una 

protección aparente de 100% contra el desarrollo de quistes intracerebrales 

(Bulow y Boothroyd, 1991; Khan et al., 1991 ). También se ha demostrado 

que después de inmunizar ratones con un plásmido que codifica parte de la 
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secuencia de esta protelna, la cual es expresada por las células del 
hospedero, se obtiene una protección de 80-100% contra una cepa virulenta 
del parásito, la cual es mayor que la obtenida si se Inmuniza con la forma 
recomblnante de la protelna (Nielsen et al., 1999). 

Por otra parte, después de identificar en una biblioteca de ADNc de T. 

gondii una clona de ADNc que codifica para la proteina de roptrias ROP2 
(Saavedra et al., 1991; Herión et al., 1993) que se encuentra en los tres 
estadios del parásito, se observó que la forma recombinante de la protelna 

tiene la capacidad de estimular in vitro y de manera especifica, a una clona 
de linfocitos T obtenida a partir de un individuo naturalmente infectado e 
inmune que es productora de altos niveles de IFN-gama e interleucina-2. 

Además, se encontró que el epltope definido por esta clona T, presente en la 
protelna de 54 kDa, se encuentra de manera conservada en diferentes cepas 

de T. gondii (tanto virulentas como no virulentas) y es reconocido en el 
contexto del MHC 11 DPw4, el cual es un alelo muy común en la población 

caucásica (Saavedra et al., 1991; Sánchez-Pérez y Shaw, 1986). 

Asimismo, mediante algoritmos de predicción, ha sido posible 
identificar otros epltopes en ROP2 para células T, que tienen la capacidad de 

reestimular células mononucleares de sangre periférica en un alto porcentaje 

de individuos inmunes (Saavedra et al., 1996). Además, empleando diversas 

formas recombinantes de ROP2, se ha demostrado que la proteína contiene 
epltopes para células B y que más del 85 % de individuos seropositivos 

presentan anticuerpos contra este antlgeno (Van Gelder et al., 1993; Martin 
et al., 1998; Jacquet et al., 1999). 

Dada la efectividad mostrada por las vacunas de ADN contra 

patógenos intracelulares como Leishmania spp. y Plasmodium falciparum 
(Gurunathan et al.,1997; Schneider et al., 1998), también se han realizado 

experimentos de inmunización genética en ratones, donde la secuencia 

parcial o completa de la proteína ROP2 se ha incluido en el plásmido 
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inyectado (Vercammen et al., 2000; Leyva et al., 2001 ). Los resultados 
obtenidos hasta la fecha indican que la respuesta inmunológica que puede 

inducir la proteína ROP2 expresada de esta manera, puede ser tanto de tipo 
humoral como celular y de naturaleza parcialmente protectora contra cepas 

virulentas de T. gondii. Asimismo, estos estudios confirman que el tipo e 
Intensidad de la respuesta inmunológica hacia un antígeno codificado en un 

plásmido, depende de la naturaleza de las secuencias del antígeno y del 
plásmido, las cuales van a definir la manera en que el antígeno expresado 

sea procesado y presentado en el organismo (Leyva et al., 2001 ). 

2. PURIFICACION DE PROTEINAS 

2.1. Cromatografía de afinidad. 

A través de los años se han descrito diversos métodos para llevar a 
cabo la purificación de proteínas. La gran mayoría aprovechan las 

características propias de la proteína para llevar a cabo su aislamiento, tales 

como su tamaño, solubilidad, carga eléctrica, actividad biológica, etc. 

Se sabe que las proteinas llevan a cabo sus funciones biológicas a 
través de mecanismos de acoplamiento o unión no covalente a otras 

biomoléculas denominadas ligandos, lo cual se lleva a cabo en sitios de 

unión muy específicos. La interacción entre el sitio de unión de la proteína y 

el ligando se encuentra determinada por el tamaño y forma del ligando asl 

como por el número y distribución de superficies complementarias. Estas 

uniones pueden involucrar interacciones polares, electrostáticas, 

hidrofóbicas, puentes de hidrógeno o una combinación de todas ellas. La 

actividad de unión de una protefna a un ligando específico, cuando es 

estereoselectiva y de alta afinidad, puede ser explotada para la purificación 

de la misma con una técnica comúnmente conocida como cromatografia de 
afinidad. 

!'!('\ ~ T 
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La cromatografla de afinidad es la técnica más poderosa utilizada para 
purificar protelnas ya que su alta selectividad permite purificar una sola 
protelna a partir de una mezcla proteica que contenga altas concentraciones 
de otras protelnas e Incluso una concentración muy baja de la protelna de 

Interés. Además, si la afinidad del ligando por la protelna es suficientemente 
alta, la técnica ofrece la ventaja de poder obtener y concentrar grandes 
cantidades de la protelna pura, cuando se cuenta con suficiente materia 

prima (Harrls y Angal, 1989). 

La cromatografla de afinidad es una rnetodologla que involucra varios 

pasos corno la selección del ligando, la selección de la matriz, la selección de 

un brazo espaciador, la selección de las condiciones de Inmovilización del 
ligando y la adsorción, lavado y elución de la protelna. Algunos detalles y 
consideraciones de esta metodologla importantes para esta tesis se pueden 

consultar en el Apéndice J. 

2.2. INMUNOPURIFICACION 

La inmunopurificación es uno de los métodos de cromatografla de 

afinidad más selectivos y poderosos para la purificación de protelnas. Tiene 
la ventaja de que pueden utilizarse anticuerpos que son capaces de distinguir 

entre antlgenos muy similares entre si y por lo tanto superan las dificultades 

de separación presentes en otros métodos de purificación. Tal es el ejemplo 

de los anticuerpos monoclonales, que además, pueden ser obtenidos al 

llevar a cabo una inmunización con antigeno relativamente impuro. Esto 
significa que pueden obtenerse incluso antes de que el método alternativo 

para la purificación de la proteina haya sido desarrollado. Por otra parte, los 
anticuerpos son una clase de proteínas particularmente resistentes al ataque 

proteolítico y pueden ser cortados de manera muy selectiva solamente por un 

número limitado de enzimas. Además, a pesar de que se requiere algo de 
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consideración para escoger el eluyente óptimo para desprender el antígeno 
de interés de la columna, se ha observado que muchos anticuerpos son 

altamente resistentes a valores de pH extremos y a la fuerza iónica, siendo 
usualmente la naturaleza del antigeno quien dicta las caracteristicas del 
eluyente. Todo esto da a la inmunopurificación ventajas sobre otros métodos 
de afinidad que emplean proteinas inmovilizadas. 

Existiendo la necesidad de realizar más estudios sobre la inmunologla 

de la toxoplasmosis y sobre ROP2, considerando la importancia de esta 

proteina como candidato a vacuna subunitaria contra la enfermedad de 
acuerdo a los antecedentes, el propósito del presente trabajo consistió en 

desarrollar una metodologia para lograr la purificación de la proteina nativa 
de 54 kDa de roptrias de T. gondii a partir de una suspensión de taquizoitos. 

ITS1~ r:n.M 22 
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OBJETIVOS 

En base a las cualidades anteriormente descritas sobre la 

cromatografía de afinidad como técnica para purificar protelnas, se consideró 
emplear esta técnica para purificar la protelna de interés, con la expectativa 

de obtener al término del proceso una protelna pura y un alto rendimiento. 

Objetivo general. 
El objetivo general del presente trabajo consistió en desarrollar una 

metodologfa para purificar la protelna nativa de 54 kDa (ROP2) de 

Toxoplasma gondii (Wiktor) mediante cromatografía de afinidad, utilizando 

como ligando el anticuerpo monoclonal 2D1 que reconoce en forma 
especifica a ROP2. 

Objetivos especfficos. 

Para ello fue necesario plantear los siguientes objetivos especlficos: 
a) Purificar el anticuerpo monoclonal 201 a partir de liquido ascftico de 

ratón. 

b) Llevar a cabo el acoplamiento del anticuerpo monoclonal 2D1 a una 
matriz de agarosa activada. 

c) Preparar el extracto antigénico a partir de una suspensión de taquizoitos 
de T. gondii. 

d) Determinar las condiciones de adsorción del antfgeno, asf como las 

condiciones de lavado y de elución en la columna, a partir de ensayos de 
elución-adsorción en lote. 

e) Llevar a cabo la purificación de la protefna en una columna abierta 
retomando los puntos anteriores. 

f) Demostrar la pureza de fa proteina obtenida. 

TESl~ r.n~r 
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MATERIAL Y METODOS 

Anticuerpo 
El anticuerpo monoclonal T5-2D1 que se utilizó en el presente trabajo fue 

obtenido por Leriche & Dubremetz (Leriche & Dubremetz, 1991) al fusionar 
células SP2/0 de mieloma con esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados 

con una fracción subcelular enriquecida en roptrias preparada a partir de 
taquizoitos de la cepa RH de T. gondii. La producción masiva del Ac se llevó 

a cabo después de inyectar las células del hibridoma en ratones BALB/c y 

colectar el liquido ascltico. Al hacer reaccionar el Ac monoclonal T5-2D1 
contra la fracción enriquecida en roptrias separada por SDS-PAGE y 

transferida a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-C, Amersham), se 

observó que T5-2D1 reconoce especificamente un epltope presente en la 
protelna de roptrias ROP2 de 54 kDa de T. gondii. 

Purificación y acoplamiento del anticuerpo 

Dado que en el liquido de ascitis, el Ac monoclonal se encontraba en 

presencia de varias otras biomoléculas de origen murino como llpidos y 

protelnas, fue necesario purificarlo antes de acoplarlo a las matrices. Los 

llpidos y el material insoluble se eliminaron por ultra centrifugación a 100 000 

x g, llevándose después a cabo la precipitación fraccionada de las protelnas 
con una solución saturada de sulfato de amonio. La mezcla proteica obtenida 

se aplicó a una columna de DEAE-Celulosa DE52 (Whatman) y después de 

realizar el lavado, se eluyó con un gradiente de NaCI 20-400 mM tal como 

como se indica en el apéndice 11. La densidad óptica de las fracciones 

obtenidas se midió a 280 nm. La pureza del anticuerpo eluido se comprobó 

por electroforesis, bajo condiciones no desnaturalizantes, en un gel al 7.5 % 
que posteriormente se tiñó con Coomassie G250. El anticuerpo puro se 

acopló a la matriz de Affigel 1 O (Bio-Rad) y Sefarosa 48 CNBr (Sigma) como 
se describe en el apéndice. 
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Preparación del llsado de Toxoplasma 
Taquizoitos de la cepa Wiktor (Saavedra et al., 1990) de T. gondii se 
cultivaron In vivo en ratones Balb/c, haciendo pases seriados del parásito 
(cada 2 dlas) en la cavidad peritoneal de los ratones y después in vitro en 
células VERO, de donde fueron finalmente recolectados. Los taquizoitos se 

suspendieron en PBS ajustando la concentración a 1000 x 106 taquizoitos/ml 
PBS pH 7.8 y la suspensión se congeló a -70ºC en alícuotas hasta el dla de 

su uso. Para preparar el lisado, a cada alícuota se añadió SOS (Bio-Rad) a 
una concentración final del 0.1 % as! como inhibidores de proteasas 

[Leupeptlna 0.01 mg/ml y Aprotinina 0.1 mg/ml (Boehringer); PMSF 
1mM/isopropanol (Sigma); EDTA 2mM (Sigma)]. En algunos ensayos, 
además de SOS 0.1 % se incluyó también CHAPS 0.6% (Sigma) o Tritón X-

100 0.6% (Sigma). 

Ensayos de adsorción-eluclón en lote 

Los ensayos de adsorción-elución en lote se realizaron a temperatura 

ambiente en tubos para microfuga (Eppendorf). En cada tubo se pusieron a 
incubar por dos horas el lisado de Toxoplasma y una alicuota de la resina de 

afinidad, bajo las condiciones descritas para cada experimento. Después de 
centrifugar el tubo a 8000 rpm, se tomó una muestra de la fracción no unida 

(NU). Se lavó la resina con PBS-SDS 0.1% y se resuspendió el gel de 

afinidad con el eluyente por 5 minutos. Después de centrifugar a 8000 rpm, 

se tomó una muestra de la fracción eluida (E). Ambas muestras fueron 
preparadas para electroforesis y se analizaron luego por SDS-PAGE por el 

sistema discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970), en un gel separador al 10% 

y un gel concentrador al 3%. Una vez realizada la electrotransferencia de las 
proteínas a la membrana de nitrocelulosa, la inmunodetección de las 

muestras se hizo con el Ac TS 201 y un conjugado anti-inmunoglobulina de 

ratón, producido en cabra y marcado con fosfatasa alcalina (Sigma). Como 
sustrato cromogénico se empleó azul de nitro tetrazolio (Sigma) y BCIP 
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(Sigma). Los marcadores de peso molecular incluidos en el gel y que fueron 
transferidos a la membrana de nitrocelulosa, se tiñeron con Rojo Ponceau. 

Purificación de ROP2 
Una vez que la columna fue equilibrada, el lisado de Toxoplasma se aplicó a 
la matriz de Sefarosa 48 CNBr T5 201 y después de realizar los lavados 
correspondientes, se eluyó con dietilamina 100 mM-SDS 0.1 % pH 11.5. La 

densidad óptica de las fracciones obtenidas se midió a 280 nm. La pureza de 
la proteína eluida se comprobó, bajo condiciones no reductoras, por SDS­

PAGE, electrotransferencia e inmunodetección con el Ac T5 201 o suero de 
ratón y un conjugado anti-inmunoglobulina de ratón, producido en cabra y 

marcado con fosfatasa alcalina (Sigma). Posteriormente se hizo un 
corrimiento electroforético de la protelna eluida en un gel que se tiñó después 
con Coomassie G250. 

Para mayor detalle de los procedimientos ver la sección de resultados y el 
apéndice 11. 
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RESULTADOS 

1.Purificación del anticuerpo monoclonal T5-2D1 a partir de liquido ascitico. 

E 
e 

PERFIL DE ELUCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 2D1 PURIFICADO 
POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 
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Figura 4. Perfil de elución de la purificación del anticuemo monoclonal !5-201 por cromatoarafla de intercambio 

!ónlco en una columna de OEAE-Celulosa. 

10 mg de prolelna de ascitis disuelta en Tris HCI 20 mM + NaCI 10 mM pH 7.8, se aplicaron a una columna de 10 

mi (0.9 cm de di!\metro X 16 cm de allura) de DEAE-celulosa equilibrada con Tris HCI 20 mM + NaC/ 20 mM pH 7.8. 

Después de lavar con 20 mi de Tris HCI 20 mM + NaC/ 20 mM pH 7.8, se eluyó el Ac con 100 mi de un gradiente de 

NaC/ 20-400 mM elaborado a partir de una solución de 50 mi de Tris HCI 20 mM + NaC/ 20 mM pH 7.8 y una 

solución de 50 mi de Tris 20 mM • NaC/ 400 mM pH 7.8. El flujo fua de 10 mi/hora y se colectaron fracciones de 2 

mi. La absorbancla de cada una de las fracciones se midió a 280 nm 
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Como muestra la gráfica, se observaron tres picos definidos por: las 

fracciones 13-20 (P1 ), las fracciones 22-26 (P2) y las fracciones 30-33 (P3), 
donde P2 incluyó las fracciones que presentaron mayor absorbancia. Las 
fracciones 13-20 correspondientes al primer pico se juntaron en una sola 

fracción denominada P1, las fracciones 22-26 correspondientes al segundo 
pico se juntaron en una fracción denominada P2, y las fracciones 30-33 

correspondientes al tercer pico se juntaron en una última fracción 

denominada P3. Se determinó que P1 contenla un total de 5.7 mg de 
protelna, P2 un total de 26 mg de protelna y P3 un total de 4.3 mg de 
protelna (Tabla 1 ). 

Tabla 1. Purificación del Ac T5-2D1 a partir de liquido de ascitis 

Fracción Volumen mg de protelna/ml mg protelna total 

Pp. con 

(NH4)2S04 4ml 22.5 89.8 (mg totales obtenidos) 

Pp. con 

(NH4)2S04 2.2ml 22.5 50 (mg empleados en la 

P1 17ml 0.33 5.7· 
columna DEAE) 

P2 11 mi 2.4 26.0 
P3 9ml 0.47 4.3 

Con el fin de identificar la fracción que contenla el anticuerpo 

monoclonal, una muestra de las fracciones P1, P2 y P3, as! como del 

precipitado con sulfato de amonio, fueron analizadas por SDS-PAGE en 

condiciones no reductoras y no desnaturalizantes. El gel se tiñó 
posteriormente con azul de Coomassie (Figura 5). 
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Figura 5. Delenninación de la pureza, por lincaón con azul de Coomassio en un gel no desnaturallzanle y no 

reductor. del anticuerpo monoclonal T5·2D1 purificado por cromatogrnflo do intercambio iónico. a)10 ~g de protelna 

precipitada con sulfato de amonio. b}10 µg do la lracciOn P1 c)10 µg de In fracción P2 d)10 µg de la fracción P3. 

Los resultados indican que la banda observada en el carril con P2 

corresponde al Ac TS-201 ya que su patrón de migración en el gel coincide 

con el de la protelna mayoritaria presente en el precipitado con sulfato de 

amonio. Además, la concentración de NaCI a la que eluye la proteína 

contenida en P2 (40-80 mM) concuerda con la concentración de NaCI a la 

que eluyen la mayorla de los Aes monoclonales según reportes. También se 

observa que el Ac contenido en P2 se encuentra puro ya que en el gel no se 

detectan bandas de otras proteínas. Por otra parte, en el carril con P1 

también logra distinguirse una única banda correspondiente a una protelna 

que bien podría ser el Ac T5-201. Sin embargo, se observa que su movilidad 
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es diferente a la de la proteína mayoritaria presente en el precipitado con 
sulfato de amonio. Cabe mencionar que P1 fue obtenido antes de aplicar el 

gradiente de NaCI lo que hace suponer que P1 contiene, o una microforma 
del Ac T5-201 con diferente grado de glicosilación, o un anticuerpo diferente 
al Ac T5-201, o incluso otro tipo de protelna con un patrón de migración 

similar al del Ac T5-2D1. Finalmente, en el carril con P3 se observa una 
banda que también puede detectarse en la muestra control aunque en menor 
intensidad. De acuerdo a su patrón de migración en el gel, esta banda 

corresponde a una proteina diferente a una inmunoglobuilna que bien puede 
ser la albúmina presente en el liquido de ascitis. 

En vista de los resultados obtenidos, se determinó utilizar el Ac 

purificado contenido en la fracción P2 (TS-201) para elaborar las matrices de 
afinidad con Affigel 1 O y Sefarosa 48-CN8r. 

2.Acoplamiento del anticuerpo monoclonal TS-201 al gel de afinidad (Affigel 
10 o Sefarosa 48-CNBr) 

Bajo la metodología indicada en el apéndice, se elaboró una columna 
con el gel de afinidad Afflgel 10 y el anticuerpo monoclonal T5-201 puro. La 

cantidad de Ac acoplado al gel fue de 6.2 mg Ac/ml de gel. Por otra parte 

también se preparó una columna de afinidad de Sefarosa 48-CNBr con el 
mismo Ac. A esta columna se acoplaron 4.2 mg Ac/ml de gel. 

3.Preparación del lisado de Toxoplasma 

Los antecedentes indican que ROP2 es una protelna que se encuentra 

fuertemente asociada a membranas localizadas en las roptrias y en la 

vacuola parasitófora (Beckers et al.,1994). Por esta razón, para preparar el 

lisado de Toxoplasma, se determinó emplear un detergente que en primera 
instancia tuviera la capacidad de solubilizar y extraer a ROP2 de los 
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taquizoitos de manera óptima, y que en segundo término no presentara 

interferencia en nuestro método de cuantificación de protelnas totales 

(método de Bradford). 

En vista de que se contaba con el antecedente de que el detergente 

zwltterlónico CHAPS es recomendado para solubilizar protelnas de 
membrana y que no constituye una interferencia en la determinación de 

protelnas por el método de Bradford, se decidió investigar su capacidad para 

extraer y solubilizar la protelna ROP2. Los experimentos mostraron que a 

pesar de que contaba con la capacidad para solubilizar y extraer la proteina 
de las membranas de roptrias, no permitia que ROP2 fuera reconocida por el 

anticuerpo monoclonal acoplado a la matriz (resultados no mostrados). Una 
explicación a lo anterior es que el arreglo conformacional adquirido por la 

protelna en presencia de CHAPS, mantuviera inaccesible el epltope que es 

reconocido en forma especifica por el Ac. 

4. Unión de ROP2 al Ac T5-201 acoplado a Affigel 10, en presencia de SDS, 

CHAPS y Tritón. 

Ahora bien, dado que se tenia el antecedente de que el Ac monoclonal 

T3-4A7, especifico para las proteínas ROP2, ROP3, y ROP4 de T. gondii, era 

capaz de reconocer en ensayos de inmunoprecipitación a ROP2 en 

presencia del detergente SOS al 0.5% (Sadak et al., 1988), y que se habla 

observado en ensayos de inmunodetección que el Ac monoclonal T5-201 era 

capaz de reconocer en una membrana de nitrocelulosa a ROP2 en estado 
desnaturalizado (debido a la presencia de SOS al 0.1 % en el gel y en la 

solución amortiguadora de electroforesis), se decidió utilizar este detergente 

para la elaboración de un nuevo lisado. Para ello, se prepararon tres lisados 

con SDS al 0.1 %. En dos de estos lisados se incluyó además del SDS, 

CHAPS al 0.6% o Tritón X-100 al 0.6% con el objetivo de desplazar el SDS 

unido a ROP2 y observar el efecto en el reconocimiento de la proteína por el 
Ac. Los resultados se observan en la figura 6. 
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Figura 6. Unión de ROP2 al Ac T5·2D1 acoplado o Afftgel 10. en presencia de SOS O. 1%. SOS 0.1%·CHAPS 0.6% 

y SOS 0.1%·Tnt0n X-100 0.6%. 

3 diferentes lisados de igual concentractón (80 X t0
6 

laQutzoíloslml PBS) se prepararon con SOS O 1%, SOS 0.1%· 

CHAPS 0.6% y SOS 0.1%·Trit6n X-100 0.6% respoclivamonlo En tubos para microfuga se pusieron a incubar 5 µI 

del gel y 50 µI de los lisados por 2 horas o temperatura ambiente. Después do una centnfugacKm se tomó una 

allcuota de la lracción no unida (NU) y se lavó el gul vanos veces con PBS-SDS O 1% pH 7 8 La elución de ROP2 

se llevó a cabo al incubar por 5 min el gel con 40 ¡JI de la solución amort)guadorn SOS 2 5%-urea 6 M pH 6.8 a 100 

•e en bano Maria. Las muestras fueron analizadas por SDS·PAGE en cond1cionos reducloras. electrolransferencia. 

e inmunodotección con el Ac TS..201. Las masas de los marcadores de peso molecular 1nclu1dos en el gel se 

Indican en la figura. A: lisado preparado con SOS 0.1 %. B hsado preparado con SOS o 1'1<.-CHAPS 0.6% C.i1sado 

preparado con SOS O 1%· Tr116n X-100 0.6%. T.12 5 µI del hsado lotal. NU.12.5 µI de ta fracción no unida. E:10 µIdo 

la fraeci6n eluida. 
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Los resultados muestran que la protetna ROP2 presente en los Usados 
preparados con SOS 0.1 % y SOS 0.1 %-Tritón X-100 0.6% se une totalmente 
a la matriz de afinidad y que una gran parte de la protetna unida es eluida. En 
cambio, se observa que solamente una fracción (alrededor del 50%) de la 

protetna ROP2 presente en el lisado preparado con SOS 0.1 %-CHAPS 0.6% 
se une a la matriz de afinidad y es eluida. 

Respecto a lo anterior se puede pensar que tal vez el epttope presente 
en ROP2 solamente es reconocido por el Ac monoclonal cuando la protetna 

se encuentra en estado desnaturalizado, lo cual es factible si ROP2 se 
encuentra en presencia de SOS que es un detergente iónico con propiedades 
desnaturalizantes sobre las proteinas. El hecho de que, en presencia de 

CHAPS-SOS, solamente una fracción de la protelna presente se una al gel 

de afinidad se explica si consideramos sólo sobre una parte del número total 
de moléculas de ROP2 presentes, un posible desplazamiento de las 

moléculas de SOS que rodean a ROP2, por moléculas de CHAPS con efecto 
no desnaturaUzante. De manera similar pueden interpretarse los resultados 
obtenidos con Tritón X-100 que muestran que su presencia en el Usado junto 

con SOS, no impide que ROP2 sea reconocida por el Ac. En este caso tal 

vez las moléculas de Tritón X-100 no tienen la capacidad de desplazar a las 

moléculas de SOS que rodean a la protelna, o tal vez en caso de que st lo 

hagan, a pesar de ser un detergente no iónico, el Tritón X-100 tiene la 
capacidad de desnaturalizar a ROP2 de una manera similar a la del SOS 
haciendo accesible el epítope al Ac. 

Tomando en consideración los resultados anteriores, se determinó 
utilizar SOS al 0.1 % en la preparación del Usado de Toxop/asma a pesar de 

que esto representó un impedimento para medir la cantidad de proteina total 

en el extracto por el método de Bradford. 

TESIS CON 
FALL/\ _::¡ 11

' :~~~UUEN 

33 



5.0eterminaclón de la capacidad de las matrices de Affigel 10 y Sefarosa 48-

CN8r empleando el llsado de Toxop/asma -SOS 0.1 %. 

Por otra parte, con el fin de determinar la capacidad de cada matriz, es 
decir la cantidad mlnima de gel de afinidad necesaria para unir toda la 

protelna ROP2 presente en un volumen determinado de llsado de 
Toxoplasma, se incubaron cantidades crecientes del Ac TS-201 acoplado a 

Affigel 10 o Sefarosa 48-CN8r con una cantidad constante de lisado 
preparado con SOS 0.1 % (Figuras 7 y 8). 
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Figura 7. Determinación de la capacidad de la matriz Alligei 10-TS-201. 

En diíerenlos tubos para mk:rofuga se pusieron a incubar diferentes cantidades de gel de afinidad con 50 µI de 

lisado preparado con SOS 0.1% (BO X 10' laquizoilos/ml PBS-SDS 0.1%). Después de una centrirugaclOn, se lomO 

una allcuota de 12 .5 µI de cada sobrenadante (fracción no unida, NU ), y se lavó el gel varias veces. La elución se 

llevó a cabo al incubar por 5 mina 1 OO'C en baflo Maria, el gel de afinidad con 40 µI de la solución amortiguadora 

Tris·HCI 82 mM. 10% glicerol, 2.5% SOS, urea 8 M. pH 6 8, y so lomo una muestra de 10 µI de la fracclOn eluida 

(E) Las muestras so analizaron por SOS·PAGE en condiciones reductoras. electrotransferencia, e inmunodelecclón 

con el Ac TS-201. Las masas de los marcadores de peso molecular inclwdos en el gel se indican en la figura. A:O µ1 

de gel. B:0.6 µI de gel. C:1.2 µI de gel. 0:2.5 µI de gel. E:S µ1 de gel. F:IO µ1 de gel. NU:12.5 pi de la lracciOn no 

unida. E:10 µI de la fracción eluida. 
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Como se observa en la figura 7, a medida que va aumentando el 

volumen de gel de afinidad agregado, Ja cantidad de ROP2 presente en la 
fracción no unida (NU) va disminuyendo y la cantidad de ROP2 presente en 
la fracción eluida (E) va aumentando. 

Los resultados muestran que en el caso del gel con 6.2 mg de Ac/ml de 

Affigel, se requieren aproximadamente un mlnimo de 5 µI de gel para 
capturar por completo la proteina ROP2 contenida en 50 µI del llsado (4 

millones de taquizoitos). Lo anterior se deduce del hecho de que ROP2 ya no 
sea detectada en la fracción no unida (NU) al emplear dicha cantidad de gel. 
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Figura 8. DelermlnaclOn de la capacidad de la matriz Sefarosa 4B-CNBr·T5-201. 
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En tubos para microfuga se pusieron a incubar diferentes cantidades de gel de afinidad con 50 µI del lisado de 

Toxoplasma preparado con SOS O. 1% (80 X 101 laquizollos/ml PBS·SOS 0.1%). Después de una cenlrilugaciOn, se 

tomó una allcuota de cada fracción no unida (NU) y se lavo et gel varias veces. La elución de la protelna se llevó a 

cabo al incubar por 5 mina 1oo•c en bar.o Maria. el gol de afinidad con 40 JJI de la solución amortiguadora Trls-HCI 

62mM, 10% glicerol, 2.5% SOS. urea 8 M, pH 6.8, y se tomO una allcuola de la fracción eluida !E). Las muestras se 

analizaron por SOS-PAGE en condtciones no reductoras, eleclrotransferencia, e inmunodetecc16n con el Ac TS-201 

Las masas do los marcadores de peso molecular incluidos en el gol so indican en la figura. A O µI do gel. B: 0.8 µI 

de gel. C:1.6 µI de gel. 0:3.5 µI de gel. E:7 µI de gel F·14 µI de gel. NU:12.5 µI de la fracción no unida. E:10 µI de la 

fracción elulda. 
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Por otra parte en la figura 8 se observa que, a medida que va 
aumentando la cantidad de gel, la cantidad de ROP2 (54 kDa) presente en la 

fracción no unida (NU) va disminuyendo y la cantidad de ROP2 presente en 

la fracción eluida (E) va aumentando. 

Los resultados muestran que en el caso de la matriz con 4.2 mg de 

Ac/ml de Sefarosa 48-CN8r, se requieren aproximadamente entre 7 µI y 14 
µI de gel para capturar casi toda la protelna ROP2 contenida en 50 µI del 

lisado que equivale a 4 millones de taquizoitos. Lo anterior se deduce de dos 

hechos: ROP2 casi no se detecta en la fracción NU al emplear 7 µI de gel y 
ya no es detectable en la misma cuando se utilizan 14 µl. También se 

observa que al utilizar 7 µI de gel, la protelna ROP2 puede detectarse en la 
fracción E pero no cuando se utilizan 14 µl. Posiblemente en 14 µI de gel hay 

un exceso de Ac en relación a la cantidad de ROP2 presente en 50 µI del 
lisado, que Interfiere con el desprendimiento de ROP2 al momento de la 

eluclón. Esto explicarla el hecho por el cual ROP2 no logra detectarse en la 

fracción elulda. 

Por otra parte, las bandas de alto peso molecular (arriba de 97 kDa) 
observadas en la membrana de inmunotransferencia probablemente 

corresponden a Ac acoplado que se desprendió de la matriz de Sefarosa 48-
CN8r durante el proceso de incubación del gel con el lisado de Toxoplasma, 

y durante la elución de ROP2 de la matriz. 

En general, los resultados anteriores muestran que las matrices de Ac 
T5-2D1 acoplado a Affigel 10 y a Sefarosa 48-CN8r tienen capacidades 

similares entre si ya que para capturar la totalidad de ROP2 presente en el 

lisado de 4 millones de taquizoitos se requieren 5 µI de la primera y 

aproximadamente 7 µI de la segunda. Esto concuerda con las cantidades de 

Ac acoplados (6.2 mg de Ac/ml de Affigel 10 y 4.2 mg de Ac /mi de Sefarosa 
48-CN8r). 
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6.Determinación de las condiciones de elución. 
Una \fez que se determinarorl las condiciones de incubación del gel de 

afinidad con el Usado de Toxop/asma asl como las capacidades de las 
matrices de J\ffigel 10 y Sefarosa 48-CNBr, se buscó determinar las 
condiciones óptlm~s de elución de ROP2. Para esto se hicieron ensayos de 
adsorción-elución en lote utilizando diferentes eluyentes (Figura 9). 
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Figuro 9. Elución de la prolelna ROP2 del Ac TS-201 acoplado a Alrigel 10 con diferentes eluyentes 

En tubos para microfuga se pusieron a incubar 10 µI de gel con SO µ1 de hsado preparado con SOS 0.1•.t. (80 X toe 

laquizoitos/ml PBS-SOS O 1%). Después de colector la fracción no unida (NU) y lavar el gel varias veces, la elución 

se llevó a r.abo incubando el gel con 40 µI del eluyen1e correspondiente por 5 min Todas las eluciones se realizaron 

o temperatura ambiente exceplo la que so hizo con la solución amortiguadora SOS 2.5%-urea 8 M pH 6.8 que se 

realizó a too•c en bar.o Maria por 5 min. Ot! cada tubo so tomó una alicuota de 12.5 µI de la fracción no unida (NU} 

y una alicuota de 10 µI de la fracción eluk1a (E) Las muestras se analizaron par SOS·PAGE en condiciones no 

reductoras, electrotransferencta, e inmunodetecoón con el Ar.. TS-201. Las masas de los marcadores de peso 

molecular lnduidos en el gol se indican en la figuro A:12.5 µI del lisado lotal. B.Elución con la solución 

am0f1tguadora SOS 2 5%~rea B M pH 6 8 a 1oo•c. C:Elución con dietilamma 100 mM pH 11.5. D.Eluci6n con 

dietilamina 100 mM-dioxano 10% pH 11 5 

Como muestran los resultados, tres eluyentes tuvieron la capacidad de 

eluir la protelna aunque la recuperación no fuera total: la solución 

amortiguadora SOS 2.5%-urea 8 M pH 6.8 a 100ºC, la dietilamina 100 mM 

pH 11.5 y la dietilamina 100 mM-dioxano 10% pH 11.5. Puede observarse 

que la mayor cantidad de proteína eluida se obtuvo al emplear como eluyente 
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la solución amortiguadora SOS 2.5%-urea 8 M pH 6.8 a 1 OOºC. En este caso, 
buscando garantizar el desprendimiento de ROP2, el complejo Ag-Ac fue 
sometido al efecto de un detergente desnaturalizante de prote!nas como lo 

es el SDS, a una elevada concentración de urea que es un potente agente 
caotrópico (reduce interacciones hidrofóbicas por ejemplo), así como a una 

alta temperatura. En vista de que estas condiciones de elución eran muy 
drásticas e impedian que el gel de afinidad pudiera ser reutilizado para 

purificaciones posteriores, se pensó en buscar otro tipo de eluyentes que 
permitieran el desprendimiento de ROP2 de la matriz y la reutilización de la 

última. Entre los eluyentes probados se encontró que la dietilamina 100 mM a 
un pH de 11.5 es eficiente para eluir la proteína de la matriz así como una 

mezcla de la misma con dioxano 10% que es un agente caotrópico. En los 

resultados también se observó la presencia de Ac (bandas de alto peso 

molecular) en todas las fracciones NU, e incluso también en las fracciones E 
obtenidas al emplear dietilamina 100 mM pH 11.5 y dietilamina 100 mM­

dioxano10% pH 11.5 como eluyentes. Este Ac aparentemente se desprendió 

de la matriz durante la incubación del gel, primero con el lisado y después 

con el eluyente. 

?.Purificación de la protefna ROP2 por cromatograffa de afinidad en una 
columna de Ac T5-2D1 acoplado a Sefarosa 48-CNBr. 

Una vez que se determinaron la capacidad del gel y las condiciones de 

elucíón a pequeña escala, se emplearon estos datos para llevar a cabo la 

purificación de la prolefna en una columna abierta y de mayor volumen. Para 

el ensayo se utilizó la matriz Sefarosa 48-CNBr-T5-2D1 en vista de que el gel 

de afinidad preparado con Affigel 10 se había agolado y a que la matriz 

Sefarosa 48-CNBr-T5-2D1 habia mostrado un comportamiento similar en los 

ensayos preliminares. En las figuras 1 O y 11 se muestran respectivamente, el 

cromalograma de la purificación y el análisis por SDS-PAGE, 

eleclrotransferencia e inmunodetección con el Ac monoclonal T5-2D1 de la 
mayorla de las fracciones obtenidas. 
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Figura 10. Cromatograma do la purificación de la protelna ROP2 de Toxop/asma gondil por cromatografla de 

afinidad con la matriz Sefarosa 4B-CNBr·T5·201. 

Una columna (1 cm do diámetro X 1 cm de altura) con 0.700 mi de gel de afinidad (4.2 mg Ac/ml gel) se equilibró 

sucesivamente con 5 mi de NaCI 0.5M-SDS 0.1%, 5 mi de dletllemlna 100 mM-SDS 0.1% pH 11.5, 5 mi de Tris 

50mM ·SOS 0.1% pH 8 y 10 mi de PB5-505 0.1% con un flujo de 10 volúmenes de columna por hora. 

Posteriormente, a temperatura ambiente y con un flujo de 5 volúmenes de columna por hora, se aplicaron 10 mi del 

lisado (70 X 106 taquizoltos/ml PBS-5DS 0.1 %) a la matriz y se recolectaron fracciones de 0.700 mi de la fracción no 

unida (NU). Se lavó la matriz sucesivamente con un flujo de 10 volúmenes de columna por hora, con 5 mi de PBS -

SOS 0.1% (a) y 5 mi de NaCI 0.5M-SDS 0.1% (b) colectándose fracciones de 0.700 mi, y se llevó e cabo la eluclón 

de ROP2 con 3.5 mi de dlelilamina 100 mM-SDS 0.1% pH 11.5 (c) empleando el mismo flujo, colectándose 

fracciones de 700 µI en tubos que contenlan 100 µI de Tris 1M pH 6.8 cada uno. Posteriormente, con un flujo de 10 

volúmenes de columna por hora se lavó sucesivamente la matriz con 3.5 mi de Tris SOmM pH 8 (d) y 3.5 mi de PBS 

pH 7.6 • azlda de sodio 0.1% (e) colectándose fracciones de 700 µl. La absorbencia de cada una de las 40 

fracciones colectadas se midió a 280 nm. 
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Figura 11. Anélisls por lnmunolransferencia de las fraccionos oblenldas durante la purificación de ROP2 por 

cromalograna de afinidad con la matriz Selarosa 48-CNBr· T5-201 

A eJC:cepción de las fracciones 23·25 y 36·40 que mostraron entre algunas otras, una absorbancla a 280 nm 

tgual a coro. cada una de las fracciones obtenidas durante la purificación de ROP2 de acuerdo al 

cromatograma de la figura 10 fue analizada posteríormente por SOS·PAGE en condíciones no reductoras, 

electrotransferencla, e inmunodetec:ción con el Ar. T5-2D 1. Las masas de los marcadores de peso molecular se 

indican en ambas l'iguras. Los nUmeros (1-35) indican ol número de fracción correspondionlo de acuerdo a la 

ftgure 10 NU indica las fracciones que contienen la proloina ROP2 que no fue capaz de unirse a la matriz 

(fracción no unida). E indtca las frncdonos que contienen la ROP2 eluida (fracción elu1da). T:JO µI del lisado 

total. 1-35: 30~1 del número de fracaón conespond1ente de acuerdo a la figura 10. 
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Como muestran los resultados en la figura 11, la protelna ROP2 se 
detectó como una única banda en las fracciones 29 y 30 del eluido al realizar 

el análisis por inmunotransferencia. Estas fracciones corresponden a los 
volúmenes de 20.3ml y 21ml respectivamente de acuerdo al cromatograma 
de la purificación mostrado en la figura 1 O. Cabe mencionar que tres 

purificaciones posteriores fueron realizadas reutilizando la misma matriz 

obteniéndose resultados similares (resultados no mostrados). 

8. Determinación del rendimiento de la purificación. 

Ahora bien, con el fin de determinar de manera semi-cuantitativa el 

rendimiento de la purificación, es decir la cantidad final de protelna ROP2 

purificada en relación a la cantidad inicial de ROP2 presente en el lisado, se 
llevó a cabo el análisis de las imágenes de las 2 membranas de 

inmunotransferencia obtenidas a partir de la primera purificación realizada 

(Figura 11 ), empleando un scanner y un programa computarizado (NIH) que 

permite medir y transformar, para cada banda, las unidades de intensidad en 

plxeles en unidades de densidad óptica, donde los valores de densidad 

óptica son directamente proporcionales a la cantidad de ROP2 presente. En 

cada membrana se empleó como referencia el lisado de Toxoplasma (T) de 

concentración de taqulzoitos conocida. 
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Membrana de lnmunotransferencla 1(Figura11). 

Muestra (30µ1) Unidades No. equivalente de No. equivalente de 

DO taqulzoltos presentes en taqulzoltos en la 

30µ1 fracción 

Usado de y= 10703 2.1x10• 700 X 106 

Toxoplasma (T) 

Fracción 3 2062 o.405 x10• X1 = 9.439 X 106 

. 4 4979 0.977 X . X2 = 22.791 X 106 

" 5 4583 0.899 X " X3 = 20.979 X 106 

" 6 4400 0.863 X . X.= 20.141 X 106 

. 7 4530 0.889 X . X5 = 20. 736 X 106 

. 8 4136 0.812 X . Xo = 18.933 X 106 

. 9 4182 0.821 X . x7 =19.143X106 

. 10 3816 0.749 X " Xs = 17.468 X 106 

" 11 4105 0.805 X " Xg = 18.790 X 106 

. 12 3723 0.730 X . X10 = 17.042 X 106 

. 13 4679 0.918 X . X11 = 21.418 X 106 

. 14 3963 0.778 X " X12 = 18.141 X 106 

. 15 2060 0.404 X . X13= 9.430 X 106 

donde: 

X,+X2+ ... +X13= 234 millones de taqulzoitos correspondientes a la fracción no unida a la 

matriz (NU). 
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Membrana de lnmunotransferencla 2 (Figura 11) 

Muestra (30µ1) Unidades DO No. equivalente de No. equivalente de 

taqulzoitos presentes taquizoltos en la 

en 30µ1 fracción 

Usado y'= 8685 2.1 X 106 700 X 106 

de Toxop/asma (T) 

Fracción 29 6112 1.478 X 106 x1' = 39.400 X 106 

. 30 4442 1.074 X 106 Xi = 28.634 X 106 

donde: 

X1'+ Xi= 68 millones de taqulzoitos correspondientes a la fracción elulda (E) 

RESUMEN 

Fracción No. equivalente o¡. 

de taqulzoltos 

T 700 X 106 100 

NU 234 X 106 33.4 

E 68 X 106 9.7 

Por lo que el rendimiento de la purificación es: 

T} = 68 millones. X 100 9.7 % Rendimiento 

700 millone.s 

9. Determinación de la pureza antigénica de la ROP2 purificada. 

Posteriormente, para comprobar la pureza antigénica de la protelna 

ROP2 eluida a partir de la matriz de afinidad elaborada, una muestra del 

eluido total que contenía la proteína (fracciones 25, 26 y 27), obtenido a partir 

de la tercera purificación realizada con la matriz, fue analizada por SDS­

PAGE en condiciones no reductoras, eiectrotransferencia, e inmunodetección 

con un Ac policlonal obtenido a partir de un ratón infectado con Toxop/asma 
gondii (Figura 12). 
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Figura 12. Comprobación de la pureza antlgénlca de la protolna ROP2 purificada por cromalograffa de afinidad. Las 

muestras fueron analizadas por SDS·PAGE en condiciones no re<Jucloras, eluctrotransferoncia. e inmunodetección, 

empleando un Ac polidonal obtenido a partlf de un ratón infectado con To1toplasma gondii Las masas do los 

marcadores da peso molecular incluidos en el gel se Indican en la figura. T:JO µI de lisado lolal (70 X 10' 

taqulzoilos/ml). NU:30 µI de la fracción no unida. E: 12 µI del eluldo oblonldo con dielüamina 100 mM·SDS 0.1% pH 

11. 5 (frocciones 25, 26 y 27). 
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Los resultados muestran que la proteina ROP2 eluida se encuentra 
aislada de las otras proteinas de T. gondii ya que una única banda de 54 kDa 
aparece en el carril donde se cargó el eluido. En los carriles correspondientes 
al lisado total y a la fracción NU pueden observarse diversas y múltiples 
bandas que corresponden a los diferentes antlgenos de T. gondii 
reconocidos por el suero policlonal. 

1 o. Determinación de la pureza de la ROP2 purificada por Unción con a~ul de 
Coomassie. 

Por otra parte; también se demostró la pureza de la proteina ROP2 
eluida, al Incluir uria muestra del eluldo (fracciones 25, 2a y27);e~ un gel de 
poliacrilamida que posteriormente se tiñó con azul d~ cci6rriassi~ (FÍgura 13). 
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Figura 13. Comprobación de la pureza de la prolelna ROP2 purificada por cromalografla de afinidad con el AJ: T5-

2D1 acoplado a Sefarosa 4B·CNBr. 

El análisis se llevó a cabo por SDS·PAGE en condiciones no reducloras y posteriormente el gel se tinó con azul de 

Coomassie. La masa de los marcadores de peso molecular incluidos en el gel se Indica en la figura. PM:Marcadores 

do peso molecular T:JO µI de Usado lolal (70 X 101 laquizoitos/ml) E:75 µI del eluido oblenido con dlelilamina 100 

mM-SDS 0.1% pH 11.5 (fracciones 25, 26 y 27). 
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Los resultados muestran una banda única de 54 kDa en el carril que 
contiene el eluido obtenido con dietilamina 1 OOmM-SDS 0.1 % pH 11.5, lo que 
demuestra que la protelna ROP2 se encuentra pura. En .el carril 

correspondiente al lisado total se observan diversas bandas que 
corresponden a las diferentes protelnas presentes en el lisado. 
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DISCUSION 

ROP2, junto con otras protefnas de roptrias, juega un papel 

fundamental en el proceso de invasión de la célula huésped por Toxoplasma 
gondii y facilita fa estancia del parásito dentro de fa célula Infectada, una vez 
que ha sido secretada, al formar parte de la membrana de la vacuola 

parasltófora y permitir, como se presume, que exista un Intercambio 
metabólico entre la célula hospedero y el parásito (Beckers et al., 1994). 

Estudios previos han demostrado que Ja protefna ROP2 de T. gondii 

es una molécula altamente lnmunogénlca que se encuentra presente en los 
tres diferentes estadios del parásito, y que es capaz de estimular tanto la 
respuesta inmunológica celular como la humoral, lo cual ha dado lugar a que 

sea considerada como un candidato a vacuna contra la toxoplasmosis 
(Jacquet et al., 1999). 

En los últimos años se han realizado diversos experimentos y pruebas 

con la intención de evaluar la inmunogenicidad de ROP2 y comprobar si 

realmente es capaz de conferir protección contra el parásito en animales 
inmunizados (Vercammen et al., 2000). Sin embargo, comprobar lo anterior 
no ha sido fácil. Por principio, con el objetivo de realizar algunos de estos 

estudios, varios intentos se han hecho por expresar a la protelna en sistemas 

heterólogos pero hasta el momento se ha obtenido un bajo nivel de expresión 

y un producto insoluble y susceptible a la degradación (Van Gelder et al., 
1993). 

Por otra parte, a pesar de conocerse la secuencia del precursor de fa 

protefna y de haberla introducido en un plásmido para llevar a cabo pruebas 
de inmunización de ratones, no ha sido posible lograr una protección 
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completa contra cepas virulentas del parásito (Leyva et al., 2001 ). Todo lo 
anterior nos lleva a considerar la necesidad de estudiar de manera más 

profunda y desde diferentes perspectivas a ROP2. 

En el presente trabajo se reporta por primera vez la purificación de la 

forma nativa y madura de la proteína ROP2 de 54kDa de Toxoplasma gondii 
por la técnica de cromatografía de afinidad, empleando er anticuerpo 
monoclonal T5 201 acoplado a una columna de Sefarosa, el cual reconoce 

específicamente a la proteína (Leriche y Dubremetz, 1991 ). 

La técnica de purificación escogida fue la cromatografía de afinidad 

debido a que se contaba con un anticuerpo monoclonal especifico para 
ROP2 y a que, respecto a otras técnicas de purificación para protelnas, ésta 
ofrecía la ventaja de realizarse en un soro paso. Este hecho ampliaba la 

posibilidad de obtener un alto rendimiento en la purificación, lo cual es un 
punto importante si se considera que la cantidad de ROP2 presente en forma 

natural en los taquizoitos es mlnima. 

Por principio, los resultados presentados en este trabajo demostraron 

la inmunodetección en membrana de una banda de 54 kDa reconocida por el 

anticuerpo monoclonal T5-201 que es específico para ROP2, lo cual 
confirmó la presencia de la proteína madura en el lfsado de taquizoitos de T. 
gondii empleado. 

Posteriormente, se procedió a la extracción de ROP2 a partir de una 

suspensión de taquizoitos. Dado que se tenla el antecedente de que ROP2 

es una proteína de membrana, su extracción se realizó empleando el 

detergente CHAPS al 0.6%, el cual es recomendado para solubilizar este tipo 

de proteínas por presentar propiedades no desnaturalizantes que favorecen 

que la conformación natural de la proteína se mantenga. Además, este 

detergente ofrecía la ventaja de no interferir en la determinación de protelnas 

por el método de Bradford (Liscia et al., 1982). Los resultados obtenidos 
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mostraron que efectivamente ROP2 fue extralda en su totalidad de las 
membranas de los taquizoitos al ser solubllizada por el detergente 

mencionado {resultados no mostrados). 

Sin embargo, una vez que el Ac T5 201 ya habla sido purificado y 

acoplado a la columna, se pudo observar en los primeros experimentos 
realizados para determinar la capacidad del gel de afinidad, que la presencia 
de CHAPS en el lisado de taquizoitos irnpedla que ROP2 fuera reconocida 

por el Ac monoclonal. Esto se debe a que muy probablemente la 

conformación tridimensional adquirida por ROP2 en presencia de CHAPS 
0.6% mantiene oculto el epltope que el Ac monoclonal reconoce en la 
proteína. Lo anterior pudo confirmarse cuando se observó que la presencia 
simultánea de SOS 0.1 % en el lisado, probablemente al desplazar las 

moléculas de CHAPS en la proteína, favorecla el reconocimiento de ROP2 

por el Ac. Esto parece probable si consideramos que el SOS es un 
detergente desnaturallzante que tiene la capacidad de desdoblar a la 

proteína y permitir que el epltope en ROP2 sea accesible al Ac. 

El que se haya obtenido un Ac monoclonal corno T5 201, con 

capacidad de reconocer un epitope poco accesible en la proteína, puede 
deberse a que la fracción subcelular de T. gondii que se empleó para 

inmunizar a los ratones para producir el monoclonal, haya contenido 

proteínas desnaturalizadas y entre ellas a ROP2. 

En vista de que a partir de ese momento se empleó SOS en la 

preparación del antígeno, no hubo posibilidad de realizar la determinación de 

protelnas por el método de Bradford, por tratarse de un detergente que 
interfiere en este tipo de medición. 

Més adelante, se determinó la capacidad de la matriz elaborada con 

Affigel 10 y con Sefarosa 48-CNBr, las cuales resultaron ser muy similares 

entre sr. La cantidad de ROP2 contenida en 4 millones de taquizoitos fue 
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totalmente capturada por 5 µI de Affigel 1 O con 6.2mg de Ac/ml y la misma 

cantidad de ROP2 fue totalmente capturada por 7 µI de Sefarosa 48-CNBr 

con 4.2 mg de Ac/ml. En otras palabras, para la matriz de Affigel 10, 0.031 

mg de Ac lograron capturar la protelna contenida en 4 millones de taquizoitos 

y para la de Sefarosa, 0.029 mg de Ac capturaron la misma cantidad. 

Posteriormente, con alícuotas del gel de afinidad se realizaron 

experimentos para encontrar el eluyente adecuado con el cual purificar a 

ROP2. Cabe mencionar que a pesar de que las condiciones de elución 

empleadas en algunos de estos experimentos fueron muy drásticas por el 

hecho de realizarse con agentes desnaturalizantes y temperatura elevada, no 

se detectó una alta degradación de la proteína. Lo anterior puede ser 

indicativo de la estabilidad de la proteina nativa madura. El eluyente con el 

que fue posible obtener la máxima cantidad de proteína sin afectar la 

integridad de la columna de afinidad fue dietilamina 1 OOmM pH 11.5. Este se 

eligió entonces como el eluyente óptimo para realizar la purificación. 

Finalmente, se procedió a purificar a ROP2 por cromatografia en una 

columna de afinidad, donde la presencia de la proteina en el eluido fue 

demostrada por ínmunodetección al emplear el Ac monoclonal T5 201 el cual 

reconoce a la proteina ROP2 de manera específica. Posteriormente se 

calculó el rendimiento de la purificación el cual resultó ser aproximadamente 

del 9.7%. Contrariamente a lo esperado, el rendimiento obtenido resultó ser 

muy bajo considerando que justamente se recomienda emplear la técnica de 

cromatografía de afinidad cuando se desea obtener un alto rendimiento en la 

purificación de una proteina. Llama la atención que, a pesar de haberse 

empleado un exceso de antígeno con la finalidad de promover su interacción 

con el Ac acoplado a la matriz, y de que se demostró que aproximadamente 

cerca del 66% de la proteina presente en el lisado inicial se estaba uniendo a 

la columna, el rendimiento haya sido tan bajo. Además, cabe mencionar que 

ROP2 tampoco pudo ser detectada en los lavados que se realizaron a la 
columna antes de la elucíón. 
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Durante el desarrollo del presente trabajo, en repetidas ocasiones 
también se observó un bajo rendimiento en los ensayos de adsorción-elución 
en lote realizados con el gel de afinidad (datos no mostrados). Los autores 
que han reportado resultados similares para las columnas de sefarosa 
(Tercero et al., 1988), han conclufdo que tanto la matriz como el ligando 

están involucrados en la formación de uniones inespeclficas, las cuales 
pueden disminuir al emplear altas concentraciones de pequeñas aminas 
primarias en los lavados realizados a las columnas después de la reacción 

de acoplamiento. En base a esta información, existe la posibilidad de que 
ROP2 se esté uniendo al Ac y tal vez de una manera inespeclfica e 

irreversible, también al gel de afinidad. Esto explicaría la dificultad que se 
tuvo para eluir el resto de la proteína en muchos de los ensayos. En nuestro 

caso, cada vez que se reutilizaba la columna para realizar una nueva 

purificación, había que bloquear nuevamente el gel de afinidad con 
etanolamina 100 mM pH 9.5 por 72 horas para no tener problemas al 
momento de eluir la protelna. 

Por otra parte también se considera la posibilidad de que la causa por la 
cual ROP2 se pudiera estar adhiriendo irreversiblemente a la columna de 

afinidad esté relacionada con la naturaleza propia de la protelna y no sólo 

con el procedimiento de la técnica de purificación. Existe la posibilidad, por 
ejemplo, de que los dominios hidrofóbicos expuestos en la proteina 

desnaturalizada, pudieran estar favoreciendo su adherencia al Ac o matriz de 
manera inespeclfica e irreversible. 

Finalmente, también se demostró la pureza antigénica de ROP2 al 

encontrarse una única banda por inmunotransferencia en el eluido obtenido. 
Esta banda fue detectada por un suero policional proveniente de un ratón 

infectado con la cepa no virulenta de T. gondii K76. Ninguna otra proteína del 
parásito se detectó en la fracción eluida. 
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Asimismo se demostró la pureza de ROP2 al incluir parte del eluido en 
un gel y realizar una Unción para proteínas con azul de Coomassie. Aqul 
también solamente se identificó una única banda la cual también 

corresponde a ROP2. Otras maneras de comprobar su pureza podrlan haber 
incluido métodos más sofisticados como el análisis de aminoácidos y análisis 

por espectrometrla de masas, entre otros. 

Como conclusión, podemos afirmar que la purificación de la protelna 
ROP2 nativa resulta importante, ya que ofrece la oportunidad de realizar más 

pruebas que permitan caracterizar desde otra perspectiva la inmunologfa de 
ROP2 y por lo tanto de Toxoplasma gondii. 
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PERSPECTIVAS 

En vista de que se ha comprobado que el tipo y fuerza de la respuesta 
Inmune depende en gran medida de la naturaleza misma del antlgeno (Millch 
et al., 1997), podrian realizarse experimentos de inmunización con ROP2 que 
consideraran la secuencia de la forma madura de la proteína que es como se 

encuentra en forma natural en las roptrias del parásito. 

Se ha mencionado que la secuencia completa del precursor (64 kDa) 
de ROP2 es conocida, a pesar de que no ha sido posible identificar la 

secuencia de la forma madura de la protelna (54 kDa), la cual carece de la 
secuencia señal y de 70 a 80 aminoácidos adicionales. Aún se desconoce si 
la pérdida de estos aminoácidos adicionales se lleva a cabo en el extremo 

amino o carboxilo terminal, o en ambos extremos de la secuencia del 
precursor. En primera instancia, la secuenciación del extremo amino terminal 

de la protelna nativa pura por el método de Edman podrla brindar parte de 

esta información. En caso de que el extremo amino terminal de la proteina 

estuviera bloqueado, tal vez lo más conveniente sería analizarla por 
espectrometria de masas. 

Una vez conocida su secuencia, la proteína madura probablemente 
podría expresarse en E. coli corno una proteina recornbinante estable (a 

diferencia de su precursor) que presentara las mismas propiedades 

inmunológicas de carácter protector que se presume tiene la proteína nativa 

y las cuales aún faltan también por determinarse. De esta manera, tanto la 
proteína nativa pura y la proteína madura recombinante podrían emplearse, 

entre otros ensayos, para realizar una evaluación de la respuesta 
inmunológica generada hacia ambos antlgenos por individuos infectados con 

T. gondii. 
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Por otra parte, en el caso de la inmunización genética en ratones, 
serla interesante evaluar el tipo de respuesta que la secuencia de la protelna 
madura es capaz de inducir al estar incluida en un plásmido. 

En cualquiera de los casos, la purificación de la protelna madura 
resulta necesaria. 
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APENDICE I 

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD 

1. Selección del Ligando. 

Al seleccionar un ligando deben considerarse los siguientes puntos: 

a) Idealmente el ligando debe reconocer solamente a la protefna que se 

pretende purificar. Incluso es mejor considerar un ligando de alta 
especificidad como es el caso de un anticuerpo monoclonal que reconoce 

solamente a un epltope en particular, presente en la protefna. 
b) El ligando debe formar un complejo reversible con la protefna de interés, 

de tal manera que el complejo sea resistente a los procesos de lavado 
con soluciones amortiguadoras que se lleven a cabo durante la 

purificación. Asimismo el complejo debe ser fácilmente disociable al 

aplicar una condición fisicoqulmica particular o exceso de ligando libre, 
con el fin de no recurrir a condiciones desnaturalizantes para lograr la 

elución de la proteina. 
c) El ligando debe ser estable bajo las condiciones a las que se pretende 

inmovilizar y utilizar. Esto quiere decir que debe ser resistente a la 
proteólisis y a la desnaturalización causada por eluyentes y agentes 

limpiadores. 
d) El ligando debe ser de preferencia grande para que contenga un número 

suficiente de grupos que puedan interactuar con la protefna, 
obteniéndose asf la estereosefectividad y afinidad adecuadas. Además el 

ligando debe poseer un grupo funcional que le permita ser inmovilizado 

sin afectar su unión a la proteína. En caso de que el ligando sea tan 

pequeño que la matriz interfiera en su acceso a las protefnas, es 
recomendable interponer una molécula espaciadora o brazo espaciador 

entre el ligando y la matriz, que permita que el ligando quede expuesto a 
la protefna. Por otra parte, si el ligando es muy grande, puede ser 

59 



susceptible a la desnaturalización o degradación, y dar lugar a 
interacciones inespeclficas uniéndose a otros sitios de la protelna o bien a 

otras protelnas. 

2. Selección de la matriz 

Un ligando de afinidad se inmoviliza en un soporte o matriz por medio 
de uno o más enlaces covalentes. La eficiencia del ligando inmovilizado en 

un proceso de purificación, dependerá en gran parte de la estructura de la 

matriz. Es importante por lo tanto considerar Jos siguientes puntos: 

a) La matriz debe tener un alto grado de porosidad de tal manera que las 

protelnas grandes puedan tener acceso al ligando inmovilizado en las 

porciones interiores del soporte. 
b) La matriz debe ser químicamente estable bajo las condiciones utilizadas 

para la activación y acoplamiento del ligando y bajo aquéllas empleadas 

durante su operación y regeneración. Al haber estabilidad qulmica la 
estructura de la matriz se mantendrá Integra y se minimizarán los 

problemas de contaminación de la mezcla proteica. 

c) La matriz debe tener una alta estabilidad mecánica para que sea posible 

maximizar el flujo de las soluciones que pasan a través de ella y resista 

casi cualquier tipo de movimiento sin desintegrarse. 

d) La matriz debe ser capaz de soportar el rango de pH y temperatura 

empleados durante la activación y acoplamiento del ligando y durante su 

operación y regeneración. 
e) La matriz debe ser fácilmente activable para acoplar ligandos a una alta 

densidad y ser inerte a uniones no especificas de protelnas. 

f) Las propiedades particulares de la matriz no deben alterarse durante su 
funcionamiento. 

g) La matriz debe tener una estructura uniforme, para que las moléculas de 

ligando queden homogéneamente distribuidas. 
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Estudios comparativos de diferentes soportes demuestran que 
generalmente las protelnas son purificadas con éxito en matrices de agarosa. 
La agarosa es un polisacárido obtenido a partir del agar el cual es un 
componente presente en las algas. Está constituida de cadenas poliméricas 

del disacárido agarobiosa (O-galactosa y 3,6-anhidro-1-galactosa) y forma 
estructuras o geles hidrofilicos muy porosos. Una ventaja de este tipo de 
matriz es que presenta una mlnima adsorción no especifica. Actualmente 

existen matrices preactivadas que pueden conseguirse comercialmente 

(Figura 14 ). 

~OH ~ .~o-c:=N pH écldo 

OH o-c=N 

SEFAROSA 

-pHbisslco ~ 
!iiH 

O-C-NH-LIGANDO 
!iiH 

0-C-NH-LIGANDO 

Figura 14.<Estructura química de la Sefal"osa 4B~CNBr. 

3. Brazo Espaciador 

Como ya se ha mencionado, el brazo espaciador puede ser de utilidad 
para distanciar el ligando de la matriz cuando el ligando sea tan pequeño que 

resulte inaccesible a las moléculas de proteína que se encuentran en 

solución. Una molécula espaciadora también puede ser de utilidad en casos 

donde el ligando sea inmovilizado a través de un sitio cercano a su sitio de 
unión, de tal manera que su interacción con la proteína se vea impedida. 

La longitud deí brazo espaciador es crucial y debe ser determinada 

emplricamente. El número recomendable de grupos metileno que deben 

conformar el brazo espaciador son entre 6 y 8. La molécula espaciadora 
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debe ser hidrofflica y no unir por si misma protelnas, ya sea por su 

hldrofoblcldad o por sus grupos cargados. 

Actualmente se aprovecha la ventaja de que existen reacciones 

qulmicas d~ activación que automáticamente insertan un brazo espaciador 
entre la· matriz y el ligando. También existen matrices comerciales que ya 

cuentan con brazo espaciador (Figura 15). 

AFFIGEL 10 

R ~~ 
OCH2CONH(CH2)2NHCO(CH,);-C-O-N~ + 

BRAZO ESPACIADOR O 

Figura 15. Estructura qulmica del Affigel 10. 

4. Inmovilización del ligando 

R-NH2 
pH 8.5-8.5 

LIGANDO 

L~ 
1 

C-~-R 

+ 

HO-~ 
o 

Previamente a la inmovilización del ligando, la matriz inerte debe 

activarse mediante el uso de agentes quimicos que generen grupos reactivos 

en su superficie, los cuales tengan la capacidad de unirse covalentemente al 

ligando sin afectar su naturaleza y funcionalidad. Entre los agentes químicos 

de mayor uso se encuentran el bromuro de cianógeno, los bis oxiranos, el 

carbonil diimidazol, los haluros de sulfonilo y la triazina, los cuales reaccionan 
con los grupos hidroxilo de los polisacáridos formando derivados estables 

capaces de reaccionar con los grupos químicos del ligando. 
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La reacción de acoplamiento con el ligando es particular para cada 
caso y va a depender principalmente del tipo de grupos qufmicos que se 
hayan generado en la matriz y de los que presente el ligando. Tanto para la 
reacción de activación de la matriz como para la reacción de acoplamiento 

del lfgando, deberán sefeccionarse agentes limpiadores y soluciones 
amortiguadoras con valores de pH que favorezcan las reacciones deseadas. 
Asimismo, después de haber acoplado el ligando, deberán bloquearse los 

grupos activos remanentes en la matriz añadiendo compuestos de bajo peso 
molecular. El agente bloqueador más utilizado es la etanolamina 1 M ajustada 

a un pH de 8 e incubada con la matriz a temperatura ambiente por una hora. 

5. Determinación de las condiciones de adsorción 

La solución amortiguadora escogida para realizar la adsorción de una 
protelna a una columna de afinidad debe permitir la formación estable del 

complejo ligando-protelna. En algunos casos la adición de iones metálicos 

divalentes o factores especificos, puede favorecer la conformación de la 
protelna y ayudar a reforzar la interacción existente entre ésta y el ligando. 

Otra manera de mejorar la afinidad del ligando por la protelna es incrementar 

la cantidad de ligando inmovilizado, lo cual se logra aumentando la cantidad 
y concentración de ligando durante la etapa de acoplamiento. También otra 

alternativa es aumentar el tiempo de incubación en la reacción de 
acoplamiento. 

6. Determinación de las condiciones de lavado 

En caso de que el complejo ligando-protelna sea de alta afinidad, éste 
se mantendrá probablemente estable bajo las condiciones de lavado cuya 
función es eliminar las proteinas unidas inespecificamente a la columna. Las 

soluciones amortiguadoras utilizadas en el lavado deben poseer propiedades 

intermedias en cuanto a molaridad, pH, etc., que se encuentren entre las de 
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la solución con la que se alcanza una adsorción óptima y las de la solución 

utilizada para eluir la proteína. De esta manera, dentro de este rango se 
podrán descubrir condiciones óptimas de lavado para purificar la protelna de 

interés. 

7. Determinación de las condiciones de elución 

La elución de una proteína unida a un ligando en una columna, se 
efectúa cambiando con un eluyente las condiciones del medio en las que se 

encuentra el complejo, de tal manera que la afinidad del ligando por la 

protelna disminuya. En caso de que se requiera de la protelna activa, este 
tratamiento no debe causar la desnaturalización irreversible de la misma, ni 

la del ligando en caso de que se pretenda reutilizar la columna. La alteración 
de las fuerzas (hidrofóbicas, iónicas, etc.) que mantienen unido al complejo 

puede conseguirse de diferentes maneras: por variación de la fuerza iónica; 

por variación del pH; por la presencia de agentes caotrópicos (tiocianato de 

potasio 3M, yoduro de potasio 2M o cloruro de magnesio 4M); por la adición 

de agentes desnaturalizantes (urea 8M y guanidina-HCI 6M), en caso de que 

no se requiera de la proteína activa ni de la reutilización de la columna como 
se mencionó anteriormente; y entre otros, por la presencia de agentes 

reductores de la polaridad (dioxano y etilenglicol). 

64 



APENDJCE II 

PROCEDIMIENTOS 

1. Purificación de antlcueroos monoclonales de ratón a partir de liquido 

ascftico 

1.1. Soluciones y resina 
- Solución salina amortiguadora con fosfatos (PBS pH 7.8): NaCI 150mM + 
NaH2(P0)4 10mM pH 7.8 
- Solución amortiguadora A: Tris HCJ 20 mM + NaCI 40 mM pH 7.8 
- Solución amortiguadora B: Tris HCI 20 mM + NaCI 20 mM pH 7.8 

- Solución amortiguadora C: Tris HCI 20 mM + NaCI 400 mM pH 7.8 

- Solución amortiguadora D: Tris HCI 20 mM pH 7.8 
- Solución saturada de sulfato de amonio. 

-DEAE-Celulosa (DE52 microgranular, preswolien, Whatman). Se suspendió 
la resina en la solución amortiguadora B y se decantó eliminando las 

partlculas finas. Se repitió varias veces el proceso y se conservó a 
temperatura ambiente en una suspensión aproximadamente al 25%, 

adicionando azida de sodio al 0.1% final. 

1.2. Precipitación del anticuerpo 

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4ºC (en hielo). 
-A 4 mi de liquido de ascitis se agregaron 12 mi de PBS pH 7.8 (dilución 1/4). 

Esto fue centrifugado 30 min a 100,000 x g en un tubo de nitrocelulosa. 

-Por medio de una aguja insertada en la parte lateral del tubo, se recuperó la 
fase acuosa, descartando el botón inferior y la fase lipídica superior. 

-A Ja fase acuosa se agregó, lentamente y con agitación, un volumen igual de 

la solución de sulfato de amonio saturada y se dejó sobre el hielo una hora. 

-Posteriormente se centrifugó a 12,500 x g por 15 min a 4ºC en un tubo 
COREX. 
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-Se descartó el sobrenadante y se redisolvió el botón en aproximadamente 4 

mi de la solución amortiguadora A. 
-Se transfirió a una bolsa de diálisis previamente hervida en agua bidestilada 
y se dializó contra 100 volúmenes de la solución B sin agitación a 4ºC. Se 
cambió la solución de diálisis 2-4 horas después y se continuó la diálisis 

durante una noche a 4 ºC. 
-Se centrifugó a 12,500 x g a 4ºC durante 15 min en un tubo COREX y se 

transfirió el sobrenadante a una probeta. Se midió el volumen y se hizo una 
dilución 1/20 de una allcuota para medir la densidad óptica a 280 nm. 

(unidades de Abs a 280 / 1.25 = mg de protelnas). 

1.3. Purificación del anticuerpo por cromatografla de intercambio iónico en 

DEAE-Celulosa DE52 
-Se montó la columna a temperatura ambiente considerando 1 mi de resina 

por cada 5 mg de protelna (2.5 mi de resina por cada mi de ascitis) bajo una 

presión hidrostática de 40 cm empleando la solución B. Se equilibró primero 

con 5 volúmenes de solución B con azida de sodio al 0.1 % y después a 4 ºC. 

-Se conectó la columna a la bomba peristáltica. 
-Se diluyó la muestra con un volumen igual de solución D y se aplicó a la 

columna con un flujo de 1 volumen de columna por hora. 
-Se colectaron fracciones cada 12 minutos. 

-Se lavó la columna con 2 volúmenes de solución B. 

-Se eluyó con un gradiente de soluciones B y C empleando un volumen total 
de gradiente de 10 volúmenes de columna. 

-Se midió la densidad óptica a 280 nm de las fracciones. Se juntaron las 

fracciones del pico y se llevó la concentración de NaCI a 150 mM. Se midió la 

densidad óptica a 280 nm del conjunto de fracciones del pico (unidades de 

Abs a 280nm/ 1.4 = mg de inmunoglobulinas). 
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2.Electroforesis de proteínas en gel de acrilamida no desnaturalizante 

2.1. Soluciones 
-A: Acrllamida 30 % + Metilenbis-acrilamida 0.8 % 
-8: Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 + Temed 0.23 % 
-C: Persulfato de amonio 0.14 % 
-O: Tris-HCI 0.05 M + Glicina 0.384 M pH 8.3. 
-solución para la muestra: Se mezclaron 2 mi de solución 8, 6 mi de glicerol 

al 10% y 20 µI de azul de bromofenol al 1%. 
-solución de electrodos: Se diluyó 1 :2 la solución O al volumen necesario. 

-solución para teñir gel: Se disolvió azul de Coomassie G250 al 0.04% (p/v) 
en HCI04 al 3.5%. La solución se agitó 1 hora a temperatura ambiente y fue 

filtrada después. Se conservó a temperatura ambiente. 

2.2. Procedimiento 

Se mezclaron 10 mi de la solución A y 10 mi de la solución B, se 

desgasificó con vaclo y se agregaron 20 mi de la solución C recién 

preparada. Se vació la mezcla entre las dos placas de vidrio de la cámara de 
12 X 15 cm e/u. Se colocó el peine y se dejó polimerizar. El gel quedó a una 

concentración final de 7.5% de acriiamida y 0.2% de bis-acriiamida. 
Posteriormente, se colocaron las placas de vidrio con el gel dentro de la 

cámara de electroforesis y ésta se llenó con la solución de electrodos. Se 

aplicaron en diferentes carriles del gel las muestras problema y el liquido de 

ascitis diluidos 1 :4 en la solución para muestras, y se corrió el gel a un voltaje 

constante de 200 volts. Una vez terminada la electroforesis, se tiñó el gel con 

Coomassie G250 al 0.04% por 3 horas y se destiñó después con ácido 
acético al 10%. 
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3. Acoplamiento del anticuerpo monoclonal al gel de afinidad 

3.1. Acoplamiento del anticuerpo monoclonal a Affigel 10 
Tal como recomienda el proveedor, se lavó 1 mi de Affigel 10 con una 

solución amortiguadora de acetato de sodio 10 mM pH 4.5 a 4ºC sin dejar 

secar la resina. Posteriormente, se agregaron al Affigel 1 O mg del anticuerpo 
monoclonal purificado disuelto en 3.2 mi de una solución amortiguadora de 

NaHC03 0.1 M pH 8 y se llevó a cabo la reacción de acoplamiento durante 4 
horas a 4ºC con agitación. Se centrifugó la suspensión a 500 rpm y se midió 

la absorbancia del sobrenadante a 280nm, cuidando antes ajustar el pH a 2 

para evitar que la hidrosuccinimida liberada durante la reacción interfiriera en 

la medición. Una vez determinada la cantidad de Ac presente en el 
sobrenadante, se calculó por diferencia el rendimiento del acoplamiento. 

Después, el gel acoplado fue bloqueado en agitación con etanolamina 100 

mM pH 8 por 1 hora a 4ºC y transferido a una columna. La columna fue 
lavada con PBS pH 7.8 y guardada a 4ºC en PBS pH 7.8 + azida de sodio 
0.1 % para su uso posterior. 

3.2. Acoplamiento del anticuerpo monoclonal a Sefarosa-48 activada con 
CNBr 

De acuerdo a las indicaciones del proveedor, se incubaron 0.4 g de 

Sefarosa-48-CNBr con 40 mi de HCI 0.1 M por 1 hora, a temperatura 

ambiente y con agitación. Posteriormente, se recuperó el gel (1.4 mi) por 

filtración y éste se equilibró con una solución amortiguadora de NaHC03 

0.1 M-NaCI 1 M pH 8, y se puso inmediatamente en contacto con 6.8 mg de 
anticuerpo monoclonal disuelto en 3 mi de una solución amortiguadora de 

NaHC03 0.1 M-NaCL 1 M pH 8 en una relación de 4.85 mg de Ac/ml de gel. 

La reacción de acoplamiento se realizó a 4ºC por 4 horas en agitación 
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continua. La suspensión obtenida se centrifugó a 500 rpm y al sobrenadante 
se le midió la absorbancia a 280nm. Una vez determinada la cantidad de Ac 
presente en el sobrenadante, se calculó por diferencia el rendimiento de la 

matriz. Por otra parte, el gel ya acoplado fue bloqueado con etanolamina 100 
mM pH 9.5 por 72 horas a 4 ºC y ligera agitación. Este fue transferido 
posteriormente a una columna y se lavó con PBS pH 7.8. Se guardó a 4ºC 

en PBS pH 7 .8 + azida de sodio O. 1 % para su uso posterior. 

4. Obtención del lisado de Toxoplasma 

4.1. Cultivo de parásitos 

Como fuente de proteina para realizar la purificación de la forma 
madura de ROP2, se utilizaron taquizoitos de la cepa Wiktor (Saavedra et al., 

1990) de Toxop/asma gondii. Inicialmente, los taquizoitos se cultivaron in vivo 
en ratones Balb/c, haciendo pases seriados del parásito (cada 2 dias) en la 
cavidad peritoneal de los ratones. Posteriormente estos taquizoitos fueron 

utilizados para infectar monocapas de células VERO in vitro. Después de la 
lisis espontánea de las células hospedero, los taquizoitos extraceluiares 

fueron recolectados y lavados varias veces con PBS por resuspensión y 

centrifugación. Finalmente, los taquizoitos fueron suspendidos en PBS 

ajustando la concentración a 1000 X 10
6 

taquizoitos/ml PBS pH 7.8. La 
suspensión se congeló a -70ºC en alicuotas de 100 µI hasta el dia de su uso. 

4.2. Preparación del lisado de Toxoplasma 

A la suspensión de taquizoitos preparada en PBS pH 7.8 se agregó 

SOS al 10% (p/v) hasta obtener una concentración final del 1.25%. Después, 

la suspensión se incubó en baño Maria por 1 O min en ebullición y se dejó 
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, ésta se diluyó con PBS pH 

7.8 para llevar la concentración final de SOS al 0.1 %. Simultáneamente, se 
agregaron a la suspensión inhibidores de proteasas (Leupeptina 0.01mg/ml, 

Aprotinina 0.1 mg/ml, PMSF 1 mM/isopropanol, EDTA 2mM). En seguida, la 

mezcla fue centrifugada por 30 min a 1 O 000 x g y a temperatura ambiente 
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para eliminar el material insoluble. El sobrenadante obtenido constituyó el 

lisado de Toxoplasma. 

Para algunos ensayos preliminares se incluyó en el lisado, además de 

SDS al 0.1 %, otros detergentes como CHAPS al 0.6% o Tritón X-100 al 
0.6%. Salvo estas modificaciones, el método a seguir fue el mismo. 

Por otra parte, en algunos experimentos se utilizó como lisado de 

Toxop/asma un sonicado de taquizoitos. Este sonicado se obtuvo al aplicar a 
una suspensión de taquizoitos (ajustada a 200 X 106 taquizoitos/ml PBS), a 

4ºC y en presencia de PMSF 100mM y CHAPS al 0.6%, 10 pulsos de 50 
Watts de 30 seg cada uno. El sonicado, con un volumen total de 2.5 mi, fue 
posteriormente centrifugado a 150 000 x g por 30 mina 4ºC, y se tomó una 

muestra del sobrenadante y otra del botón de material insoluble después de 
ser resuspendido en 2.5 mi de PBS pH 7.8. 

5.Método de adsorción-elución en lote. 

Procedimiento general 

Se colocó en un tubo de polipropileno de 1.5 mi con fondo cónico para 
microfuga, una alícuota del gel activado con el Ac T5-2D1 (Affigel 1 O ó 

Sefarosa-48 CNBr). La matriz o gel se lavó y equilibró varias veces por 
resuspensión y centrifugación con PBS-SDS 0.1 % y se incubó con una 

allcuota del lisado de Toxoplasma por 2 horas en agitación. Posteriormente, 

el tubo se centrifugó a 8000 rpm (3917.5 x g) por 4 min y se tomó una 
alicuota del sobrenadante o fracción no unida (NU). La alícuota se preparó 

después para electroforesis al hervirse por 5 min en baño Maria con la 

solución amortiguadora para muestras SIN MERCAPTOETANOL (62 mM 

Tris-HCI, 10% glicerol, 2.5% SOS, 0.005% azul de bromofenoi, pH 6.8). Por 

otra parte, el gel contenido en el tubo se lavó varias veces por resuspensión 
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en PBS-SDS 0.1% y centrifugación, y fue finalmente resuspendldo en el 

eluyente correspondiente. Después de una incubación de 5 min con 
agitación, el tubo se centrifugó a 8000 rpm (3917.5 x g) por 4 min y se tomó 
una allcuota del sobrenadante o fracción eluida (E). Esta allcuota se preparó 
después para electroforesis al hervirse por 5 min en baño María con la 

solución amortiguadora para muestras SIN MERCAPTOETANOL. Cabe 
mencionar que todos los procesos de lavado, de incubación con el lisado de 
Toxop/asma y de elución, se llevaron a cabo a temperatura ambiente salvo 

en los casos en que se especifique lo contrario. En la mayor parte de Jos 
ensayos, las muestras se prepararon con Ja solución amortiguadora SIN 

MERCAPTOETANOL antes de incluirse en el gel de corrida. Sin embargo, 
hubo ensayos iniciales en los que las muestras se prepararon con Ja solución 
amortiguadora para muestras CON MERCAPTOETANOL (62 mM Tris-HCI, 

10% glicerol, 2.5% SOS, 5% mercaptoetanol, 0.005% azul de bromofenol, pH 

6.8). La solución amortiguadora empleada se indica en cada caso. 

6.Purificación de la proteína ROP2 de Toxop/asma gondii por cromatografía 
de afinidad en una columna de Sefarosa-48 CNBr 

-La columna (1 cm de diámetro X 2 cm de altura) de 1.4 mi de gel (anticuerpo 

T5-2D1 acoplado a Sefarosa-48-CNBr) se montó a temperatura ambiente 
bajo una presión hidrostática de 40 cm. 

-Se lavó sucesivamente con 7 volúmenes de NaCI 0.5M, 7 volúmenes de 
dietilamina 100 mM pH 11.5-SDS 0.1 %, 7 volúmenes de Tris 50 mM pH 8 y 
finalmente con 14 volúmenes de PBS-SDS 0.1%, con un flujo de 10 
volúmenes de columna por hora. 

-El lisado de Toxoplasma contenido en 20 mi de PBS-SDS 0.1 % (70 X 106 

taquizoitos/ml), se aplicó a la columna con un flujo de 5 volúmenes de 

columna por hora y se colectaron fracciones cada 12 minutos a temperatura 
ambiente. 
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-Se lavó la matriz sucesivamente con 7 volúmenes de NaCI 0.5M -SDS 0.1 % 

y 7 volúmenes de Tris 1 OmM-SDS 0.1 % pH 8, con un flujo de 1 O volúmenes 

de columna por hora y se colectaron fracciones cada 6 minutos. 

-La elución se llevó a cabo con 5 volúmenes de dietilamina 1 OOmM -SDS 

0.1 % -leupeptina 0.01 mg/ml -aprotinina 0.1 mg/ml -PMSF1 mM/isopropanol -

EDTA 2mM pH 11.5 con un flujo de 10 volúmenes de columna por hora. Se 

colectaron fracciones cada 6 minutos y en los tubos donde se recibió cada 

una, previamente se colocaron 100 µI de Tris 1 M pH 6.8 para neutralizar el 

pH. 

-La matriz se lavó con 5 volúmenes de Tris 50 mM pH 8 con un flujo de 1 O 

volúmenes de columna por hora colectando fracciones cada 6 minutos y 

finalmente se equilibró en PBS pH 7.8 + azida de sodio 0.1 % para su 

conservación a 4ºC. 

Cabe mencionar que siempre antes de reutilizar la matriz para una 

siguiente purificación, ésta se rebloqueó con etanolamina 100 mM pH 9.5 por 

72 horas a 4ºC (Tercero y Dfaz Mauriño,1988). 

?.Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS {SDS-PAGE) 

La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS se llevó a cabo por el 

sistema discontinuo descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Cada corrida 

incluyó la preparación de un gel separador de poliacrilamida al 10% y un gel 

concentrador al 3%. Como marcadores de peso molecular se utilizaron: 

cadena H de miosina [200 kDa]. fosforilasa b [97.4 kDa], albúmina sérica 

bovina (BSA) [68 kDa], ovalbúmina [43 kDa], anhidrasa carbónica [29 kDa], 

beta-lactoglobulina [18.4 kDa] y lisozima [14.3 kDa]. Salvo que se indique lo 

contrario, todas las muestras se cargaron en el gel después de ser hervidas 

por 5 min en baño María, junto con la solución amortiguadora para muestras 
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SIN MERCAPTOETANOL (62mM Tris-HCI, 10% glicerol, 2.5% SDS, 0.005% 

azul de bromofenol, pH 6.8) 

8.Tinción de protelnas en gel de poliacrilamida con azul de Coomassie 

-Una vez concluida la electroforesis, se colocó el gel de poliacrilamida en un 
recipiente con tapa y se lavó con 100 mi de solución fijadora (ácido acético 
5% -metanol 10%) por 15 mina 55ºC agitando ligeramente. 
-Se retiró la solución y se agregaron 100 mi de solución fijadora nueva y 1 O 

mi de solución al 1 % de azul de Coomassie (Coomassie Brillan! Blue R250). 

Se Incubó a 55ºC por 20 min con ligera agitación. 
-Se retiró la solución y se agregaron 100 mi de solución de enjuague (ácido 
acético 7%). Se incubó a 55ºC con agitación y se cambió periódicamente 

esta solución por solución de enjuague nueva, hasta que el gel quedara 
desteñido y se distinguieran las bandas de interés. 

9.Transferencia electroforética. 

La transferencia electroforética se realizó como a continuación se 
describe: 

-Una vez terminada la electroforesis el gel se lavó 2 veces brevemente con 
agua bidestilada y 3 veces por 15 min con la solución amortiguadora de 

lavado (Tris 25 mM - Glicina 192mM pH 8.3). 

-Se mojaron las fibras y la membrana para transferencia en una charola con 

suficiente solución amortiguadora de transferencia desgasificada (Tris 25mM 

- Glicina 192mM - Metanol 20% pH 8.3) a temperatura ambiente. 
-Se llenó la cámara de transferencia (Bio-Rad) con solución amortiguadora 

de transferencia desgasificada y equilibrada a 4ºC y se colocó un agitador 
magnético dentro de la cámara. Se conectó el refrigerante a la fuente de 
agua fria. 
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-En otra charola con solución amortiguadora de transferencia, se colocó 

sucesivamente y evitando la formación de burbujas lo siguiente: 

1) rejilla plástica 

2) fibra 
3) el papel para blot 
4) membrana de nitrocelulosa (Hybond-C,Amersham) previamente 

equilibrada en solución amortiguadora de transferencia. 

5) gel 
6) papel Whatman, previamente equilibrado en solución amortiguadora de 

transferencia. 
7) fibra 
8) rejilla plástica 

Se transfirió rápidamente el paquete a la cámara de transferencia de 
manera que la membrana de nitrocelulosa quedara del lado del ánodo. 

Cuando fue necesario, se llenó la cámara con más solución amortiguadora 

de transferencia hasta cubrir el cassette y los electrodos. Se conectó la 

unidad cuidando de poner los electrodos en posición correcta. Se transfirió a 

90 volts por 2 horas (Nota: la solución amortiguadora de transferencia puede 
ser reutilizada 2-3 veces si se guarda a 4ºC.). 

10.Tinción de protelnas con Rojo Ponceau 

La tira de nitrocelulosa correspondiente al carril con marcadores de 

peso molecular, se cortó y se tiñó con Rojo Ponceau 0.3% en ácido 
tricloroacético al 3% por 30 min. Se enjuagó con ácido acético al 10%. 
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11.lnmunodetección de antlgenos transferidos a nitrocelulosa. 

La membrana fue bloqueada por incubación con albúmina sérica 
bovina (BSA) al 1 % en solución amortiguadora de lavado TNT (NaCI 150mM 

+ Tris-HCI 10mM + Tween 20 0.05% pH 8) por 2 horas a temperatura 
ambiente. Después, la membrana se puso en contacto con el anticuerpo 
monoclonal T5-2D1 contenido en liquido de ascitis, el cual se diluyó 

1:100,000 en TNT-BSA 1% y se incubó con la membrana por 2 horas a 
temperatura ambiente o una noche a 4ºC con agitación. Una vez realizados 

los lavados con TNT, el anticuerpo unido fue revelado con un segundo 
anticuerpo anti-lg de ratón, producido en cabra y marcado con fosfatasa 
alcalina. Este fue diluido 1 :10,000 en TNT-BSA 1 % y la incubación se realizó 

por 2 horas a temperatura ambiente, con agitación y en la oscuridad. 
Después de lavar varias veces la membrana con TNT también en la 

oscuridad, se agregó el sustrato cromogénico azul de nitro tetrazolio (NBT) al 
0.033% y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) al 0.016% en una solución 

amortiguadora para sustrato (Tris 100mM -NaCI 100mM -MgCl2 5mM pH 
9.5). y se detuvo la reacción a los 10 min lavando la membrana con EDTA 
5mM y posteriormente con agua bidestilada. 

En algunos experimentos, en vez de utilizar el Ac T5-2D1 contenido en 

el liquido de ascitis para realizar la inmunodetección de la protefna ROP2 en 
la membrana de nitrocelulosa, se empleó el suero de un ratón infectado con 

la cepa no virulenta K76 de T. gondii, el cual se diluyó 1:5000 en TNT-BSA 

1 % y se incubó con la membrana por 2 horas a temperatura ambiente y con 
agitación. 
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