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RESUMEN

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que puede
infectar las células nucleadas de la mayoria de los mamiferos y aves,
causando en ocasiones una patologia severa. La primoinfeccién durante el
embarazo puede resultar en aborto o en defectos para el feto, mientras que
en pacientes con SIDA, representa uno de los patégenos oportunistas mas
importantes.

La vacunacién 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 inmunoldgico reconoce y controla al pardsito en un individuo
infectado.

Se sabe que la respuesta inmunoldgica contra el parasito es tanto de
tipo humoral como celular. Se conoce también que los linfocitos, el interferén-
gama y otras linfocinas, estan involucrados en la proteccién contra la
enfermedad. Sin embargo, hasta la fecha todavia no existe una vacuna
eficiente contra el parasito.

Son varios los antigenos de T. gondii que se han estudiado con la
finalidad de elaborar una vacuna. Entre algunos de ellos se encuentra la
proteina de §4 kDa (ROP2) que se encuentra en los organelos del parasito
llamados roptrias. Se ha observado que esta proteina tiene una funcién
importante en el mecanismo de invasion del parasito a la célula del
hospedero, ademas de que, de acuerdo a estudios, tiene potencial
inmunogénico al inducir la produccion de anticuerpos protectores clase IgG
en el hospedero y estimular una clona de linfocitos T obtenida de un individuo
inmune que es productora de interferén gama. Sin embargo, aun 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 Toxoplasma
gondii a partir de una suspension de taquizoitos, empleando Ia técnica de
cromatografia de afinidad y un anticuerpo monoclonal especifico para ROP2.




La primera parte del trabajo hace referencia a la patologia, ciclo de
vida y mecanismo de invasién del parasito, asi como a algunos estudios de
tipo inmunolégico relacionados con sus proteinas. La segunda parte del texto
describe la metodologia que se empled para purificar la proteina de interés y
muestra los resultados obtenidos y la discusién de los mismos. En esta
segunda parte, {a pureza de la proteina obtenida queda demostrada y se
determina el rendimiento del proceso de purificacion.

xi




INTRODUCCION

1. TOXOPLASMA GONDI!
1.1. PATOLOGIA

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que infecta las
células riucleadas de aves y mamiferos. E! nombre Toxoplasma (toxo = arco,
plasma= forma) deriva de la forma en_.que el parasito tiene bajo el
microscopio (Figura 1). Fue observado por primera vez por Nicolle y
Manceaux en 1908 en el roedor Ctenodactylus gondi. T. gondii ha sido
siempre reconocido como un protozoario y su clasificaciéon actual es la
siguiente:

Filo: Apicomplexa

Clase: Sporozoea

Subclase: Coccidia

Orden: Eucoccidiorida

Suborden: Eimeriorina

Familia: Sarcocystidae

En 1923, Janku fue el primero en describir la presencia de organismos
similares a T. gondii en la retina de un nifio hidrocefalico. Sin embargo, el
papel de Toxoplasma gondii como patégeno en el humano no fue reconocido
sino hasta 1937, cuando Wolf y Cowen (1937) reportaron un caso confirmado
de toxoplasmosis congénita. Cinco afios mas tarde, Sabin caracterizaria los
aspectos clinico-parasitoldgicos de la toxoplasmosis congénita en el hombre
y en 1948, el desarrollo de la prueba de Sabin y Feldman contribuiria de
manera importante al conocimiento de la infeccion. Fue en 1965 cuando se
corroboré que la infeccién podia ser adquirida mediante la ingestion de carne
cruda o mal cocida y en ese mismo afio Hutchison describid por primera vez
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una-de las formas resistentes de! parasito.en heces de felinos: Finalmente,
en 1970 se conacit él ciclo de vida completo de' T. gondii cuando se observé
que el ciclo sexual del parasito se llevaba a cabo en el intestino delgado del
ga(o.' Ac,tvua!mente se sabe que la infeccién por T. gondii depende de la
interacciéon entre factores propios del parasito y del hospedero, y que, por lo
tanto, la toxoplasmosis humana muestra una patologia diversa.

Grénuio denso
Reticulo endoplis mico Aparato do Golgi

rugoso

Apicoplasto
/

Micronemas

Conoide

{xtremo
Raptria apical

Mrtocondria

Figura 1. Esquema del taquizoito de 7. gondii. El laquizoito se observa al microscopio
generalmente en forma de media luna y mide aproximadamente 2 X 6 um. Su extremo
anterior es conoidal y su extremo posterior es redondeado. Consta de una cubierta externa
llamada peliculo, asi como de un complejo apical conformado por un anillo polar, un conoide,
roptrias, micronemas y microtubulos subpeliculares. También posee reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi, reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas, granulos densos, una
mitocondria, un apicoplasto de 4 membranas y un nucleo bien definido (Ajioka et al., 2001).

La infeccién con T. gondii puede ser adquirida en forma congénita o
después del nacimiento. En individuos saludables, la infeccién es por lo
general clinicamente asinlomatica 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 cueslion
de semanas. Durante la fase crénica, se puede delectar la presencia de
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anticuerpos en los enfermos, quienes pueden albergar de por vida quistes
en diferentes tejidos (Darcy et al., 1988). La infeccion congénita ocurre
solamente cuando una mujer sufre una primoinfeccion durante el embarazo y
la gravedad de la enfermedad dependera de la etapa de éste. La transmision
transplacentaria puede dar lugar a malformaciones neonatales e incluso
provocar el aborto (Remington, 1982). Cuando la enfermedad no es muy
grave, el nifio puede presentar ligera pérdida de la visién. Sin embargo, los
nifios con toxoplasmosis grave presentan retinocoroiditis, hidrocefalia,
convulsiones y calcificacion intracerebral.

T. gondii es reconocido como uno de los patégenos oportunistas mas
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 infeccidon primaria, con la consecuente liberacion de formas
proliferativas, puede causar neumonia, encefalitis e infeccion generalizada,
que ocasionan a veces la muerte.

Se estima que dependiendo de la regién geografica, entre 0.5 y 6.5 de
cada 1000 nifios recién nacidos padecen de toxoplasmosis congénita
(Koskiniemi et al., 19838) y entre 5 y 30 % de los pacientes con SIDA
desarrollan encefalitis toxoptasmica (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 estan infectados mientras que en América Central, Sudamérica y
Europa se estima un nivel de infeccién del 30% al 50% (Remington et al.,
1970). Una encuesta seroepidemiologica realizada en la Replblica Mexicana
indic6 una seroprevalencia promedio del 32% y mostro niveles
particularmente altos (60-70%) en la region costera (Colima, Nayarit,
Campeche, Tabasco, Veracruz). Ademas, se registré un alto indice de
infeccion en la etapa reproductiva de la mujer (Velasco-Castrejéon y col.,
1992).




1. 2. CICLO DE VIDA

~El ciclo de vida de Toxoplasma gondii incluye ‘los ciclos sexual y
asexual para su proliferacién y transmisién. El ciclo sexual se lleva a chbo
exclusivamente en las células del intestino delgado de muchos:de 'los
miembros de la familia Felidae, cominmente conocidos como felinos,
mientras que el ciclo asexual se lleva a cabo en las células nUCIead'a's de

aves y mamiferos.
Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (Dubey, 1993)
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Después de la ingestion de los quistes tisuiares con bradizoitos por el
gato u hospedero definitivo, el parasito invade los enterocitos donde se divide
varias' veces para diferenciarse y dar lugar a los microgametos vy
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
ooquiste, 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 ingestion de los esporozoitos o
bradizoitos por e! hospedero intermediario, éstos se diferencian en
taquizoitos en el intestino delgado, que es la forma del parasito que tiene la
capacidad de multiplicarse rapidamente y que es responsable de la infeccion
aguda (Carruthers, 2002). Durante esta etapa puede ocurrir la transmision
congénita hacia el feto en desarrollo. Los taquizoitos, a pesar de ser también
infecciosos, no son tan resistentes a las secreciones gastricas. 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 la infeccion
aguda, puede desarrollarse la etapa crénica de la enfermedad cuando el
taquizoito se transforma en bradizoito, el cual se caracteriza por multiplicarse
mas lentamente formando quistes tisulares, los cuales permanecen de por
vida en el organismo. Generalmente estos quistes son controlados por el
sistema inmunolégico del hospedero y solamente se reactivan en individuos
inmunosuprimidos (Wong y Remington, 1993).

La ingestion de quistes tisulares presentes en carne cruda o mal
cocida, puede dar lugar a la infeccion y a la propagacion indefinida del
parasito por reproduccién asexual en el hospedero intermediario, mientras
que en el hospedero definitivo marca el inicio de su ciclo sexual.
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1.2.1. CICLO SEXUAL

El ciclo sexual comienza con la Ingestlén por un felino de quistes.con
bradizoitos. Estos. se encuentran generalmente en tejidos de hospederos
intermediarios Infectados Tarnblén se ha observado que el ciclo sexual-
puede iniclarse:con la ingestién de taquizoltos u ooquistes pero en menor
frecuencia

Una vez que el felino ha ingerido el quiste, enzimas proteoliticas
digieren la pared quistica a nivel de estdmago e intestino delgado. Cuando
esto ocurre, los bradizoitos liberados penetran a las células epiteliales del
intestino delgado iniciandose 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
altn no ha sido determinado, se piensa que probablemente los merozoitos
liberados por los merontes tipos D y E inician la formacién de los gametos.

El gameto femenino es subesférico mientras que los gametos
masculinos tienen forma elipsoidal u ovoide. Cuando la microgametogénesis
se lleva a cabo, el nticleo del gameto masculino se divide para producir de 10
a 21 nucleos (Dubey y Frenkel, 1972). Los microgametos consisten
principalmente de material nuclear y cada uno es un organismo biflagelado.
La fecundacién se realiza cuando los microgametos nadan hacia un
macrogameto maduro y lo penetran, produciéndose el cigoto que queda
envuelto en una rigida membrana quistica dando lugar a! ooquiste.

El ooquiste es pequefio y redondo (10-12 pym de diametro) 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 6 3 dias, con la
temperatura y aeracion 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 parasito.

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 reproduccion
asexual similar a la fisién binaria, donde dos nuevos parasitos se forman en
el interior del parasito original (Hu et al., 2002). Al irse incrementando el
nimero de parasitos dentro de la célula, ésta estalla y se liberan nuevos
taquizoitos que tienen la capacidad de infectar a células adyacentes. Muchos
de estos taquizoitos son eliminados por la respuesta inmunolégica. Sin
embargo, aproximadamente 7 dias después de una infeccién sistémica por
taquizoitos, se desarrollan quistes con bradizoitos en diversos tejidos,
principalmente en el sistema nervioso central y en los musculos (Gagne,
2001) donde pueden permanecer de por vida, aunque también pueden
desarrollarse en érganos viscerales como pulmones, higado y rifiones.

Los bradizoitos miden 7 X 1.5 pm (Mehlhorn and Frenkel,1980) y
tienen forma de media luna. Estos se multiplican lentamente dentro de un




quiste tisular, el cual es un conjunto de bradizoitos rodeados por una pared
bien definida que se desarrolla dentro de la célula infectada. La pared del
quiste tisular es elastica y delgada (< 0.5 mm) y envuelve a cientos de
bradizoitos que son muy similares a los taquizoitos, con la excepcion de que
los primeros son mas delgados, contienen granulos de carbohidratos y son
menos susceptibles a la destruccion por enzimas proteoliticas (MclLeod et al.,
1991). La membrana de estos quistes sufre una répida degradacion a un pH
acido en presencia de secreciones gastricas y, en caso de ser ingeridos por
otro hospedero intermediario, los bradizoitos se transformaran 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 bradizoitos que se encuentran en su interior
se van dividiendo por endodiogenia (Ferguson & Hutchison, 1987). Los
quistes varlan de tamafio de acuerdo al numero de bradizoitos que
contienen. Los quistes jovenes pueden medir 5 ym y contener de 2 a 4
bradizoitos, mientras que los mas maduros pueden medir 50-70 ym 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
taquizoitos, 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). EI mecanismo de
invasién del parasito fue tema de controversia por mucho tiempo y mientras
algunos investigadores crefan que T. gondii era fagocitado por las células del
hospedero, otros pensaban que era el propio parasito quien efectuaba la
penetracion celular. Recientes datos enfatizan el importante papel que juega
el parasito durante la invasion, y mas especificamente, los organelos
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secretores que se encuentran en su parte apical (Blackman y Bannister,
2001).

La invasién 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 formacién de
una estructura membranosa conocida como vacuola parasitéfora que rodea
al parasito entrante y dentro de la cual el taquizoito se multiplica rapidamente
(Pfefferkorn, 1990), evadiendo asi la fusion con los organelos de la cascada
endocitica de la célula hospedera (Sinai y Joiner, 1997). Una vez dentro, el
parasito modifica el espacio vacuolar recién formado produciendo una red
membranosa intravacuolar y secretando diferentes proteinas, asegurando asi
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 penetracion a la célula del hospedero
se facilita gracias a la union del conoide y al movimiento en espiral que
realiza el microorganismo al momento de la invasion, asi como a la secrecion
de factores provenientes de los organelos que se encuentran en su parte
anterior entre los que se encuentran las micronemas, las roptrias y los
granulos densos, caracteristicos de los parasitos apicomplejos intracelulares
(Sam-Yeliowe, 1996). Actualmente se sabe que las secreciones de las
micronemas de T. gondii son empleadas por el parasito para reconocer y
unirse a la célula del hospedero; las de las roptrias para formar la vacuola
parasitdfora y las de los granulos densos para convertir a la vacuola en un
compartimento metabdlicamente activo (Dubremetz et al., 1998).

El mecanismo por el cual se forma la vacuola parasitofora y el origen
del material que se incorpora a su membrana atn no estan completamente
definidos. Las observaciones sugieren que el parasito al momento de
penetrar la célula, mediante un proceso de seleccién poco conocido, va
sustrayendo lipidos de la membrana celular del hospedero asi como cierto
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tipo -de - proteinas, para formar la haciente membrana de la vacuola
parasitéfora (Mordue et al., 1999).

Por otra parte se ha observado que, una vez que el parasito se
encuentra dentro de la vacuola parasitéfora, tanto las secreciones de las
roptrias (Perkins, 1992) como de los granulos densos (Ossorio, et al., 1994),
modifican bioquimicamente el ambiente intravacuolar favoreciendo el
desarrollo de! microorganismo dentro de la misma. Estudios indican que las
roptrias descargan diferentes proteinas durante la invasion y que éstas
aparecen asociadas a la membrana de la vacuola parasitéfora
inmediatamente después de que la penetracién se ha llevado a cabo (Saffer
et al., 1992).

Dado que la vacuola rodea al parasito durante su estancia en la célula
hospedera, se cree que ésta regula el intercambio de nutrientes y metabolitos
entre el parasito y la célula del hospedero. Lo anterior se apoya en estudios
(Schwab et al.,, 1994) que han demostrado que la vacuola parasitéfora
funciona como un filtro que permite la libre difusion bidireccional de pequefias
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 analisis 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 invasion de los parasitos
apicomplejos, algunos investigadores se han interesado en detectar e
identificar, mediante el uso de anticuerpos monoclonales, las protelnas




contenidas en las roptrias de algunos de ellos (Schwartzman y Krug, 1989).
Los resultados indican que el contenido proteico de las roptrias en estos
parasitos es muy complejo. Por ejemplo, tanto en 7. gondii como en P,
falciparum, 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 proteinas de roptrias de T. gondii que mas se ha estudiado
es la proteina de 60 kDa ROP1 o PEF (factor que facilita la penetracién)
(Schwartzman, 1986), la cual ya ha sido clonada y secuenciada (Ossorio et
al., 1992) y que consiste en un polipéptido hidrofilico que tiene la capacidad
de unirse a otras moléculas y de asociarse a la membrana de la vacuola
parasitdfora al momento de la invasion (Saffer, et al., 1992). A pesar de que
su estudio ha servido para entender el procesamiento que sufren las
proteinas de roptrias para alcanzar su madurez y su localizacion en estos
organelos, su funcion precisa aun se desconoce (Bradley y Boothroyd, 2001).

Otra proteina que también ha despertado interés, sobre todo a nivel
inmunoldgico, es la proteina ROP2 de 54 kDa de 7. gondii, la cual es
considerada una proteina integral de membrana, tanto a nivel de roptrias en
taquizoitos extracelulares, como a nivel de vacuola parasitéfora en
taquizoitos intracelulares. Los estudios revelan que una vez que es excretada
por el parasito y que pasa a formar parte de la membrana de la vacuola
parasitofora, ROP2 queda expuesta hacia el citoso!l de la célula hospedera
donde se une a las mitocondrias y reticulo endopldsmico de ésta, mediante
una secuencia consenso presente en su extremo amino terminal (Sinai y
Joiner, 2001). Se deduce que la asociacién de ROP2 con estas membranas
es muy estable dado que la proteina solamente puede extraerse utilizando un
detergente y concentraciones de sales bajas en un medio con pH acido
(Beckers et al.,, 1994).
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Ademas de las anteriores, se han podido identificar otras proteinas de
roptrias 'en T. gondii que han sido menos investigadas., Entre ellas se
encuentran la proteina ROP3 de 59 kDa (Sadak et al., 1988); la proteina
ROP4. de 60 kDa (Sadak et al., 1988); la proteina ROPS de §9.5 kDa (Leriche
y Dubremetz, 1991) y la proteina ROP6 de 42 kDa (Dubremetz et al., 1987).
Las observaciones indican que probablemente las proteinas ROP2, ROP3 y
ROP4 conforman una familia debido a que tienen propiedades fisicas
similares como su punto isoeléctrico basico y su estado de oligomerizacion,
ademéas de que existen anticuerpos monoclonales que presentan reaccion
cruzada con las tres (Leriche y Dubremetz, 1991).

Proteinas de roptrias de Toxoplasma gondii Masa molecular (kDa)
ROP1 T 68/60.5

ROP2 e 66/54

ROP3 B 66/59

ROP4 . Co 60

ROPS5 ' 59.5

ROP6 42

Es conocido que numerosas proteinas, 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 sefial presentes en
la proteina que son secuencias que contienen la informaciéon necesaria y
suficiente para guiar una proteina a determinada membrana celular para
iniciar su transporte transmembranal (translocacion). Algunas de estas
secuencias se localizan en el extremo amino terminal de la proteina y son
escindidas durante o después del proceso de translocacion por peptidasas
especificas capaces de reconocer motivos estructurales en la proteina, mas
que secuencias lineares de aminoacidos (Muller, 1992). Otras de estas
secuencias sefial sin embargo, también pueden encontrarse en el extremo
carboxilo terminal de la proteina. Tal es el caso por ejemplo de la presencia
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de la secuencia YEQL en ROP2 la cual determina que vesta proteina sea
destinada finalmente a las roptrias del parasito (Hoppe et al., 2000).

Considerando que se ha observado la presencia de secuencias sefial
en la estructura de todas las proteinas de roptrias estudiadas hasta el
momento (Sam- Yellowe, 1996), se presume que éstas, al igual que otras
proteinas de secrecion en eucariotes, son inicialmente sintetizadas a nivel de
los ribosomas para luego insertarse y translocarse en forma post-traduccional
en el reticulo endoplasmico y ser destinadas al aparato de Golgi, que es el
que se piensa da lugar a las roptrias por gemacion (Perkins, 1992). A pesar
de que aun no se ha encontrado homologia o similitud en estas secuencias
sefial (que pudieran indicar la existencia de un patrén comin para estas
proteinas) se ha observado que algunas de ellas presentan secuencias
repetitivas de aminoacidos o grupos de aminoacidos especificos como C, P,
S, G, Y 6 K (Sam-Yellowe, 1996).

Por otra parte, se sabe que el paso final en la maduracion de muchas
proteinas involucra el procesamiento proteolitico de proteinas precursoras,
donde diferentes proteasas cortan a los precursores en sitios especificos
para producir proteinas biolégicamente activas. Esta protedlisis limitada es la
mayor modificacion post traduccional que sufren muchas proteinas que
incluyen, desde prohormonas y neuropéptidos, hasta precursores de
protefnas de adhesion, factores de crecimiento, receptores, enzimas
proteoliticas, glicoproteinas virales y toxinas bacterianas (Loh et al., 1993).

Todas las proteinas de roptrias estudiadas hasta el momento se
sintetizan a partir de precursores de mayor tamaro que se procesan para dar
lugar a la forma madura de cada una de ellas (Sadak et al., 1988). En el caso
de las proteinas de roptrias de P. falciparum se sabe que la proteina de 240
kDa es procesada proteoliticamente a una proteina 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 proteinas de 80 kDa son procesadas a productos de 66
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kDa (Crewthér et-al,, 1990) De manera similar, se ha observado que la
proteina ROP2.de 66 kDa de T. gondii es procesada proteoliticamente a una
protelna de’ 55 kDa'y. que la ‘proteina ROP4 de 68 kDa es procesada a un
producto de 60 kDa (Sadak et al., 1988). En cada caso, se ha demostrado
que el procesamlento ocurre después de la sintesis proteica.

Una de las proteinas que mas se ha estudiado en este sentido es la
proteina ROP1 de T. gondii, la cua!l es procesada proteoliticamente a nivel de
las roptrias nacientes de parasitos en division (Soldati et al., 1988). Ademas,
ha sido posible identificar el sitio de procesamiento de ROP1 por
espectrometria de masas, y ha quedado definido que ROP1 es sintetizada
como una pre-pro-proteina que sufre un procesamiento proteolitico en el
extremo amino terminal, donde es eliminada la secuencia sefial (pre-
secuencia) asf como la pro-secuencia, para dar lugar a la forma madura. E!
sitio de corte de la pro-secuencia se encontré entre la posicion 83 (acido
glutdmico) y la posicion 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 proteina cuyo peso molecular calculado
es de 64 kDa (Beckers et al., 1994). El gen codifica para un polipéptido de
561 aminoacidos cuya estructura general esta constituida por 25
aminoacidos que conforman la secuencia sefal o pre-secuencia, por
aminoacidos (que constituyen el cuerpo principal de la proteina) los cuales
incluyen una secuencia sefial para mitocondrias (Sinai y Joiner, 2001) y una
regién hidrofébica, ubicada entre los aminoacidos 466 y 486 (muy
probablemente transmembranal) y por un dominio con carga en el extremo
carboxilo terminal. Como ya se mencioné, se sabe que la proteina precursora
sufre procesamientos post-traduccionales que consisten en la pérdida de la
secuencia sefial en el extremo amino terminal y en la eliminacion de
aminoacidos adicionales para producir la proteina madura de 54 kDa
(Beckers et al., 1994). Sin embargo, atn no se ha determinado cuales son
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los aminoacidos que corresponden a la pro secuencia de la proteina cuya
eliminacion 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 de! precursor, entre la posicion 87 (acido glutamico)
y la 88 (alanina), lo cual daria una proteina madura de aproximadamente 54
kDa, aunque esto todavia tendria que comprobarse (Figura 3).
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361 TTTCAGAAGATTCTCGCGAGAACTGTGGATGCCCTTGTCACATGTGAACGGTTGTTITGTGTGTTACACATCTGCAACATGGAAAACTGT
1 M E N C
451 GOGTCGGTCAGATCATCGTCGTGTCTTATCTGGC TAGCTGCCGCATTCTTTGTTTCGGCACTTGGCCACGTACAGCAAGGCGCTGGCGTT
SASVRSSSCLINLAAAFPVSA’LG’HVQOGAGV
541 GTGCGGCCTCGCCACTGGCAGAACTCGGAAGCCGCTGTTAGTGTCCGGCCGCCGGGAGGCGCGTCCCCTAGACATTTCCACAGCCCAATT
3 V R P R H W QNSEW AA AUV S V RPPGGASUPURUHFHS P I
631 GAGCCAGTAGCATTTATTGATGGGGAGCACGTTGAAGACAAGCATCGAGGCTCATGGCTGGAGCAGGAAGCCGCCGAGGARGTGACCCCT

811 ACAGGCGGATCAGATGGCGGAGGAGARCCACCGCAGACGCCTCGCCCTTCCCTACCGACCCGACTGTTT CAGCATTIGCGGCGTGCGOCA
1256 ¢ls peceEPPOQTPRPSLPTRLFOQHLERE AR
901 GEAGCARTTCCCGCGGCGGCATCTAGAT TCTTTAGGAGATTTCGACGAGTCCANGARCCTGTATTCCCTCCCGACGAGTTTCCGGAGGAT
15 A A1 PAAASTERTFTFR RTPRTFTRTERVYOQETPV F P PDETFFPED
991 GTCGACACGAACCCTATGTATTTCCGCGGTACGGATCCTGGAGACGTCCTCATTGAGGAGCTGTTCAATCGTATACCGCARACAAGCGTA
185 V D T N PM Y FRGTDGPGODV VI EETLTFIHNT RTITPETSV
1081 TGGAATGAGARCGAACGCGTCCTGTCGARCGCCAACCATCTAGTGTCCACAGCATTGTCGCGTARTGAGCAGAGCTTCCGUGTGGAGTCE
2016 W N EN ER VLGSNAINTBHTLVYSTATLTMWERUENETET QST FTERVUVES
1171 GAGCTGGGCGAGCGTCCARGGACGCTAGTCAGAGGCCCAGTACTCCGCGACGACGGCTCGTATATCTGTCTCGAGECGACCGACCAGGAG
245 B L G E R P R T L V R G BV L R D D G S Y I (o L. E AT D Q FE
1261 ACAGGAGAACCACTTGAGGTCCACGTTCCATATTTCACGGAACGOCCGCCTTCCAACGCGATCAAGCAGTTGAGCGAGCAGSTCCTGCGT
27 T G E P L EV H UV PY FTETRTEPT®PSNATLEKT ETLSTER VLR
1351 CTACGCTTGCTACGAGGCATCARAARCCAGAGGCARGCCAAGGCOTATCTCAGATTTATATTCCCCATCGATTTGUTGAAGGACCCARAG
305 L R L L RGTIKUNGORTGOQAEKATYTILERTFTITFTFPTIDTLUTYEKTDTFPE
1441 AAAAGGAAGATGATCCGGGTTCGCTTAGATGAGAGGGATATGTGGGTCTTGAGCAGATTCT TTCTGTATCCCCGAATGCAGAGTAACCTT

335 K R K M I R V R L D E R DM W VL S R V¥ F L Y P R MO S N L
1531 CATATTCTTGGAGACGTCCTACTGAGTCATTCCTCARCACACAAGTCCCTCGTGCACCACGCTCGGTTGCAG T TCACSTTTCAGTTCATA
35 # ! L G D V L L S H $§ 8§ TH K S L V HHAURL QL T L Q0 L 1
1621 AGGTTGGCCGCGACGTCTCCAGCACTATGGCCTTGTGCATGCCGATTTTCAAGTCAGGAATATCCTGTTAGACCAGCGTGGTGGIGTGTTT
35 R L A A S L O H ¥ G L V H A D F Q V RN I L L D QR G G V F

1711 TPGACCGGCTTTGAACATCTGGTGCGAGACGGCGCCAGTGCGGTGTCGUCCATCGGTCGAGGATTTCCCCCGUCGHAGACTACAGCGGAMN

425 L T G F E H L V R D G A S A V S P 1 GRG ¥ A P P ETTAE
1801 CGARTGCTCCCCTACCGCCAGCACCACCCAACGCTGATGACAT TTCCOTTTGATACATGGACATTGGGGTTGGCGATCTACTGGATTTGS
455 R M L P Y R O H H P T L M T F P F D T W T L G L A 1 ¥ W I W
1891 TGOGCOGATTTGCCCAATACCGAGGACGCGGAGCTAGECGGAA TTGAATGGATCTATCGACGCTGCAAGAATATCCCACAGCCAGTCAGA
485 C A D L P N T E D A E L G G I E W I YRURTCZKNTITPOTPV R
1981 GCTTTGCTTGAGGGATTCTTGCGATACTCGAAAGAGGATCGACTCCTCCCATTGCARGCCATGGAGACTTCTGAGTACGAGCAACTGCGE
515 A L L E G F L R Y 8§ K E D R L L P L Q AMET S E
2071 ACAGAGCTATCAGCCGTTTTGCCCCTGTATCAAACTGATGGAGAACCGGCATGAGA(GETGGCGCGCCACIATCGE
545 T E L S A V L P L Y Q T DG E P A

Figura 3. Secuencia del precursor de ROP2 (Beckers et al.,, 1994; Hoppe et al., 2000; Sinai y Joiner, 2001).

Secuencia de ADN y secuencla de Inoacldos pr i para el gen de ROP2. Las flechas Indican los

sitios potenciales de corte de la secuencia de seial. El rectangulo gris oscuro indica el probable sitio de
procesamiento de la proteina precursora entre la posicién 87 y 88. El rectangulo rayado indica la secuencia

seflal para mitocondrias. La region que constituye un probable dominio transmembranal esta subrayada. El
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cuadri > indlca la ia YEQL. La regi6én dentro del rectangulo indica un palindroma de
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1.5. ESTUDIOS INMUNOLOGICOS

Desde su descubrimiento, Toxop/;asma gondii ha sido tema de
discusion para médicos, veterinarios y cientificos. En los Ultimos 25 afios se
ha demostrado la importancia de la toxoplasmosis en el humano y
particularmente, en embarazadas y en individuos inmunosuprimidos. Para los
proximos 25 afios se espera que el control de la enfermedad se alcance
mediante la prevencion de ia infeccién y el buen manejo de los pacientes
infectados.

La vacunacién, uno de los métodos preventivos méas eficaces que se
conoce contra las enfermedades infecciosas, debe considerarse como una
de las principales opciones para controlar la enfermedad. Sin embargo, para
disefiar una vacuna contra 7. gondii, es necesario primero conocer los
mecanismos por los cuales el parasito es reconocido y posteriormente
controlado por el sistema inmunoldgico de un individuo infectado.

Se sabe que la respuesta inmunoldgica contra T. gondii es tanto de
tipo humoral como de tipo celular. La respuesta humoral rapida y la
recuperacion exitosa de la mayoria de los hospederos infectados con T.
gondii indican que el parasito es altamente inmunogénico (Waldeland y
Frenkel, 1983; Mcleod et al., 1985). Sin embargo, el mecanismo exacto
mediante el cual el organismo logra controlar la Infeccion es aun
desconocido.

Diversos experimentos, tanto in vitro como in vivo, han demostrado
que la respuesta inmunolégica celular juega un papel muy importante en la
proteccion contra el parasito (Frenkel, 1967; Nathan et al., 1984; Suzuki y
Remington, 1988; Susuki et al., 1988, 1989; Gazzinelli et al., 1991; Saavedra
y Herién, 1991). Se ha observado por ejemplo, que en pacientes con SIDA
que albergan quistes tisulares de T. gondii, existe una marcada correlacion
entre la pérdida de células T cD4* y la reactivaciéon de la infeccion




(Dannemann et al., 1992). Por otra parte, en el modelo murino se ha
demostrado que los linfocitos T cD4' y CcD8* son importantes tanto en el
contro! de la infeccién aguda como en la prevencién de la reactivacion de la
infeccion crénica, ya que producen interferbn-gama que es el mediador
principal de resistencia contra el parasito (Gazzinelli et al., 1991; Gazzinelli et
al., 1992; Suzuki et al., 1988, 1989, 1990; Khan et al., 1999).

Una vacuna contra T, gondii seria muy valiosa y su desarrollo parece
factible en vista de que la primoinfeccién con este parasito, induce en el
hospedero una proteccién especifica y de larga duracién contra una
reinfeccion posterior (Remington y Krahenbuhi, 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 obstaculos han
impedido su uso en la poblaciéon humana: En primer término, la vacuna
representa un cierto nivel de riesgo dado e! potencial de reversion y segundo,
su conservacion es limitada dado que esta constituida por taquizoitos, un
estadio del parasito con tiempo de vida muy corto en el medio extracelular.
Por lo tanto, seria conveniente disefiar una vacuna mas segura y mas
estable, como es el caso de una vacuna subunitaria, que esta elaborada a
partir de antigenos definidos. Una vacuna de este tipo bien podria contener
los antigenos comunes a los diferentes estadios del parasito (Kasper et al.,
1984; Kasper, 1989).

Diversos trabajos de tipo inmunolégico han permitido la identificacion
de proteinas de interés para la elaboracion de una vacuna contra T, gondii.
Se ha observado, por ejemplo, que la inmunizacion de ratones con la
proteina de la superficie del taquizoito SAG1(p30) induce una proteccion de
casi 100% contra la infeccion aguda ocasionada por una cepa virulenta y una
proteccion 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 plasmido que codifica parte de la
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secuencla de esta proteina, la cual es expresada por las células del
hospedero, se obtiene una proteccion de 80-100% contra una cepa virulenta
del pardsito, la cual es mayor que la obtenida si se inmuniza con la forma
recombinante de la proteina (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; Herion et al., 1993) que se encuentra en los tres
estadios del parasito, se observo que la forma recombinante de la proteina
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.
Ademas, se encontrd que el epitope definido por esta clona T, presente en la
proteina 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 [l DPw4, el cual es un alelo muy comun en la poblacion
caucasica (Saavedra et al., 1991; Sanchez—-Pérez y Shaw, 1986).

Asimismo, mediante algoritmos de prediccion, ha sido posible
identificar otros epitopes 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). Ademas, empleando diversas
formas recombinantes de ROP2, se ha demostrado que la proteina contiene
epitopes para células B y que mas del 85 % de individuos seropositivos
presentan anticuerpos contra este antigeno (Van Gelder et al., 1993; Martin
et al., 1998; Jacquet et al., 1999).

Dada la efectividad mostrada por las vacunas de ADN contra
patégenos intracelulares como Leishmania spp. y Plasmodium falciparum
(Gurunathan et al.,1997; Schneider et al., 1998), también se han realizado
experimentos de inmunizacién genética en ratones, donde la secuencia
parcial o completa de la proteina ROP2 se ha incluido en el plasmido
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inyectado (Vercammen et al., 2000; Leyva et al., 2001). Los resultados
obtenidos hasta la fecha indican que la respuesta inmunolégica que puede
inducir la proteina 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 inmunologica hacia un antigeno codificado en un
plasmido, depende de la naturaleza de las secuencias del antigeno y del
plasmido, las cuales van a definir la manera en que el antigeno expresado
sea procesado y presentado en el organismo (Leyva et al., 2001).

2. PURIFICACION DE PROTEINAS
2.1. Cromatografia de afinidad.

A través de los afios se han descrito diversos métodos para.llevar a
cabo la purificacion de proteinas. La gran mayoria aprovebhan las
caracteristicas propias de la proteina para llevar a cabo su aislamiento, tales
como su tamarnio, solubilidad, carga eléctrica, actividad biolégica, etc.

Se sabe que las proteinas llevan a cabo sus funciones bioldgicas a
través de mecanismos de acoplamiento o unidbn no covalente a otras
biomoléculas denominadas ligandos, lo cual se lleva a cabo en sitios de
unién muy especificos. La interaccion entre el sitio de union de la proteina y
el ligando se encuentra determinada por el tamafio y forma del ligando asi
como por el nimero y distribucion de superficies complementarias. Estas
uniones pueden involucrar interacciones polares, electrostaticas,
hidrofébicas, puentes de hidrégeno o una combinacién de todas ellas. La
actividad de unidbn de una proteina a un ligando especifico, cuando es
estereoselectiva y de alta afinidad, puede ser explotada para la purificacion
de la misma con una técnica comunmente conocida como cromatografia de
afinidad.
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La cromatografia de afinidad es la técnica mas poderosa utilizada para
purificar- proteinas.ya que su alta selectividad pe'rmlte purificar una sola
proteina a’partir de una mezcla proteica que contenga altas concentraciones
de otras 'p'rote[nas e incluso una concentracion muy baja de la proteina de
Interés; Ademas, si la afinidad del ligando por la proteina es suficientemente
alta, la técnica ofrece la ventaja de poder obtener y concentrar grandes
cantidades de la proteina pura, cuando se cuenta con suficiente materia
prima (Harris y Angal, 1989).

La cromatografia de afinidad es una metodologia que involucra varios
pasos como la seleccion del ligando, la seleccién de la matriz, la seleccion de
un brazo espaciador, la seleccion de las condiciones de inmovilizacién del
ligando y la adsorcién, lavado y elucién de la protelna. Algunos detalles y
consideraciones de esta metodologia importantes para esta tesis se pueden
consultar en el Apéndice 1.

2.2. INMUNOPURIFICACION

La inmunopurificacion es uno de los métodos de cromatografia de
afinidad mas selectivos y poderosos para la purificacion de proteinas. Tiene
la ventaja de que pueden utilizarse anticuerpos que son capaces de distinguir
entre antigenos muy similares entre si y por lo tanto superan las dificultades
de separacién presentes en otros métodos de purificacion. Tal es el ejemplo
de los anticuerpos monoclonales, que ademas, pueden ser obtenidos al
llevar a cabo una inmunizacién con antigeno relativamente impuro. Esto
significa que pueden obtenerse incluso antes de que el método alternativo
para la purificacién de la proteina haya sido desarrollado. Por otra parte, los
anticuerpos son una clase de proteinas particularmente resistentes al ataque
proteolitico y pueden ser cortados de manera muy selectiva solamente por un
numero limitado de enzimas. Ademas, a pesar de que se requiere algo de
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consideracion para escoger el eluyente 6ptimo para desprender el antigeno
de interés de la columna, se ha observado que muchos anticuerpos son
altamente resistentes a valores de pH extremos y a la fuerza iénica, siendo
usualmente la naturaleza del antigeno quien dicta las caracteristicas del
eluyente. Todo esto da a la inmunopurificacién ventajas sobre otros métodos
de afinidad que emplean proteinas inmovilizadas.

Existiendo la necesidad de realizar mas estudios sobre la inmunologia
de la toxoplasmosis y sobre ROP2, considerando la importancia de esta
protelna como candidato a vacuna subunitaria contra la enfermedad de
acuerdo a los antecedentes, el propésito del presente trabajo consistié en
desarrollar una metodologia para lograr la purificacion de la proteina nativa
de 54 kDa de roptrias de T. gondii a partir de una suspensién de taquizoitos.
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OBJETIVOS

En base a las cualidades anteriormente descritas sobre la
cromatografia de afinidad como técnica para purificar proteinas, se consider6
emplear esta técnica para purificar la proteina de interés, con la expectativa
de obtener al término del proceso una proteina pura y un alto rendimiento.

Objetivo general.

El objetivo general del presente trabajo consistié6 en desarrollar una
metodologia para purificar la proteina nativa de 54 kDa (ROP2) de
Toxoplasma gondii (Wiktor) mediante cromatografia de afinidad, utilizando
como ligando el anticuerpo monoclonal 2D1 que reconoce en . forma
especifica a ROP2. : )

Objetivos especificos. :

Para ello fue necesario plantear los siguientes objetivos especificos:

a) Purificar el anticuerpo monoclonal 2D1 a partir de liquido ascitico de
ratén.

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 suspensién de taquizoitos
de 7. gondii.

d) Determinar las condiciones de adsorcion del antigeno, asi como las
condiciones de lavado y de elucién en la columna, a partir de ensayos de
elucidn-adsorcién en lote.

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

f) Demostrar la pureza de Ia proteina obtenida.
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MATERIAL Y METODOS

Anticuerpo

El anticuerpo monoclonal T5-2D1 que se utilizé 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 fraccién subcelular enriquecida en roptrias preparada a partir de
taquizoitos de la cepa RH de T. gondii. La producciéon masiva del Ac se llevo
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 fraccién enriquecida en roptrias separada por SDS-PAGE vy
transferida a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-C, Amersham), se
observé que T5-2D1 reconoce especificamente un epitope presente en la
proteina de roptrias ROP2 de 54 kDa de T. gondii.

Purificacién 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 lipidos y
proteinas, fue necesario purificarlo antes de acoplarlo a las matrices. Los
lipidos y el material insoluble se eliminaron por ultra centrifugacién a 100 000
x g, llevandose después a cabo la precipitacion fraccionada de las proteinas
con una solucion saturada de sulfato de amonio. La mezcla proteica obtenida
se aplicd a una columna de DEAE-Celulosa DE52 (Whatman) y después de
realizar el lavado, se eluy6é con un gradiente de NaCl 20-400 mM tal como
como se indica en el apéndice 1. La densidad éptica de las fracciones
obtenidas se midié a 280 nm. La pureza del anticuerpo eluido se comprobé
por electroforesis, bajo condiciones no desnaturalizantes, en un gel al 7.5 %
que posteriormente se tiid con Coomassie G250. El anticuerpo puro se
acopl6 a la matriz de Affigel 10 (Bio-Rad) y Sefarosa 4B CNBr (Sigma) como
se describe en el apéndice.

24

TESIS O
FALLA 1 iug BN




Preparacién del lisado de Toxoplasma

Taquizoitos de la cepa Wiktor (Saavedra et al.,, 1990) de 7. gondii se
cultivaron In vivo en ratones Balb/c, haciendo pases seriados del parésito
(cada 2 dias) 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 concentracion a 1000 x 108 taquizoitos/mi
PBS pH 7.8 y la suspension se congelé a -70°C en alicuotas hasta el dia de
su uso. Para preparar el lisado, a cada alicuota se afadi6 SDS (Bio-Rad) a
una concentracion final de! 0.1% asi como inhibidores de proteasas
[Leupeptina 0.01mg/ml y Aprotinina 0.1mg/m! (Boehringer); PMSF
1mM/isopropanol (Sigma), EDTA 2mM (Sigma)]. En algunos ensayos,
ademas de SDS 0.1% se incluyd también CHAPS 0.6% (Sigma) o Tritén X-
100 0.6% (Sigma).

Ensayos de adsorcién-elucién en lote

Los ensayos de adsorcion-elucion 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 tomd una muestra de la fraccion no unida
(NU). Se lavé la resina con PBS-SDS 0.1% y se resuspendio el gel de
afinidad con el eluyente por 5 minutos. Después de centrifugar a 8000 rpm,
se tomé una muestra de la fraccién eluida (E). Ambas muestras fueron
preparadas para electroforesis y se analizaron luego por SDS-PAGE por el
sistema discontinuo de Laemmili (Laemmli,1970), en un gel separador al 10%
y un gel concentrador al 3%. Una vez realizada la electrotransferencia de las
proteinas a la membrana de nitrocelulosa, la inmunodeteccion de las
muestras se hizo con el Ac T5 2D1 y un conjugado anti-inmunoglobulina de
raton, producido en cabra y marcado con fosfatasa alcalina (Sigma). Como
sustrato cromogénico se empled 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 tifieron con Rojo Ponceau.

Purificacion de ROP2

Una vez que la columna fue equilibrada, el lisado de Toxoplasma se aplico a
la matriz de Sefarosa 4B CNBr T5 2D1 y después de realizar los lavados
correspondientes, se eluy6é con dietilamina 100 mM-SDS 0.1% pH 11.5. La
densidad optica de las fracciones obtenidas se midié a 280 nm. La pureza de
la proteina eluida se comprobd, bajo condiciones no reductoras, por SDS-
PAGE, electrotransferencia e inmunodeteccion con el Ac T5 2D1 o suero de
ratdon y un conjugado anti-inmunoglobulina de ratén, producido en cabra y
marcado con fosfatasa alcalina (Sigma). Posteriormente se hizo un
corrimiento electroforético de la proteina eluida en un gel que se tifid después
con Coomassie G250.

Para mayor detalle de los procedimientos ver la seccién de resultados y el
apéndice II.
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RESULTADOS

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

PERFIL DE ELUCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 2D1 PURIFICADO
POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
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Figura 4, Perfil de etucién de 1a purificacién del anticuerpo monoclonal T5-2D1 por cromatografia de intercambio

Tall n yn lumna de DEAE-Celulosa.
10 mg de protelna de ascitis disuelta en Tris HC! 20 mM + NaCl 10 mM pH 7.8, se aplicaron a una columna de 10
ml (0.9 cm de didmetro X 16 cm de altura) de DEAE-celulosa equilibrada con Tris HCI 20 mM + NaCl 20 mM pH 7.8.
Después de lavar con 20 ml de Tris HCI 20 mM + NaCl 20 mM pH 7.8, se eluy6 el Ac con 100 mi de un gradiente de
NaCl 20-400 mM elaborado a partir de una solucién de 50 m! de Tris HCI 20 mM + NaCl 20 mM pH 7.8 y una
solucion de 50 ml de Tris 20 mM + NaCl 400 mM pH 7.8. El flujo fue de 10 mi/hora y se colectaron fracciones de 2

mi. La absorbancia de cada una de las fracciones se midié a 280 nm
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Como muestra la grafica, se observaron tres picos definidos por: las
fracciones 13-20 (P1), las fracciones 22-26 (P2) y las fracciones 30-33 (P3),
donde P2 incluyd las fracciones que presentaron mayor absorbancia. Las
fracciones 13-20 correspondientes al primer pico se juntaron en una sola
fraccion denominada P1, las fracciones 22-26 correspondientes al segundo
pico se juntaron en una fraccion denominada P2, y las fracciones 30-33
correspondientes al tercer pico se juntaron en una ultima fraccion
denominada P3. Se determiné que P1 contenia un total de 5.7 mg de
proteina, P2 un total de 26 mg de proteina y P3 un total de 4.3 mg de
proteina (Tabla 1).

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

Fraccién Volumen mgde proteina/ml mg proteina total
Pp. con
(NH4)2S504 4 mi 22.5 89.8 (mg totales obtenidos)
Pp. con 7 y .
(NH4)2504 22ml 22.5 50 (mg empleados en la
) . columna DEAE)
P1 - 17ml 0.33 6.7
P2 11 ml 2.4 26.0
P3 9ml 0.47 4.3

Con el fin de identificar la fraccion que contenia el anticuerpo
monoclonal, una muestra de las fracciones P1, P2 y P3, asi como del
precipitado con sulfato de amonio, fueron analizadas por SDS-PAGE en
condiciones no reductoras y no desnaturalizantes. E! gel se tifio
posteriormente con azul de Coomassie (Figura 5).
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Figura 5. Determinacion de la pureza, por tincdn con azul de Coomassie en un gel no desnaturalizanie y no

reductor, del anticuerpo monoclonal T5-2D1 purificado por cr grafia de i ibnico. a)10 g da proteina

pracipitada con sulfato de amonio. b)10 ug de la fraccion P1. )10 pg de ta fraccion P2. d)10 pg de la fraccion PJ.

Los resultados indican que la banda observada en el carril con P2
corresponde al Ac T5-2D1 ya que su patron de migracion en el gel coincide
con el de la proteina mayoritaria presente en el precipitado con sulfato de
amonio. Ademas, la concentracion de NaCl a la que eluye la proteina
contenida en P2 (40-80 mM) concuerda con la concentraciéon de NaCl a la
que eluyen la mayoria de los Acs monoclonales segun reportes. También se
observa que el Ac contenidc en P2 se encuentra puro ya que en el gel no se
detectan bandas de otras proteinas. Por otra parte, en el carril con P1
también logra distinguirse una unica banda correspondiente a una proteina
que bien podria ser el Ac T5-2D1. Sin embargo, se observa que su movilidad




es diferente a la de la proteina mayoritaria presente en el precipitado con
sulfato de amonio. Cabe mencionar que P1 fue obtenido antes de aplicar el
gradiente de NaCl lo que hace suponer que P1 contiene, o una microforma
del Ac T5-2D1 con diferente grado de glicosilacién, o un anticuerpo diferente
al Ac T5-2D1, o incluso otro tipo de proteina con un patréon de migracion
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 patrén de migracién en el gel, esta banda
corresponde a una proteina diferente a una inmunoglobulina que bien puede
ser la albumina presente en el liquido de ascitis.

En vista de los resultados obtenidos, se determind utilizar el Ac
purificado contenido en la fraccién P2 (T5-2D1) para elaborar las matrices de
afinidad con Affigel 10 y Sefarosa 4B-CNBr.

2.Acoplamiento del anticuerpo monoclonal T5-2D1 al gel de afinidad (Affigel
10 o Sefarosa 4B-CNBr)

Bajo la metodologia indicada en el apéndice, se elaboré una columna
con el gel de afinidad Affigel 10 y el anticuerpo monoclonal T5-2D1 puro. La
cantidad de Ac acoplado al gel fue de 6.2 mg Ac/ml de gel. Por otra parte
también se preparé una columna de afinidad de Sefarosa 4B-CNBr con el
mismo Ac. A esta columna se acoplaron 4.2 mg Ac/ml de gel.

3.Preparacion del lisado de Toxoplasma

Los antecedentes indican que ROP2 es una proteina que se encuentra
fuertemente asociada a membranas localizadas en las roptrias y en la
vacuola parasitéfora (Beckers et al.,1994). Por esta razén, para preparar el
lisado de Toxoplasma, se determind 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 6ptima, y que en segundo término no presentara
interferencia en nuestro método de cuantificacion de proteinas totales
(método de Bradford).

En vista de que se contaba con el antecedente de que el detergente
zwitteridnico CHAPS es recomendado para solubilizar proteinas de
membrana y que no constituye una interferencia en la determinacién de
proteinas por el método de Bradford, se decidi6 investigar su capacidad para
extraer y solubilizar la proteina 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
explicacion a lo anterior es que el arreglo conformacional adquirido por la
proteina en presencia de CHAPS, mantuviera inaccesible el epitope que es
reconocido en forma especifica por el Ac.

4. Unién de ROP2 al Ac T5-2D1 acoplado a Affigel 10, en presencia de SDS,
CHAPS y Triton.

Ahora bien, dado que se tenia el antecedente de que el Ac monoclonal
T3-4A7, especifico para las proteinas ROP2, ROP3, y ROP4 de T. gondii, era
capaz de reconocer en ensayos de inmunoprecipitacion a ROP2 en
presencia del detergente SDS al 0.5% (Sadak et al., 1988), y que se habia
observado en ensayos de inmunodeteccién que el Ac monoclonal T5-2D1 era
capaz de reconocer en una membrana de nitrocelulosa a ROP2 en estado
desnaturalizado (debido a la presencia de SDS al 0.1% en el gel y en la
solucion amortiguadora de electroforesis), se decidio utilizar este detergente
para la elaboracion de un nuevo lisado. Para ello, se prepararon tres lisados
con SDS al 0.1%. En dos de eslos lisados se incluyé ademas del SDS,
CHAPS al 0.6% o Tritbn X-100 al 0.6% con el objetivo de desplazar el SDS
unido a ROP2 y observar el efecto en el reconocimiento de la proteina por el
Ac. Los resultados se observan en la figura 6.
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Figura 6. Unién de ROP2 al Ac T5-201 acoplado a Affigel 10, en presencia de SDS 0.1%. SDS 0.1%-CHAPS 0.6%
y SDS 0.1%-Tritdn X-100 0.6%.

3 diferentes lisados de igual ion (80 X to“ laquizoitos/mt PBS) se prepararon con SDS 0.1%, SDS 0.1%-
CHAPS 0.6% y SDS 0.1%-Triton X-100 0.8% respectivaments. En tubos para microfuga sa pusieron a incubar 5 pl
del gel y 50 pt de los lisados por 2 horas a lemperatyra ambienie. Después do una centrifugacién se lomd una
alicuota de la lraccion no unida (NU) y se lavd el gel varias veces con PBS-SDS 0.1% pH 7 8. La elucién de ROP2
se llevd a cabo al incubar por 5 min el gel con 40 ui de ta solucidn amortiguadora SDS 2 5%-urea 8 MpH 6.8 a 100
*C en bano Maria. Las mueslras lueron analizadas por SDS-PAGE en condicionss reductoras, electrotransferencia,
e inmunodeteccidn con 8l Ac T5-2D01. Las masas de los marcadores de peso molecular incluidos en el gel se
indican en la figura. A: lisado preparado con SDS 0.1%. B lisado preparado con SDS 0.1%-CHAPS 0.6%. C:lisado
preparado con SDS 0.1%-Triton X-100 0.6%. T.12.5 pi del hsado total. NU.12.5 pl de la fraccion no unida. E: 10 pi de

1a fraccién eluida.
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Los resultados muestran que la proteina ROP2 presente en los lisados
preparados con SDS 0.1% y SDS 0.1%-Tritén X-100 0.6% se une totalmente
a la matriz de afinidad y que una gran parte de la proteina unida es eluida. En
camblo, se observa que solamente una fraccion (alrededor de! 50%) de la
proteina ROP2 presente en el lisado preparado con SDS 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 epitope presente
en ROP2 solamente es reconocido por el Ac monoclonal cuando la proteina
se encuentra en estado desnaturalizado, lo cual es factible si ROP2 se
encuentra en presencia de SDS que es un detergente idnico con propiedades
desnaturalizantes sobre las proteinas. E} hecho de que, en presencia de
CHAPS-SDS, solamente una fraccién de la proteina presente se una al gel
de afinidad se explica si consideramos solo sobre una parte del nimero total
de moléculas de ROP2 presentes, un posible desplazamiento de las
moléculas de SDS que rodean a ROP2, por moléculas de CHAPS con efecto
no desnaturalizante. De manera similar pueden interpretarse los resultados
obtenidos con Tritén X-100 que muestran que su presencia en el lisado junto
con SDS, no impide que ROP2 sea reconocida por el Ac. En este caso tal
vez las moléculas de Tritdbn X-100 no tienen la capacidad de desplazar a las
moléculas de SDS que rodean a la proteina, o tal vez en caso de que si lo
hagan, a pesar de ser un detergente no idnico, el Tritbn X-100 tiene la
capacidad de desnaturalizar a ROP2 de una manera similar a la del SDS
haciendo accesible el epitope al Ac.

Tomando en consideracién los resultados anteriores, se determind
utilizar SDS al 0.1% en la preparacion del lisado de Toxoplasma a pesar de
que esto representd un impedimento para medir la cantidad de proteina total
en el extracto por el método de Bradford.
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5.Determinacion de la capacidad de las matrices de Affigel 10 y Sefarosa 4B-
CNBr empleando el lisado de Toxoplasma -SDS 0.1%.

Por otra parte, con el fin de determinar la capacidad de cada matriz, es
decir la cantidad minima de gel de afinidad necesaria para unir toda la
proteina ROP2 presente en un volumen determinado de lisado de
Toxoplasma, se incubaron cantidades crecientes del Ac T5-2D1 acoplado a
Affigel 10 o Sefarosa 4B-CNBr con una cantidad constante de lisado
preparado con SDS 0.1% (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Determinacién de la capacidad de la matriz Affigel 10-T5-2D1.

En diferentes tubos para microfuga se pusieron a incubar dif car de gel de afinidad con 50 pl de

lisado preparado con SDS 0.1% (80 X 10° taquizoitos/ml PBS-SDS 0.1%). Después de una centrifugacion, se lomo
una alicuota de 12.5 ul de cada sobrenadante (fraccién no unida, NU), y se lavo el gel varias veces. La slucién se
llevd a cabo al incubar por 5 min a 100°C en bano Maria, el gel de afinidad con 40 i de la solucidn amortiguadora
Tris-HCI 62 mM. 10% glicerol, 2.5% SDS. urea 8 M. pH 6.8, y se tomd una muesira de 10 pi de la fraccion eluida
{E). Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en condiciones reductoras, electrotransferencia, e inmunodeteccion
con el Ac T5-2D1. Las masas de los marcadores de peso molecular incluidos en el gel se indican en la figura. A:0 pl
de gel. B:0.6 pl de gel. C:1.2 ul de gel. D:2.5 pl de gel. E:5 pl de gel. F:10 pl de gel. NU:12.5 il de la fraccion no
unida. E:10 i de la fraccién eluida.
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Como se observa en la figura 7, a medida que va aumentando el
volumen de gel de afinidad agregado, la cantidad de ROP2 presenle en la
fraccién no unida (NU) va disminuyendo y la cantidad de ROP2 presente en
la fraccién eluida (E) va aumentando.

Los resultados muestran que en el caso del ge!l con 6.2 mg de Ac/mi de
Affigel, se requieren aproximadamente un minimo de 5 pl de gel para
capturar por completo la proteina ROP2 contenida en 50 ul del lisado (4
millones de taquizoitos). Lo anterior se deduce del hecho de que ROP2 ya no
sea detectada en la fraccion no unida (NU) al emplear dicha cantidad de gel.
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Figura 8. Determinacion de la capacidad de la matriz Sefarosa 48-CNBr-T5-201.

En tubos para microfuga se pusieron a incubar diferentes cantidades de gel de afinidad con 50 pl del lisado de
Toxoplasma preparado con SDS 0.1% (80 X 10° taquizoitos/mi PBS-SDS 0.1%). Daspués de una centrifugacion, se
tomo una alicuota de cada fraccion no unida (NU) y se lavo el gel varias veces. La elucién de la protelna se llevo a
cabo al incubar por S min a 100°C en bafo Maria. el gel de afinidad con 40 yl de la solucidn amortiguadora Tris-HCI

62mM, 10% glicerol, 2.5% SDS. urea 8 M, pH 6.8, y se tomd una alicuola de la fraccion eluida (E). Las muestras se

analizaron por SDS-PAGE en condiciones no reductoras, electrotr ia, & inmunod: 16n con el Ac T5-201
Las masas de los marcadores de paso molecular incluidos en el gel se indican en la figura. A0 pl de gel. 8: 0.8 pl
de gel. C:1.6 pl de gel. D:3.5 pl de gel. E:7 y!l de gel. F 14 pl de gel. NU:12.5 pl de la fraccidn no unida. E:10 ul de fa

fraccion eluida.
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Por otra parte en la figura 8 se cobserva que, a medida que va
aumentando la cantidad de gel, la cantidad de ROP2 (54 kDa) presente en la
fraccién no unida (NU) va disminuyendo y la cantidad de ROP2 presente en
la fraccidn eluida (E) va aumentando.

Los resultados muestran que en el caso de la matriz con 4.2 mg de
Ac/ml de Sefarosa 4B-CNBr, se requieren aproximadamente entre 7 pl y 14
Wl de gel para capturar casi toda la proteina ROP2 contenida en 50 pl del
lisado que equivale a 4 millones de taquizoitos. Lo anterior se deduce de dos
hechos: ROP2 casi no se detecta en Ia fraccidon NU al emplear 7 pl de gel y
ya no es detectable en la misma cuando se utilizan 14 pl. También se
observa que al utilizar 7 ul de gel, la proteina ROP2 puede detectarse en la
fraccion E pero no cuando se utilizan 14 pl. Posiblemente en 14 pl de ge! hay
un exceso de Ac en relacion a la cantidad de ROP2 presente en 50 pl del
lisado, que interfiere con el desprendimiento de ROP2 al momento de la
elucion. Esto explicaria el hecho por el cual ROP2 no logra detectarse en la
fraccién eluida.

Por ofra parte, las bandas de alto peso molecular (arriba de 97 kDa)
observadas en la membrana de inmunotransferencia probablemente
corresponden a Ac acoplado que se desprendio de la matriz de Sefarosa 4B8-
CNBr durante el proceso de incubacién del gel con el lisado de Toxoplasma,
y durante la elucibn de ROP2 de la matriz.

En general, los resultados anteriores muestran que las matrices de Ac
TE-2D1 acoplado a Affigel 10 y a Sefarosa 4B-CNBr 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 pl de la primera y
aproximadamente 7 ! 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
4B-CNBr).
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6. Determmacuén de las condlclones de elucién.

Una vez’ que se determinaron las condiciones de incubacién del gel de
aﬂnldad con ,el lisado . de. Toxop/asma asl como las capacidades de las.
matrices de’ Wﬂ' gel 10 y. Sefarosa 4B-CNBr, se buscé determinar las.
condlciones éptimas de elucién de ROP2. Para esto se hicleron ensayos de :
adsorcién-elucién en lote utilizando diferentes eluyentes (Figura 9).
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Figura 9. Elucion de la proteina ROP2 del Ac T5-2D1 acoplado a Affigel 10 con diferentes eluyentes

E£n tubos para microfuga se pusieron a incubar 10 ! de gel con 50 p de lisado preparado con SDS 0.1% (80 X 10°
taquizoitos/mt PBS-S0S 0.1%). Después de colectar la fraccidn no unida (NU) y lavar el gel varias veces, [a efucion
se llevo a cabo incubando el get con 40 i del eluyente correspondiente por 5 min Todas las eluciones se realizaron
a temparatura ambiente excepto la que se hizo con la solucion amortiguadora SDS 2.5%-urea 8 M pH 6.8 que se
realizé a 100°C an bano Maria por 5 min. De cada tubo se tomd una alicuota de 12.5 ul de la fraccién no unida (NU)
y una alicuota de 10 pl de la fraccidon eluida (E). Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en condiciones no
reducioras, electroiransferencia, e inmunodeteccion con e Ac T5-2D1. Las masas de los marcadores de peso
molecular incluidos en el gel se indican en la figura A:12.5 pl del fisado total. B Elucion con la solucion
amortiguadora SDS 2.5%-urea B M pH 6 8 a 100°C. C:Elucidn con distilamina 100 mM pH 11.5. D.Elicion con

dietifamina 100 mM-dioxano 10% pH 11.5

Como muestran los resultados, tres eluyentes tuvieron la capacidad de
eluir la proteina aunque la recuperacién no fuera total: la solucidn
amortiguadora SDS 2.5%-urea 8 M pH 6.8 a 100°C, !a dietilamina 100 mM
pH 11.5 y la dietilamina 100 mM-dioxano 10% pH 11.5. Puede observarse
que la mayor cantidad de proteina eluida se obtuvo al emplear como eluyente
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la solucién amortiguadora SDS 2.5%-urea 8 M pH 6.8 a 100°C. En este caso,
buscando garantizar el desprendimiento de ROP2, el complejo Ag-Ac fue
sometido al efacto de un detergente desnaturalizante de proteinas como lo
es el SDS, a una elevada concentracion de urea que es un potente agente
caotrépico (reduce interacciones hidrofébicas por ejemplo), asi como a una
alta temperatura. En vista de que estas condiciones de elucion eran muy
drasticas e impedian que el gel de afinidad pudiera ser reutilizado para
purificaciones posteriores, se pensé en buscar ofro lipo de eluyentes que
permitieran el desprendimiento de ROP2 de la matriz y la reutilizacion de la
ultima. Entre los eluyentes probados se encontré que la dietilamina 100 mM a
un pH de 11.5 es eficiente para eluir la proteina de la matriz asi como una
mezcla de la misma con dioxano 10% que es un agente caotrépico. En los
resultados también se observo 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 desprendid
de la matriz durante la incubacién del gel, primero con el lisado y después
con el eluyente.

7.Purificacion de la proteina ROP2 por cromatografia de afinidad en una
columna de Ac T5-2D1 acoplado a Sefarosa 4B-CNBr.

Una vez que se determinaron la capacidad del gel y las condiciones de
elucién a pequefia escala, se emplearon estos datos para llevar a cabo la
purificacion de la proteina en una columna abierta y de mayor volumen. Para
el ensayo se utilizé la matriz Sefarosa 4B-CNBr-T5-2D1 en vista de que el gel
de afinidad preparado con Affigel 10 se habia agotado y a que la matriz
Sefarosa 4B-CNBr-T5-2D1 habia mostrado un comportamiento similar en los
ensayos preliminares. En las figuras 10 y 11 se muestran respectivamente, el
cromatograma de la purificacion y el anadlisis por SDS-PAGE,
electrotransferencia e inmunodeteccion con el Ac monoclonal T5-2D1 de la
mayoria de las fracciones obtenidas.
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Figura 10. Cromatograma de |a purificacion de la proteina ROP2 de Toxoplasma gondii por cromatografia de

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

Una columna (1 cm de didmetro X 1 cm de aftura) con 0.700 mi de ge! de afinidad (4.2 mg Ac/ml ge!) se equilibrd
sucesivamente con 5 ml de NaCl 0.5M-SDS 0.1%, § ml de dietilamina 100 mM-SDS 0.1% pH 11.5, § ml da Tris
50mM -SDS 0.1% pH 8 y 10 m! de PBS-SDS 0.1% con un flujo de 10 volimenes de columna por hora.
Posteriormente, a temperatura ambiente y con un flujo de 5 volomenes de columna por hora, se aplicaron 10 mi del
lisado (70 X 10° taquizoitos/ml PBS-SDS 0.1%) a la matriz y se recolectaron fracciones de 0.700 m! de la fraccién no
unida (NU). Se lavé la matriz sucesivamente con un flujo de 10 volumenes de columna por hora, con 5 mi de PBS -
SDS 0.1% (a) y 5 mlde NaCl 0.5M-SDS 0.1% (b) colectandose fracciones de 0.700 ml, y se llevd a cabo la elucién
de ROP2 con 3.5 mi de dietlamina 100 mM-SDS 0.1% pH 11.5 (c) empleando el mismo fujo, colectandose
fracciones de 700 pl en tubos que contenian 100 ul de Tris 1M pH 6.8 cada uno. Posteriormente, con un flujo de 10
volumenes de columna por hora se lavd sucesivamente la matriz con 3.5 m! de Tris 50mM pH 8 (d) y 3.5 ml de PBS
pH 7.8 + azida de sodio 0.1% (e) colectandose fracciones de 700 pl. La absorbancia de cada una de las 40

fracciones colectadas se midid a 280 nm.
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Figura 11, Andlisis por i 1 ia de las f blenidas duranie la purificacion de ROP2 por

cromatografia de afinidad con la matriz Selarosa 48-CNBr.T5-201.

A excepcion de las fracciones 23-25 y 36-40 que 1 entre alg: otras, una ab cia a 280 nm
igual a coro, cada una de las fracciones obtenidas durante la purificacion de ROP2 de acuerdo al

cromatograma de la figura 10 fue analizada posteriormente por SDS-PAGE en condiciones no reductoras,

con el Ac 75-2D1. Las masas de los marcadores de paso molecular se
indican en ambas figuras. Los numeros (1-35) indican el numero de fraccion correspondionte de acuerdo a la
figura 10. NU indica las fracciones que contienen la proleina ROP2 que no fue capaz de unirse a la matriz

{fraccion no unida). € indica las fracciones que contienen ia ROP2 eluida (fraccion eluida). T:30 pl del lisado

total. 1-35: 30p! del nd de fi O dianle de acuerdo a la figura 10.
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Como muestran los resultados en la figura 11, la proteina ROP2 se
detectd como una Gnica banda en las fracciones 29 y 30 del eluido al realizar
el analisis por inmunotransferencia. Estas fracciones corresponden alos
volimenes de 20.3m! y 21ml respectivamente de acuerdo al cromatograma
de la purificacién mostrado en la figura 10. Cabe mencionar que tres
purificaciones posteriores fueron realizadas reutilizando la misma- matriz
obteniéndose resultados similares (resultados no mostrados).

8. Determinacién del rendimiento de la purificacion.

Ahora bien, con el fin de determinar de manera semi-cuantitativa el
rendimiento de la purificacion, es decir la cantidad final de proteina ROP2
purificada en relacion a la cantidad inicial de ROP2 presente en el lisado, se
llevd a cabo el analisis de las imagenes de las 2 membranas de
inmunotransferencia obtenidas a partir de la primera purificacién realizada
(Figura 11), empleando un scanner y un programa computarizado (N!H) que
permite medir y transformar, para cada banda, las unidades de intensidad en
pixeles en unidades de densidad optica, donde los valores de densidad
optica son directamente proporcionales a la cantidad de ROP2 presente. En
cada membrana se empled como referencia el lisado de Toxoplasma (T) de
concentracion de taquizoitos conocida.
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Membrana de inmunotransferencia 1 (Figura 11).

Muestra (30p) Unidades No. equivalente de No. equivalente de
DO taquizoitos presentes en taquizoitos en la
30u! fraccién

Lisado de y = 10703 2.1 X 10° 700 X 10°

Toxoplasma (T)

Fraccion 3 2062 0.405 X10° x = 9.439 X10°
“ 4 4979 0977 X * x; =22.791 X 10°
‘ 5 4583 0.899 X “ x3 = 20,979 X 10°
‘ 6 4400 0.863 X *“ X =20.141 X 10°
. 7 4530 0.889 X * x5 =20.736 X 10°
“ 8 4136 0.812 X * xs = 18.933 X 10°
“ 9 4182 0.821 X * x; =19.143 X 10°
v 10 3816 0.749 X * X = 17.468 X 10°
¢ 11 4105 0.805 X * %o = 18.790 X 10°
‘ 12 3723 0.730 X * Xi0 = 17.042 X 10°
- 13 4679 0918 X * X31 = 21.418 X 10°
“ 14 3963 0.778 X * x12 = 18.141 X 10°
“ 15 2060 0.404 X * x13= 9.430 X 10°

donde:

Xi+Xa+...+X13 = 234 millones de taquizoitos correspondientes a la fraccion no unida a la

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

Muestra (30pl) Unidades DO No. equivalente de No. equivalente de
taquizoitos presentes taquizoitos en la
en 30pl fraccion
Lisado y' = 8685 2.1 X 10° 700 X10°
deToxoplasma (T)
Fraccién 29 6112 1.478 X 10° x4’ = 39.400 X 10°
30 4442 1.074 X 10° x2' = 28.634 X 10°
donde:

Xy'+ X' = 68 millones de taquizoitos correspondientes a la fraccién eluida (E)

RESUMEN
Fraccién | No. equivalente %
de taquizoitos
T 700X 10° | 100
NU 234X 10° | 334
E 68X 10°| 9.7

Por lo que el rendimiento de la purificacion es:

T] =68 millones. X 100 =

700 millones

9.7 % Rendimiento

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

Posteriormente, para comprobar la pureza antigénica de la proteina
ROP2 eluida a partir de la matriz de afinidad elaborada, una muestra del
eluido total que contenia la proteina (fracciones 25, 26 y 27), obtenido a partir
de la tercera purificacion realizada con la matriz, fue analizada por SDS-
PAGE en condiciones no reductoras, electrotransferencia, e inmunodeteccion
con un Ac policlonal obtenido a partir de un raton infectado con Toxoplasma
gondii (Figura 12),
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Figura 12. Comprobacitn de la pureza antigénica de la proteina ROP2 purificada por cromalografia de afinidad. Las

muestras fueron analizadas por SDS-PAGE en condiciones no reducloras, i ia, @ inmunod i0

empleando un Ac policlonal oblenido a partir de un ralon intectado con Toxoplasma gondii Las masas de los
marcadores de peso molecular incluidos en el gel se indican an la figura. T:30 pl de lisado total (70 X 10t
taquizoitos/mt). NU:30 pl de la fraccion no unida. E:12 i del eluido ablenida con distilamina 100 mM-SDS 0.1% pH
11.5 (fracciones 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 Unica banda de 54 kDa
aparece en el carril donde se cargé el eluido. En los carriles correspondientes
al lisado total y a la fraccion NU pueden observarse diversas y mdltiples
bandas que corresponden a los diferentes antigenos de T. -gondi
reconocidos por el suero policlonal.

10. Determinacion de Ia pureza de la ROP2 purificada por tlnclén con a" ul! de ‘
Coomassie. it :
Por otra parte“ mbién se demostrd la pureza ‘de
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Figura 13. Comprobacién de la pureza de la proteina ROP2 purificada por cromatografia de afinidad con el Ac T5-
2D acoplado a Sefarosa 48-CNBr.

El andlisis se llevé a cabo por SDS-PAGE en condiciones no reductoras y posteriormente el gel se tifié con azul de
Coomassie. La masa de los marcadores de peso molecular incluidos en el gel se indica en la figura. PM:Marcadores
de peso molecular T:30 p! de lisado total (70 X 10* taquizoitos/ml) E:75 wl del eluido obtenido con dietilamina 100

mM-SDS 0.1% pH 11.5 (fracciones 25, 28 y 27).
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Los resultados muestran una banda tnica de 54 kDa en el carril que
contiene el eluido obtenido con dietilamina 100mM-SDS 0.1% pH 11.5, lo que
demuestra que la proteina ROP2 se encuentra pura. En .el carril
correspondiente al lisado total se observan diversas bandas que
corresponden a las diferentes proteinas presentes en el lisado.
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DISCUSION

ROP2, junto con otras proteinas de roptrias, juega un papel
fundamental en el proceso de invasién de la célula huésped por Toxoplasma
gondii y facllita la estancia del parasito dentro de la célula infectada, una vez
que ha sido secretada, al formar parte de la membrana de la vacuola
parasitéfora y permitir, como se presume, que exista un intercambio
metabdlico entre la célula hospedero y el parasito (Beckers et al., 1994).

Estudios previos han demostrado que la proteina ROP2 de T. gondii
es una molécula altamente inmunogénica que se encuentra presente en los
tres diferentes estadios del parasito, y que es capaz de estimular tanto la
respuesta inmunolégica 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 dltimos afios se han realizado diversos experimentos y pruebas
con la intencién de evaluar la inmunogenicidad de ROP2 y comprobar si
realmente es capaz de conferir proteccion contra el pardsito en animales
inmunizados (Vercammen et al., 2000). Sin embargo, comprobar lo anterior
no ha sido facil. Por principio, con el objetivo de realizar algunos de estos
estudios, varios intentos se han hecho por expresar a la proteina en sistemas
heterdlogos pero hasta el momento se ha obtenido un bajo nivel de expresion
y un producto insoluble y susceptible a la degradacién (Van Gelder et al.,
1993).

Por otra parte, a pesar de conocerse la secuencia del precursor de la
proteina y de haberla introducido en un plasmido para llevar a cabo pruebas
de inmunizacién de ratones, no ha sido posible lograr una protecciéon



completa contra cepas virulentas del parasito (Leyva et al., 2001). Todo lo
anterior nos lleva a considerar la necesidad de estudiar de manera mas
profunda y desde diferentes perspectivas a ROP2.

En el presente trabajo se reporta por primera vez la purificacién de la
forma nativa y madura de la proteina ROP2 de 54kDa de Toxoplasma gondii
por la técnica de cromatografia de afinidad, empleando el anticuerpo
monoclonal TS 2D1 acoplado a una columna de Sefarosa, el cual reconoce
especlficamente a la proteina (Leriche y Dubremetz, 1991).

La técnica de purificacion escogida fue la cromatografia de afinidad
debido a que se contaba con un anticuerpo monoclonal especifico para
ROP2 y a que, respecto a otras técnicas de purificacion para proteinas, ésta
ofrecia la ventaja de realizarse en un solo paso. Este hecho ampliaba la
posibilidad de obtener un alto rendimiento en la purificaciéon, lo cual es un
punto importante si se considera que la cantidad de ROP2 presente en forma
natural en los taquizoitos es minima.

Por principio, los resultados presentados en este trabajo demostraron
la inmunodeteccién en membrana de una banda de 54 kDa reconocida por el
anticuerpo monoclonal T5-2D1 que es especifico para ROP2, lo cual
confirmd la presencia de la proteina madura en el lisado de taquizoitos de 7.
gondii empleado.

Posteriormente, se procedié a la extraccién de ROP2 a partir de una
suspensién de taquizoitos. Dado que se tenia el antecedente de que ROP2
es una proteina de membrana, su extraccion se realizd empleando el
detergente CHAPS al 0.6%, el cual es recomendado para solubilizar este tipo
de proteinas por presentar propiedades no desnaturalizantes que favorecen
que la conformacion natural de la proteina se mantenga. Ademas, este
detergente ofrecia la ventaja de no interferir en la determinacién de proteinas
por el método de Bradford (Liscia et al., 1982). Los resultados obtenidos
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mostraron que efectivamente ROP2 fue extraida“ en su totalidad de las
membranas de los taquizoitos al ser solubilizada por el detergente
mencionado (resultados no mostrados).

Sin embargo, una vez que el Ac T5 2D1 ya habia 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 impedia que ROP2 fuera reconocida
por el Ac monoclonal. Esto se debe a que muy probablemente la
conformacién tridimensional adquirida por ROP2 en presencia de CHAPS
0.6% mantiene oculto el epitope que el Ac monoclonal reconoce en la
proteina. Lo anterior pudo confirmarse cuando se observé que la presencia
simultdnea de SDS 0.1% en el lisado, probablemente al desplazar las
moléculas de CHAPS en la proteina, favorecia el reconocimiento de ROP2
por el Ac. Esto parece probable si consideramos que el SDS es un
detergente desnaturalizante que tiene la capacidad de desdoblar a la
proteina y permitir que el epltope en ROP2 sea accesible al Ac.

E! que se haya obtenido un Ac monocional como T5 2D1, con
capacidad de reconocer un epitope poco accesible en la proteina, puede
deberse a que la fraccién subcelular de T. gondii que se empled para
inmunizar a los ratones para producir el monoclonal, haya contenido
proteinas desnaturalizadas y entre ellas a ROP2.

En vista de que a partir de ese momento se empleé SDS en la
preparacion del antigeno, no hubo posibilidad de realizar la determinacion de
proteinas por el método de Bradford, por tratarse de un detergente que
interfiere en este tipo de medicion.

Mas adelante, se determind la capacidad de la matriz elaborada con

Affigel 10 y con Sefarosa 4B-CNBr, las cuales resuitaron ser muy simifares
entre si. La cantidad de ROP2 contenida en 4 millones de taquizoitos fue
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totalmente capturada por 5 pl de Affigel 10 con 6.2mg de Ac/ml y la misma
cantidad de ROP2 fue totalmente capturada por 7 pl de Sefarosa 4B-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 proteina contenida en 4 millones de taquizoitos
y para la de Sefarosa, 0.029 mg de Ac capturaron la misma cantidad.

Posteriormente, con alicuotas 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 elucion
empleadas en algunos de estos experimentos fueron muy drasticas por el
hecho de realizarse con agentes desnaturalizantes y temperatura elevada, no
se detectdé una alta degradacion de la proteina. Lo anterior puede ser
indicativo de la estabilidad de ia proteina nativa madura. El eluyente con el
que fue posible obtener la maxima cantidad de proteina sin afectar la
integridad de la columna de afinidad fue dietilamina 100mM pH 11.5. Este se
eligié entonces como el eluyente 6ptimo para realizar la purificacion.

Finalmente, se procedio a purificar a ROP2 por cromatografia en una
columna de afinidad, donde la presencia de la proteina en el eluido fue
demostrada por inmunodeteccién al emplear el Ac monoclonal T5 2D1 el cual
reconoce a la protelna ROP2 de manera especifica. Posteriormente se
calculé el rendimiento de la purificacion el cual resulté ser aproximadamente
del 9.7%. Contrariamente a lo esperado, el rendimiento obtenido resulté ser
muy bajo considerando que justamente se recomienda emplear la técnica de
cromatografia de afinidad cuando se desea obtener un alto rendimiento en la
purificacion de una proteina. Llama la atencion que, a pesar de haberse
empleado un exceso de antigeno con la finalidad de promover su interaccién
con el Ac acoplado a la matriz, y de que se demostré 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. Ademas, cabe mencionar que
ROP2 tampoco pudo ser detectada en los lavados que se realizaron a la
columna antes de la elucion.
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Durante el desarrollo del presente trabajo, en repetidas ocasiones
también se observé un bajo rendimiento en los ensayos de adsorcién-elucion
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 concluldo que tanto la matriz como el ligando
estan involucrados en la formacién de uniones inespecificas, las cuales
pueden disminuir al emplear altas concentraciones de pequefias aminas
primarias en los lavados realizados a las columnas después de la reaccién
de acoplamiento. En base a esta informacion, existe la posibilidad de que
ROP2 se esté uniendo al Ac y tal vez de una manera inespecifica e
irreversible, también al gel de afinidad. Esto explicaria la dificultad que se
tuvo para eluir el resto de la proteina en muchos de los ensayos. En nuestro
caso, cada vez que se reutilizaba la columna para realizar una nueva
purificacién, habia 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 proteina.

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 proteina y no solo
con el procedimiento de la técnica de purificacion. Existe la posibilidad, por
ejemplo, de que los dominios hidrofodbicos expuestos en la proteina
desnaturalizada, pudieran estar favoreciendo su adherencia al Ac o matriz de
manera inespecifica e irreversible.

Finalmente, también se demostré la pureza antigénica de ROP2 al
encontrarse una tnica banda por inmunotransferencia en el eluido obtenido.
Esta banda fue detectada por un suero policlonal proveniente de un ratén
infectado con la cepa no virulenta de T. gondii K76. Ninguna otra proteina del
parasito se detecto en la fraccion eluida.
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Asimismo se demostro la pureza de ROP2 al incluir parte del eluido en
un gel y realizar una tincién para proteinas con azul de Coomassie. Aquf
también solamente se identific6 una dunica banda la cual también
corresponde a ROP2. Otras maneras de comprobar su pureza podrian haber
incluido métodos mas sofisticados como el andlisis de aminoéacidos y analisis
por espectrometria de masas, entre otros.

Como conclusion, podemos afirmar que la purificacion de la proteina
ROP2 nativa resulta importante, ya que ofrece la oportunidad de realizar mas
pruebas que permitan caracterizar desde otra perspectiva la inmunologia 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 antigeno (Milich
et al., 1997), podrian realizarse experimentos de inmunizacion con ROP2 que
consideraran la secuencia de la forma madura de la proteina que es como se
encuentra en forma natural en las roptrias del parasito.

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 proteina (54 kDa), la cual carece de la
secuencia sefial y de 70 a 80 aminoacidos adicionales. Ain se desconoce si
la pérdida de estos aminodcidos 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 secuenciacion del extremo amino terminal
de la proteina nativa pura por el método de Edman podria brindar parte de
esta informacioén. En caso de que el extremo amino terminal de fa proteina
estuviera bloqueado, tal vez lo mas conveniente seria analizarla por
espectrometria de masas.

Una vez conocida su secuencia, la proteina madura probablemente
podria expresarse en E. coli como una proteina recombinante estable (a
diferencia de su precursor) que presentara las mismas propiedades
inmunoldgicas de caracter protector que se presume tiene la proteina nativa
y las cuales aln faltan también por determinarse. De esta manera, tanto la
proteina nativa pura y la proteina madura recombinante podrian emplearse,
entre otros ensayos, para realizar una evaluacién de la respuesta
inmunolébgica generada hacia ambos antigenos por individuos infectados con
T. gondii.
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Por otra parté, en el caso de la inmunizacién genética en ratones,
seria interesante evaluar el tipo de respuesta que la secuencia de la proteina
madura es capaz de inducir al estar incluida en un plasmido.

En_cualquiera de los casos, la purificacién de la proteina madura
resulta necesaria.
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APENDICE I

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

1. Selecclén del Ligando,

Al seleccionar un ligando deben considerarse los siguientes puntos:

a)

b)

c)

d)

Idealmente el ligando debe reconocer solamente a la proteina que se
pretende purificar. Incluso es mejor considerar un ligando de aita
especificidad como es el caso de un anticuerpo monoclonal que reconoce
solamente a un epitope en particular, presente en la proteina.

E! ligando debe formar un complejo reversible con la proteina 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
purificacién. Asimismo el complejo debe ser facilimente disociable al
aplicar una condicién fisicoquimica particular o exceso de ligando libre,
con el fin de no recurrir a condiciones desnaturalizantes para lograr la
elucion de la proteina.

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
protedlisis y a la desnaturalizacién causada por eluyentes y agentes
limpiadores.

El ligando debe ser de preferencia grande para que contenga un nimero
suficiente de grupos que puedan interactuar con la proteina,
obteniéndose asi la estereoselectividad y afinidad adecuadas. Ademas el
ligando debe poseer un grupo funcional que le permita ser inmovilizado
sin afectar su uniéon a la proteina. En caso de que el ligando sea tan
pequefio que la matriz interfiera en su acceso a las proteinas, es
recomendable interponer una molécula espaciadora o brazo espaciador
entre el ligando y la matriz, que permita que el ligando quede expuesto a
la proteina. Por otra parte, si el ligando es muy grande, puede ser
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susceptible a la desnaturalizacion o} degradacién, y dar lugar a
interacciones inespecificas uniéndose a otros sitios de la proteina o bien a
otras proteinas. : ‘

2. Seleccion de la matriz

Un ligando de afinidad se inmoviliza en un soporte o matriz por medio

de uno o méas enlaces covalentes. La eficiencia del ligando inmovilizado en
un proceso de purificacion, dependera en gran parte de la estructura de la
matriz. Es importante por lo tanto considerar los siguientes puntos:

a)

b

~—

c)

d)

e)

g)

La matriz debe tener un alto grado de porosidad de tal manera que las
proteinas grandes puedan tener acceso al ligando inmovilizado en las
porciones interiores del soporte. :
L.a matriz debe ser quimicamente estable bajo las condiciones utlhzadas
para la activacion y acoplamiento del ligando y bajo aquéllas empleadas
durante su operacidén y regeneracion. Al haber estabilidad quimica la .
estructura de la matriz se mantendra integra y se minimizaran Ios
problemas de contaminacion de la mezcla proteica.

La matriz debe tener una alta estabilidad mecanica 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.

La matriz debe ser capaz de soportar el rango de pH y temperatura
empleados durante la activacion y acoplamiento del ligando y durante su
operacién y regeneracion.

La matriz debe ser facitmente activable para acoplar ligandos a una alta
densidad y ser inerte a uniones no especificas de proteinas.

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

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 proteinas son purificadas con éxito en matrices de agarosa.
La agarosa es un polisacarido obtenido a partir del agar et cual es un
componente presente en las algas. Esta constituida de cadenas poliméricas
del disacéarido agarobiosa (D-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 minima adsorcién no especifica. Actualmente
existen matrices preactivadas que pueden conseguirse comerciaimente
(Figura 14).

NH
J1
OH CNBr O—C=N . O—C—-NH—LIGANDO
pH dcido *+ HN—LIGANDO pH basico l'\llH
OH O—C=N O—C—NH—LIGANDO

SEFAROSA -

Figura 14. Estructura quimica de la Sefarosa 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 pequefio que
resulte inaccesible a las moléculas de proteina que se encuentran en
solucién. 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
unién, de tal manera que su interaccion con la proteina se vea impedida.

La longitud del brazo espaciador es crucial y debe ser determinada
empiricamente. El nimero recomendable de grupos metileno que deben
conformar el brazo espaciador son entre 6 y 8. La molécula espaciadora

e
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debe ser hidrofilica y.nd unir- por sf mismé proteinas, ya sea por su
hIdrofobicidad o‘por stis_ grupos cargados.

Actualmente se aprovecha la ventaja de que existen reacciones
qulmicas de activacién que automaticamente insertan un brazo espaciador
entre la: matriz y el ligando. También existen matrices comerclales que ya
cuentan con brazo espaciador (Figura 15).

o
AFFIGEL 10 C—N-R
o] H
i
—OCH,CONH(CH,),NHCO(CH,);—C—0O—N + RNH, +
LIGANDO o
BRAZO ESPACIADOR (o] O
HO—N
o

Figura 15. Estructura quimica del Afﬁgel 10.

4. Inmovilizacién del ligando

Previamente a la inmovilizacion 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 quimicos
de mayor uso se encuentran el bromuro de cianogeno, los bis oxiranos, el
carbonil diimidazol, los haluros de sulfonilo y la triazina, los cuales reaccionan
con los grupos hidroxilo de los polisacaridos formando derivados estables
capaces de reaccionar con los grupos quimicos del ligando.
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La reaccion de'acoplamiento con el ligando es particular para cada
caso y va a depender principalmente del tipo de grupos quimicos que se
hayan generado en la matriz y de los que presente el ligando. Tanto para la
reaccién de activacidon de la matriz como para la reaccion de acoplamiento
del ligando, deberan seleccionarse agentes limpiadores y soluciones
amortiguadoras con valores de pH que favorezcan las reacciones deseadas.
Asimismo, después de haber acoplado el ligando, deberan bloquearse los
grupos activos remanentes en la matriz afiadiendo compuestos de bajo peso
molecular. El agente bloqueador mas utilizado es la etanolamina 1M ajustada
a un pH de 8 e incubada con Ia matriz a temperatura ambiente por una hora.

5. Determinacidn de las condiciones de_adsorcion

La solucién amortiguadora escogida para realizar la adsorcién de una
proteina a una columna de afinidad debe permitir la formacion estable del
complejo ligando-proteina. En algunos casos la adicion de iones metalicos
divalentes o factores especificos, puede favorecer la conformacién de ia
proteina y ayudar a reforzar la interaccion existente entre ésta y el ligando.
Otra manera de mejorar la afinidad del ligando por la proteina es incrementar
la cantidad de ligando inmovilizado, lo cual se logra aumentando la cantidad
y concentracion de ligando durante la etapa de acoplamiento. También otra
alternativa es aumentar el tiempo de incubacién en la reaccién de
acoplamiento.

6. Determinacién de las condiciones de lavado

En caso de que el complejo ligando-proteina sea de alta afinidad, éste
se mantendra probablemente estable bajo las condiciones de lavado cuya
funcién 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 solucidn con la que se alcanza una adsorcion éptima y las de la solucion
utilizada para eluir ia proteina. De esta manera, dentro de este rango se
podran descubrir condiciones 6ptimas de lavado para purificar la proteina de
interés.

7. Determinacion de las condiciones de elucién

La elucién de una proteina unida a un ligando en una columna, se
efectia 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
proteina disminuya. En caso de que se requiera de la proteina activa, este
tratamiento no debe causar la desnaturalizacion irreversible de la misma, ni
la del ligando en caso de que se pretenda redutilizar la columna. La alteracion
de las fuerzas (hidrofobicas, i6nicas, etc.) que mantienen unido al complejo
puede conseguirse de diferentes maneras: por variacién de la fuerza iénica;
por variacion del pH; por la presencia de agentes caotrdpicos (tiocianato de
potasio 3M, yoduro de potasio 2M o cloruro de magnesio 4M); por la adicién
de agentes desnaturalizantes (urea 8M y guanidina-HCI 6M), en caso de que
no se requiera de la proteina activa ni de la reutilizacién de la columna como
se menciond anteriormente; y entre otros, por la presencia de agentes
reductores de la polaridad (dioxano y etilenglicol).

64



APENDICE I

PROCEDIMIENTOS

1. Purificacién de anticuerpos monoclonales de ratén a partir de liquido
ascitico

1.1. Soluciones y resina

- Solucion salina amortiguadora con fosfatos (PBS pH 7.8). NaCl 150mM +
NaH2(P0)4 10mM pH 7.8 o '

- Solucién amortiguadora A: Tris HCl 20 mM + NaCl 40 mM pH 7.8

- Solucién amortiguadora B: Tris HCI 20 mM + NaCl 20 mM pH 7.8~

- Solucién amortiguadora C: Tris HCI 20 mM + NaCl 400 mM pH 7.8 :

- Solucién amortiguadora D: Tris HC! 20 mM pH 7.8

- Solucién saturada de suifato de amonio.

-DEAE-Celulosa (DE52 microgranular, preswollen, Whatman). Se suspendio
la resina en la solucion amortiguadora B y se decantd eliminando las
particulas finas. Se repiti® varias veces el proceso y se conservd a
temperatura ambiente en una suspension aproximadamente al 25%,
adicionando azida de sodio al 0.1% final.

1.2. Precipitacion del anticuerpo

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4°C (en hielo).

-A 4 ml de liquido de ascitis se agregaron 12 ml de PBS pH 7.8 (dilucion 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 recupero la
fase acuosa, descartando el boton inferior y la fase lipidica superior.

-A la fase acuosa se agrego, lentamente y con agitacién, un volumen igual de
la solucién de sulfato de amonio saturada y se dejo sobre el hielo una hora.
-Posteriormente se centrifugd a 12,500 x g por 15 min a 4°C en un tubo
COREX.
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-Se descart6 el sobrenadante y se redisolvio el botén en aproximadamente 4
ml de la solucion amortiguadora A.

-Se transfirié a una bolsa de dialisis previamente hervida en agua bidestilada
y se dializé contra 100 volimenes de la solucion B sin agitacion a 4°C. Se
cambié la solucién de didlisis 2-4 horas después y se continud la didlisis
durante una noche a 4°C.

-Se centrifugd a 12,500 x g a 4°C durante 15 min en un tubo COREX y se
transfirié el sobrenadante a una probeta. Se midié el volumen y se hizo una
dilucién 1/20 de una alicuota para medir la densidad optica a 280 nm.
(unidades de Abs a 280/ 1.25 = mg de proteinas).

1.3. Purificacién del anticuerpo por cromatografia de intercambio iénico en
DEAE-Celulosa DE52

-Se mont6 la columna a temperatura ambiente considerando 1 mt de resina
por cada 5 mg de proteina (2.5 ml de resina por cada ml de ascitis) bajo una
presién hidrostatica de 40 cm empleando la solucion B. Se equilibré primero
con 5 volumenes de solucidon B con azida de sodio al 0.1% y después a 4°C.
-Se conecté la columna a la bomba peristaltica.

-Se diluyé la muestra con un volumen igual de solucién D y se aplicd a la
columna con un flujo de 1 volumen de columna por hora.

-Se colectaron fracciones cada 12 minutos.

-Se lavé la columna con 2 volimenes de solucion B.

-Se eluy6 con un gradiente de soluciones B y C empleando un volumen total
de gradiente de 10 volumenes de columna.

-Se midi6 la densidad optica a 280 nm de las fracciones. Se juntaron las
fracciones del pico y se llevé la concentracién de NaCl a 150 mM. Se midié la
densidad optica 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 proteinas en gel de acrilamida no desnaturalizante

241 .»Sol,u’(:iones

-A: Acrilamida 30 % + Metilenbis-acrilamida 0.8 %

-B: Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 + Temed 0.23 %

-C: Persulfato de amonio 0.14 %

-D: Tris-HCI 0.05 M + Glicina 0.384 M pH 8.3.

-solucién para la muestra: Se mezclaron 2 ml de solucién B, 6 ml de glicerol
al 10% y 20 p! de azul de bromofenol al 1%.

-solucién de electrodos: Se diluyé 1:2 la solucion D al volumen necesario.
-solucion para tefiir gel: Se disolvid azul de Coomassie G250 al 0.04% (p/v)
en HCIO4 al 3.5%. La solucion se agité 1 hora a temperatura ambiente y fue
filtrada después. Se conservd a temperatura ambiente.

2.2. Procedimiento

Se mezclaron 10 m! de la solucién A y 10 ml de la solucién B, se
desgasificé con vacio y se agregaron 20 ml de la solucién C recién
preparada. Se vacio la mezcla entre las dos placas de vidrio de la camara de
12 X 15 cm c/u. Se coloco el peine y se dejo polimerizar. El gel quedé a una
concentracion final de 7.5% de acrilamida y 0.2% de bis-acrilamida.
Posteriormente, se colocaron las placas de vidrio con el gel dentro de la
camara de electroforesis y ésta se llend con la soluciéon de electrodos. Se
aplicaron en diferentes carriles del gel las muestras problema v el liquido de
ascitis diluidos 1:4 en la solucién para muestras, y se corrio el gel a un voltaje
constante de 200 volts. Una vez terminada la electroforesis, se tifi6 el gel con
Coomassie G250 al 0.04% por 3 horas y se destifid después con acido
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 lavo 1 ml de Affigel 10 con una
solucion amortiguadora de acetato de sodio 10 mM pH 4.5 a 4°C sin dejar
secar la resina. Posteriormente, se agregaron al Affigel 10 mg del anticuerpo
monoclonal purificado disuelto en 3.2 ml de una solucidon amortiguadora de
NaHCO3 0.1M pH 8 y se llevo a cabo la reaccién de acoplamiento durante 4
horas a 4°C con agitacién. Se centrifug6 la suspensién a 500 rpm y se midid
la absorbancia del sobrenadante a 280nm, cuidando antes ajustar el pH a 2
para evitar que la hidrosuccinimida liberada durante la reaccién interfiriera en
la mediciébn. Una vez determinada la cantidad de Ac presente en el
sobrenadante, se calculé por diferencia el rendimiento del acoplamiento.
Después, el gel acoplado fue bloqueado en agitacion con etanolamina 100
mM pH 8 por 1 hora a 4°C y transferido a una columna. La columna fue
lavada con PBS pH 7.8 y guardada a 4°C en PBS pH 7.8 + azida de sodio
0.1 % para su uso posterior.

3.2. Acoplamiento de! anticuerpo monoclonal a Sefarosa-4B activada con
CNBr

De acuerdo a las indicaciones del proveedor, se incubaron 0.4 g de
Sefarosa-4B-CNBr con 40 ml de HCI 0.1M por 1 hora, a temperatura
ambiente y con agitacién. Posteriormente, se recuperd el gel (1.4 ml) por
filtracién y éste se equilibro con una solucidbn amortiguadora de NaHCO3
0.1M-NaCl 1M pH 8, y se puso inmediatamente en contacto con 6.8 mg de
anticuerpo monoclonal disuelto en 3 ml de una solucion amortiguadora de
NaHCOg 0.1M-NaCL 1M pH 8 en una relacion de 4.85 mg de Ac/mi de gel.
La reaccion de acoplamiento se realizd a 4°C por 4 horas en agitacion
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continua. La suspensién obtenida se centrifugd a 500 rpm y al sobrenadante
se le midié la absorbancia a 280nm. Una vez determinada la cantidad de Ac
presente en el sobrenadante, se calculo 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°C y ligera agitacion. Este fue transferido
posteriormente a una columna y se lavé con PBS pH 7.8. Se guardé a 4°C
en PBS pH 7.8 + azida de sodio 0.1% para su uso posterior.

4. Obtencién del lisado de Toxoplasma

4.1, Cultivo de parasitos

Como fuente de proteina para realizar la purificacion de la forma
madura de ROP2, se utilizaron taquizoitos de la cepa Wiktor (Saavedra et al.,
1990) de Toxoplasma gondii. Inicialmente, los taquizoitos se cultivaron in vivo
en ratones Balb/c, haciendo pases seriados del parasito (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 espontdnea de las células hospedero, los taquizoitos extracelulares
fueron recolectados y lavados varias veces con PBS por resuspensién y
centrifugacion. Finalmente, los taquizoitos fueron suspendidos en PBS
ajustando la concentracion a 1000 X 106 taquizoitos/mi PBS pH 7.8. La
suspension se congelé a -70°C en alicuotas de 100 pl hasta el dia de su uso.

4.2. Preparacion del lisado de Toxoplasma

A la suspensién de taquizoitos preparada en PBS pH 7.8 se agregd
SDS al 10% (p/v) hasta obtener una concentracion final del 1.25%. Después,
la suspension se incubd en bafo Maria por 10 min en ebullicidn y se dejé
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, ésta se diluyé con PBS pH
7.8 para llevar la concentracion final de SDS al 0.1%. Simultaneamente, se
agregaron a la suspension inhibidores de proteasas (Leupeptina 0.01mg/ml,
Aprotinina 0.1mg/ml, PMSF 1mM/isopropancl, EDTA 2mM). En seguida, la
mezcla fue centrifugada por 30 min a 10 000 x g y a temperatura ambiente
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para eliminar el material insoluble. El sobrenadante obtenido constituyo el
lisado de Toxoplasma. )

Para algunos ensayos preliminares se incluyé en el lisado, ademas ‘de
SDS al 0.1%, otros detergentes como CHAPS al 0.6% o Tritdn X-100'alv
0.6%. Salvo estas modificaciones, el método a seguir fue el mismo.

Por otra parte, en algunos experimentos se utilizd como lisado: de
Toxoplasma un sonicado de taquizoitos. Este sonicado se obtuvo al aplicar a
una suspension de taquizoitos (ajustada a 200 X 106 taquizoitos/ml PBS), a
4°C 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 ml, fue
posteriormente centrifugado a 150 000 x g por 30 min a 4°C, y se tomo una
muestra del sobrenadante y otra del boton de material insoluble después de
ser resuspendido en 2.5 ml de PBS pH 7.8.

5.Método de adsorcion-elucidn en lote.

Procedimiento general

Se colocd en un tubo de polipropileno de 1.5 ml con fondo cénico para
microfuga, una alicuota del gel activado con el Ac T5-2D1 (Affigel 10 ¢
Sefarosa-4B CNBr). La matriz o gel se lavd y equilibré varias veces por
resuspension y centrifugacion con PBS-SDS 0.1% y se incub® con una
alicuota del lisado de Toxoplasma por 2 horas en agitacion. Posteriormente,
el tubo se centrifugd a 8000 rpm (3917.5 x g) por 4 min y se tomo una
alicuota del sobrenadante o fraccion no unida (NU). La alicuota se prepard
después para electroforesis al hervirse por 5 min en bafio Maria con la
solucion amortiguadora para muestras SIN MERCAPTOETANOL (62 mM
Tris-HCI, 10% glicerol, 2.5% SDS, 0.005% azul de bromofenol, pH 6.8). Por
otra parte, el gel contenido en el tubo se lavé varias veces por resuspension
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en PBS-SDS 0.1% y centrifugaciéon, y fue finalmente resuspendido en el
eluyente correspondiente. Después de una incubacion de 5 min con
agitacion, el tubo se centrifugd a 8000 rpm (3917.5 x g) por 4 min y se tomd
una alicuota del sobrenadante o fraccion eluida (E). Esta alicuota se prepar6
después para electroforesis al hervirse por § min en bafio Maria con la
solucién amortiguadora para muestras SIN MERCAPTOETANOL. Cabe
mencionar que todos los procesos de lavado, de incubacién con el lisado de
Toxoplasma y de elucion, se llevaron a cabo a temperatura ambiente salvo
en los casos en que se especifique lo contrario. En la mayor parte de los
ensayos, las muestras se prepararon con la solucién amortiguadora SIN
MERCAPTOETANOL antes de incluirse en el gel de corrida. Sin embargo,
hubo ensayos iniciales en los que las muestras se prepararon con la solucion
amortiguadora para muestras CON MERCAPTOETANOL (62 mM Tris-HCI,
10% glicerol, 2.5% SDS, 5% mercaptoetanol, 0.005% azul de bromofenol, pH
6.8). La solucién amortiguadora empleada se indica en cada caso.

6.Purificacién de la proteina ROP2 de Toxoplasma gondii por cromatografia
de afinidad en una columna de Sefarosa-4B CNBr

-La columna (1 cm de diametro X 2 cm de altura) de 1.4 ml de gel (anticuerpo
T5-2D1 acoplado a Sefarosa-4B-CNBr) se monté a temperatura ambiente
bajo una presién hidrostatica de 40 cm.

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

-El lisado de Toxoplasma contenido en 20 ml de PBS-SDS 0.1% (70 X 106
taquizoitos/ml), se aplicé a la columna con un flujo de 5§ volimenes de
columna por hora y se colectaron fracciones cada 12 minutos a temperatura
ambiente.
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-Se lavd la matriz sucesivamente con 7 volamenes de NaCl 0.5M -SDS 0.1%
y 7 volimenes de Tris 10mM-SDS 0.1% pH 8, con un flujo de 10 volimenes
de columna por hora y se colectaron fracciones cada 6 minutos.

-La elucidn se llevé a cabo con 5 volimenes de dietilamina 100mM -SDS
0.1% -leupeptina 0.01mg/ml -aprotinina 0.1mg/ml -PMSF1mM/isopropanol -
EDTA 2mM pH 11.5 con un flujo de 10 volumenes de columna por hora. Se
colectaron fracciones cada 6 minutos y en los tubos donde se recibid cada
una, previamente se colocaron 100 pl de Tris 1M pH 6.8 para neutralizar el
pH.

-La matriz se lavé con 5 volumenes de Tris 50 mM pH 8 con un flujo de 10
volimenes de columna por hora colectando fracciones cada 6 minutos y
finalmente se equilibré en PBS pH 7.8 + azida de sodio 0.1 % para su
conservacion a 4°C.

Cabe mencionar que siempre antes de reutilizar la matriz para una

siguiente purificacion, ésta se rebloqueé con etanolamina 100 mM pH 9.5 por
72 horas a 4°C (Tercero y Diaz Maurifio,1988).

7.Electroforesis en gel de poliacriiamida-SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS se llevé a cabo por el
sistema discontinuo descrito por Laemmli (Laemmli,1970). Cada corrida
incluy6 la preparacion 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], albamina sérica
bovina (BSA) [68 kDa), ovalbumina [43 kDa], anhidrasa carbénica [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 bafio Maria, junto con la solucion 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.Tincidn de proteinas en gel de poliacrilamida con azul de Coomassie

-Una vez concluida la electroforesis, se coloct el gel de poliacrilamida en un
recipiente con tapa y se lavé con 100 m! de solucion fijadora (4cido acético
6% -metanol 10%) por 15 min a 55°C agitando ligeramente.

-Se retir6 la solucién y se agregaron 100 ml de solucién fijadora nueva y 10
mi de solucién al 1% de azul de Coomassie (Coomassie Brillant Blue R250).
Se incubd a 55°C por 20 min con ligera agitacion.

-Se retir6 la solucién y se agregaron 100 m! de solucién de enjuague (acido
acético 7%). Se incubd a 55°C con agitacién y se cambid peridédicamente
esta solucién por solucién de enjuague nueva, hasta que el gel quedara
destefiido y se distinguieran las bandas de interés.

9.Transferencia electroforética.

La transferencia electroforética se realizd como a continuacién se
describe:
-Una vez terminada la electroforesis el gel se lavé 2 veces brevemente con
agua bidestilada y 3 veces por 15 min con la solucién amortiguadora de
lavado (Tris 256 mM - Glicina 192mM pH 8.3).
-Se mojaron las fibras y la membrana para transferencia en una charola con
suficiente solucion amortiguadora de transferencia desgasificada (Tris 25mM
- Glicina 192mM - Metanol 20% pH 8.3) a temperatura ambiente.
-Se llen6 la camara de transferencia (Bio-Rad) con solucion amortiguadora
de transferencia desgasificada y equilibrada a 4°C y se colocd un agitador
magnético dentro de la cAmara. Se conectd el refrigerante a la fuente de
agua fria.
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-En ofra charola con solucién “amortiguadora. de -transferencia, se coloco
sucesivamente y evitando la formacién de burbujas lo siguiente: '
1) rejilla plastica k '

2) fibra

3) el papel! para blot

4) membrana de nitrocelulosa (Hybond-C,Amersham) previamente
equilibrada en solucién amortiguadora de transferencia.

5) gel

6) papel Whatman, previamente equilibrado en solucién amortiguadora de
transferencia.

7) fibra

8) rejilla plastica

Se transfirié rapidamente el paquete a la cdmara de transferencia de
manera que la membrana de nitrocelulosa quedara del lado del anodo.
Cuando fue necesario, se llend la camara con mas solucidon amortiguadora
de transferencia hasta cubrir el cassette y los electrodos. Se conectd la
unidad cuidando de poner los electrodos en posicion correcta. Se transfirié a
90 volts por 2 horas (Nota: la solucién amortiguadora de transferencia puede
ser reutilizada 2-3 veces si se guarda a 4°C.).

10.Tincién de proteinas con Rojo Ponceau

La tira de nitrocelulosa correspondiente al carrii con marcadores de
peso molecular, se cortd y se tii6 con Rojo Ponceau 0.3% en &cido
tricloroacético al 3% por 30 min. Se enjuagd con &cido acético al 10%.
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11.IJnmunodeteccion de antigenos transferidos a nitrocelulosa.

La membrana fue bloqueada por incubacién con albumina sérica
bovina (BSA) al 1% en solucién amortiguadora de favado TNT (NaCl 150mM
+ Tris-HCI 10OmM + Tween 20 0.05% pH 8) por 2 horas a temperatura
ambiente. Después, !a membrana se puso en contacto con el anticuerpo
monoclonal T5-2D1 contenido en liquido de ascitis, el cual se diluyd
1:100,000 en TNT-BSA 1% y se incub6 con la membrana por 2 horas a
temperatura ambiente o una noche a 4°C con agitacién. Una vez realizados
los lavados con TNT, el anticuerpo unido fue revelado con un segundo
anticuerpo anti-lg de ratén, producido en cabra y marcado con fosfatasa
alcalina. Este fue diluido 1:10,000 en TNT-BSA 1% y la incubacién se realizd
por 2 horas a temperatura amblente, con agitacion y en la oscuridad.
Después de lavar varias veces la membrana con TNT también en la
oscuridad, se agregé el sustrato cromogénico azu!l de nitro tetrazolio (NBT) al
0.033% y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) al 0.016% en una solucién
amortiguadora para sustrato (Tris 100mM -NaCl 100mM —-MgClz 5mM pH
9.5), y se detuvo la reaccion 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 inmunodeteccién de la proteina ROP2 en
la membrana de nitrocelulosa, se emple6 el suero de un raton infectado con
la cepa no virulenta K76 de T. gondii, el cual se diluyé 1:5000 en TNT-BSA
1% y se incubd con la membrana por 2 horas a temperatura ambiente y con
agitacion.
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