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1. Introduccién:

El parasito intracelular Toxoplasma gondii, fue descrito por primera vez en 1908

por Nicolle, Monceaux y por Splendore. Su nombre proviene de la palabra griega
toxon que significa “arco” y hace referencia a la forma que tiene el parasito.
Toxoplasma puede infectar a cualquier vertebrado de sangre caliente. Una tercera
parte de la poblacion mundial se encuentra infectada con este parasito.

El tratamiento mas comudn contra la toxoplasmosis es la combinacion de
sulfadiazina y pirimetamina; sin embargo, esta terapia tiene accion limitada sobre
el parasito; ademas induce efectos adversos. Por esta razén hoy en dia se
buscan nuevas formas de tratar la infeccion. El uso de farmacos de origen natural,
terrestres 6 marinos, son investigados como una alternativa para el tratamiento de
algunas enfermedades de interés médico como es, la toxoplasmosis.

Compuestos alternativos que actualmente se encuentran analizando sus
propiedades parasiticidas, son las conotoxinas, éstas son obtenidas de caracoles
marinos del genero Conus. El género Conus es un grupo grande y extenso de
mas de 700 especies de depredadores carnivoros que se encuentran en todos los
hébitats marinos tropicales. Las conotoxinas tienen como blanco una amplia gama
de receptores y canales idnicos con una alta selectividad, algunos de estos
compuestos han sido utilizados por su actividad farmacolégica en contra del dolor;
sin embargo, no existe informacion sobre su posible funcion como
antiparasitarios, por lo que en este trabajo se probara la actividad antiparasitaria

gue podrian presentar en contra del parasito intracelular Toxoplasma gondii.




2. Marco tebérico

2.1. Toxoplasma gondii.

El parasito Toxoplasma gondii fue descubierto por primera vez en 1908 por

Nicolle y Monceaux en el norte de Africa, en un roedor parecido a un hamster, “El
gondi” (Ctenodactylus gondii) y en conejos por Splendore en Brasil®. Inicialmente
se crey0 que el parasito era una especie de Lehismania, posteriormente se

descubrié que se trataba de otro parasito el cual fue llamado Toxoplasma gondii

debido a su forma caracteristica en arco, siendo la Unica especie del género
Toxoplasmat?,

La taxonomia de T.gondii mayormente admitida fue descrita en 1980 por Levine?:
- reino: Protista (Goldfuss, 1918);

- dominio: Eukarya

- phylum: Apicomplexa (Levine, 1970);

- clase: Sporozoea (Leuckart, 1879);

- subclase: Coccidia (Leuckart, 1879);

- orden: Eucoccidida (Léger y Duboscq,1910);

- suborden: Eimerina (Léger, 1911);

- familia: Sarcocystidae (Poche, 1913);

- subfamilia: Toxoplasmatinae (Biocca, 1957);

- género: Toxoplasma (Nicolle y Manceau,1909);

- especie: gondi




2.2. Formas parasitarias de T. gondii.

Existen tres formas infecciosas de T. gondii:

Taquizoito: Proviene de la palabra griega “tachos” que significa velocidad,
fue llamado asi, debido a su rapida replicacion en cualquier célula
nucleada®, se replica en un promedio de 6-8 h® Es la forma dinamica,
altamente infectiva e invasiva del parasito®. El taquizoito tiene forma de
arco 6 semi luna, con un tamafio de 3 x 7 um con una distribucién
polarizada de sus organelos citoplasmicos, de tal forma que se identifica
un extremo apical y un extremo posterior. Se encuentra rodeado por un
complejo de tres membranas conocido como peliculo (membrana
plasmatica y el complejo membranal interno). Posee un nucleo esférico
con un diametro de 1-2 um; una mitocondria Unica y ramificada que tiene
la caracteristica de convolucionar dentro del citoplasma del taquizoito y
alrededor del nucleo, también posee aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico®. En la regién apical se encuentran organelos relacionados
con la motilidad, la secrecién y la invasion celular, como son: el conoide, el
anillo polar anterior, las roptrias, los micronemos y los granulos densos
(Fig 1). El citoesqueleto del parasito esta constituido por 22 microtubulos
subpeliculares que se encuentran anclados al anillo polar anterior y que
recorren en forma helicoidal 2/3 partes del cuerpo del parasito®’.

El conoide, es un organelo retractil y estd formado por estructuras fibrilares
constituidas por subunidades de a—tubulina que se encuentran enrolladas
en espiral. Las roptrias, tienen una longitud de 1 a 4 ym y se sitlan en el

tercio anterior del parasito. Los granulos densos son organelos
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citoplasmaticos de 200 nm de diametro, situados a ambos lados del
ndcleo, los cuales estan limitados por una membrana y su contenido es
homogéneo. Los micronemos son organelos mas pequefios que los
granulos densos y se localizan en la mitad anterior de los taquizoitos y
estan limitados por una membrana3.

Bradizoito: El termino bradizoito proviene de la palabra griega “brady” que
significa lento, fue nombrado de esta forma para describir la lenta
multiplicacién cuando se convierte en quiste tisular®. Los quistes tisulares
crecen y se desarrollan dentro de la célula hospedera, el tamafio del quiste
tisular varia, los quistes tisulares jovenes pueden ser pequefios con un
tamafio de 5 mm de diametro y contiene soélo dos bradizoitos, mientras
que los mas viejos contienen cientos de bradizoitos*.

Los quistes tisulares aparecen en la etapa cronica de la infeccidn, esta
estructura es capaz de evadir al sistema inmune del hospedero y vivir
dentro sin provocar sintomas; sin embargo, si el sistema inmune se
compromete, el bradizoito puede diferenciarse a taquizoito y reemerger®?2.
Esporozoito: El esporozoito se encuentra contenido en el ooquiste, que se
forma durante el proceso sexual de reproduccién celular y son expulsados
en las heces, en su forma no esporulada®®.

En el medio ambiente bajo condiciones adecuadas esporula en 2-3 dias, el
ooquiste posee dos esporoquistes elipsoidales y cada uno de estos
contiene 4 esporozoitos, lo que da un total de 8 esporozoitos, los
esporozoitos son de 2 x 6-8 um de tamafio; el esporozoito maduro se

convierte en la forma infecciosa®2819,
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Figura 1. Esquematizacion de la estructura del taquizoito

(izquierda) y bradizoito (derecha) de Toxoplasma gondii.
(Modificada de Dubey et al, 1998)

2.3. Ciclo de vida de T. gondii.

El taquizoito, el bradizoito y el esporozoito estan vinculados al complejo ciclo de
vida del parasito?, el cual se divide en dos etapas, la sexual y la asexual.

2.3.1. Etapa sexual

El hospedero definitivo (Felinos) se infectan al consumir roedores y aves que
porten quistes tisulares o vegetales que contengan ooquistes. Por accion de las

enzimas digestivas intestinales se liberan los bradizoitos y estos invaden a los




enterocitos del intestino del gato, donde se lleva a cabo un proceso de
diferenciacion celular llamado gametogonia®®!! (Figura 2 A).

Los bradizoitos una vez que invaden a las células epiteliales del yeyuno en los
felinos, producen el nacimiento de muchos estadios asexuados de esquizontes
que se dividen por endopoligenia®4. Varios dias después de la infestacion, los
gamontes o gametocitos formados en los enterocitos generan dos tipos de
gametos: los macrogametos hembras, esféricos, inmoviles, voluminosos, y los
gametos machos, ovoides, que liberan microgametos moviles, biflagelados®#. La
fecundacion exige la penetracion del macrogameto contenido en un enterocito del
ileon por un microgameto, lo que posibilita la formacién de la pared del ooquiste,
el cual es eliminado en las heces en forma diploide y no esporulada la cual no es
infecciosa. Su pared de doble capa delimita un volumen esférico de 10 a 12 pm
de didmetro, su gran resistencia le permite al parasito a sobrevivir mas de un afio
en el suelo, cuando las condiciones de humedad y temperatura (4-37°C) son
favorables, los ooquistes esporulan y pueden infectar a los hospederos quienes lo
ingieren39:11,

2.3.2. Etapa asexual

El ciclo de replicacion asexual se desarrolla en los hospederos intermediarios, los
cuales pueden infectarse por el consumo de alimentos contaminados con los
ooquistes esporulados o de quistes tisulares. En los hospederos intermediarios, se
lleva a cabo una infeccion extraintestinal lo que genera un ciclo incompleto de la
reproducciont! (figura 2 B).

Los bradizoitos se convierten en taquizoitos y da lugar a la infeccion aguda con

replicacion intracelular de los taquizoitos. El taquizoito invade el epitelio intestinal
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y atraviesa la lamina propia llegando al torrente sanguineo, donde se diseminaray
sera capaz de infectar practicamente todos los 6rganos, incluyendo aquellos que
se encuentran en sitios inmunologicamente privilegiados, como por ejemplo, la
barrera hemato-encefalica®>61%,

En un individuo inmunocompetente, la presencia del parasito activara al sistema
inmune lo que provocara la formacion de anticuerpos y la activacion de células
efectoras de la respuesta inmune como los macréfagos, linfocitos T, etc; con la
consecutiva liberacion de citocinas como interleucinas e interferon gamma (IFN-
gamma). El IFN-gamma es uno de los componentes que inducen la diferenciacion

de los taquizoitos a bradizoitos y de bradizoitos a quiste tisular3611

B. Reproduccién asexual

A. Reproduccion sexual . N,
_— » ¥ i
v AN Invasion del epitelio
\ ' intestinal y
Ooquiste esporulado diseminacion tisular
(Esporozoitos) 8§ . )

Quiste tisular Circulacién

(bradizoitos) Ingesta sanguinea

Coriorretinitis  Encefalitis Hidrocefalia

~ e

Hepatomegalia Linfadenitis

Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. A. Reproduccion sexual, la
cual tiene lugar en el hospedero definitivo. B. Reproduccién asexual, tiene lugar en
los huéspedes intermediarios. (Tomada de Mufiiz- Mondragén, 2009)

( 1
{11 )



2.4. Mecanismo de Invasién del Toxoplasma gondii.

El taquizoito es la forma movil altamente infectiva, que se encarga de la
diseminacién del parasito a través del tejido tisular del hospedero; sin embargo,
esta forma parasitaria carece de organelos de locomocion, por lo que posee un
citoesqueleto que le permite realizar una serie de movimientos para llevar a cabo
la invasion celular. Los movimientos por deslizamiento y la extrusion del conoide
son procesos dindmicos activados durante la invasion, estos mecanismos son
dependientes de calcio®1213.14,

T. gondii invade cualquier tipo de célula nucleada ya sea fagocitica o no fagocitica
y de acuerdo a esto puede presentar dos mecanismos de invasién: la invasion

activa y la invasion pasiva®3,

2.4.1. Invasion activa

En este proceso los taquizoitos utilizan sus propios recursos para invadir a las

células, este proceso dura de 25 a 40 seg. Este proceso de invasién activa

comprende una serie de eventos que involucran®®

1. Adhesion:

El taquizoito entra en contacto con la membrana plasmética y se adhiere a
la célula hospedera por su polo apical, proteinas que son secretadas por
los micronemos permiten esta adhesion y el movimiento por deslizamiento
del parasito sobre la membrana y a su vez proyecta el conoide hacia la
membrana plasmatica para sensar el lugar de entrada a la célula®”1314

(figura3 ay b).
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2.

Internalizacion:

En esta etapa se presenta la secrecion de las roptrias sobre la membrana
plasmatica, esta secrecion rompe la membrana celular y genera una
horadacion de menos de 1 pm por la cual el taquizoito se internaliza
mediante movimientos tipo tornillo. Al mismo tiempo que el parasito penetra
se va generando una invaginacion membranal, que estad compuesta por
elementos de la membrana plasméatica de la célula hospedera
(principalmente lipidos) y por algunos secretados por el parasito (contenido
de los granulos densos) para formar la vacuola parasitéfora (VP), con la
generacion de una red vesiculotubular intravacuolar y seguido de la
proliferacion por un proceso asexual conocido como
endodiogenia®'314(figura 3 c y d).

Replicacion:

Una vez formada la VP migrara hacia el nicleo y la membrana de esta
(MVP), se asocia con organelos citoplasmicos de la célula hospedera que
incluyen al reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, mitocondrias y
elementos del citoesqueleto celular como los filamentos intermedios y
microtibulos formando una especie de caja alrededor de la VP%1. La
proliferacion se lleva a cabo a nivel intravacuolar por un proceso asexual
llamado endodiogenia, en este proceso, se van a formar en el interior de la
célula madre, dos células hijas que al madurar incorporaran algunos
organelos de la célula madre mientras que otros los generan de novo,
dando como resultado a dos individuos con capacidad invasiva y

proliferativa® (figura 3 e).

13
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4. Lisis celular:
Este proceso ocurre de la misma manera que la invasion a la célula, sélo
que a la inversa, primero atraviesa la membrana de la VP y posteriormente
la membrana celular®'’. Cuando el parasito sale de la célula hospedera,
rapidamente invade las células vecinas y comenzara de nuevo su ciclo

litico>17 (figura 3 f).

2.4.2. Invasion pasiva
En este tipo de invasion el parasito no se reorienta y el proceso es lento (2-4 min)
comparado con la invasion activa (25-40 seg)*® .
Existen dos hipotesis que explican como el pardsito evita la fusion con los
lisosomas:
1. La primera sugiere que cuando el parasito se encuentra en el fagosoma, el
taquizoito libera el contenido de organelos propios, lo que modifica el

fagosoma convirtiéndolo en su vacuola parasitéforat>18( figura 6 C y D).

2. La segunda hipoétesis plantea que el parasito escapa del fagosoma y forma
de novo su propia VP. Una vez que se establece en el citoplasma celular
dentro de su VP, el parasito prolifera y después de varios ciclos de
replicacion emerge de manera activa, destruyendo a su célula hospedera

con la capacidad de invadir nuevas células'>18 (figura 6 ).

14
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Adhesion Deslizamiento

intravacuolary Extrusion del conoide
proliferaciéonpor _ Internalizacion y secrecion de roptrias

endodiogenia

Figura 3. Mecanismo de invasion activa de T.gondii.
(Tomada de Mufiiz- Mondrag6n, 2009)

"
macroéfago

C

i

lisosomas

Figura 4. Fases de la Invasién pasiva. A) Adhesion; B)
Internalizacion por medio de elongaciones citoplasmicas; C) Modificacion
de vacuola fagosomal; D) Formacion de vacuola parasitofora de novo; E)
Replicacion; F) Externalizacion. (Tomada de Luna-Nophal,2016)
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2.5. Epidemiologia de T. gondii.
La toxoplasmosis es la zoonosis parasitaria ocasionada por el parasito protozoario

Toxoplasma gondii, el cual infecta a todas las especies animales de sangre

caliente incluyendo al humano®2021.22,

Es la infeccibn humana con mas prevalencia en el mundo (se estima que se
encuentra entre el 30 y 50 % de la poblacién mundial), con mas latencia que la
tuberculosis la cual afecta a una tercera parte de la poblacién mundial?!.

La seroprevalencia del parasito que es medida por anticuerpos especificos anti-
Toxoplasma 1gG, varia entre el 1 y 100%, dependiendo de las condiciones
ambientales y socioeconOmicas, incluyendo los hébitos alimentarios y las
practicas relacionados con la salud, el nivel general de higiene, la susceptibilidad
del huésped, localizacion geografica y la humedad del suelo. La incidencia de
infeccién es mayor en los climas mas célidos y himedos, también aumenta con la
edad?3.

La incidencia de la toxoplasmosis también difiere de acuerdo al pais; sin
embargo, hay mayor incidencia en los paises subdesarrollados que en los paises
desarrollados. Existen &reas de alta prevalencia en Ameérica Latina, partes de la
costa este/centro de Europa, Oriente Medio y partes del sudeste de Asia y
Africa?!.

En México la seroprevalencia se encuentra entre un rango del 15 al 50% entre la
poblacion general, donde las areas con una mayor prevalencia se encuentran en
las costas del golfo de México y del Pacifico, mientras que hay una baja

prevalencia en regiones aridas?*.
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El hombre puede adquirir la infeccion por diferentes rutas: 1) mediante la ingestion
de quistes tisulares presentes en carne mal cocida proveniente de animales
infectados, 2) de ooquistes liberados en las heces de gatos que contaminan
frutas, verduras o fuentes de agua potable, 3) infeccién por via transplacentaria,
de la madre al feto®20.21.22,

La toxoplasmosis afecta principalmente a individuos que se encuentran
inmunosuprimidos debido a algun tratamiento contra el cancer, que hayan
recibido un trasplante de 6rganos, individuos con VIH y mujeres embarazadas. En
el caso de la infeccion congénita, (de la madre al feto) dependera del trimestre de
embarazo en el que la mujer contrae la infeccion; si es en el primer trimestre de
embarazo se encontrara un bajo riesgo de infeccidon congénita(10-15%), mientras
que habra un mayor riesgo de infecciébn congénita en el tercer trimestre de
embarazo (60-90%)24.

Entre las patologias que se presentan por toxoplasmosis se encuentran: la
encefalitis, la coriorretinitis, ceguera y la linfadenopatia. Particularmente en
mujeres embarazadas, T. gondii alcanza y atraviesa la placenta alojandose en el
feto, en el cual puede inducir malformaciones, hidrocefalia, macro o microcefalia y
lesiones oculares; e incluso llega a inducir el aborto. La infeccion con toxoplasma
no muestra diferencias entre género, raza y distribucion geografica®.

La toxoplasmosis humana presenta dos fases, la fase aguda y la fase cronica. La
fase aguda de la toxoplasmosis se caracteriza por la diseminacion de la forma de
taquizoito y su replicacion dentro de las células nucleadas en cualquier tejido del
hospedero, en individuos inmunocompetentes la infeccion es asintomatica en un

80% de los casos; sin embargo, la replicacion del parasito conduce a una muerte
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celular y una rapida invasién de células adyacentes; ademas de generar una
fuerte respuesta inmunolégica y producir linfoadenopatia. Debido a una eficiente
respuesta inmune al cabo de 2 o 3 semanas después de la infeccion?!, el
taquizoito se convierte en quiste tisular. El desarrollo de quistes tisulares a través
del tiempo, es lo que define la forma de infeccidn crénica, el quiste tisular puede
permanecer de por vida en el hospedero sin que en este se desarrolle alguna
patologia®®, si el sistema inmune se compromete el parasito puede reemerger y
causar la diseminacion del parasito a tejidos u érganos®2?,

2.6. Tratamiento

En 1942 Sabin y Warren informaron de la eficacia de sulfonamidas contra
toxoplasmosis en modelos murinos; Eyles y Coleman en 1953 descubrieron el
efecto sinérgico de la terapia combinada de sulfonamidas y pirimetamina; este
ultimo es el tratamiento comUn para la toxoplasmosis en humanos?, usualmente el
tratamiento incluye acido félico para prevenir la supresién de la medula 6sea por
la pirimetamina®!. Garin y Eyles en 1958 encontraron que la espiramicina tiene
actividad antitoxoplasmica en ratones?. Debido a que la espiramicina no es téxica
y no atraviesa la placenta, se ha utilizado como profilaxis en las mujeres durante
el embarazo para reducir la transmision del parasito a partir de la madre al feto?.
El descubrimiento de la clindamicina que tiene actividad antitoxoplasmica,
proporciono otra alternativa de farmacos para el tratamiento de la toxoplasmosis,
especialmente en pacientes alérgicos a las sulfonamidas?. La atovacuona es un
farmaco antiprotozoario que se utiliza en pacientes que son alérgicos a la

clindamicina y a las sulfonamidas?..
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El tratamiento mas comun es la combinacién de dos farmacos que inhiben la
biosintesis de pirimidina en el parasito: la sulfadiazina que es un inhibidor de
dihidropteroato sintetasa y la pirimetamina, un inhibidor de  dihidrofolato
reductasa; este tratamiento debe administrase con folinato calcico cada tres dias
al fin de evitar anemia megaloblastica, también debe mantenerse al paciente
hidratado, ya que la sulfadiazina es poco soluble en la orina??2526.27, Sin embargo,
esta terapia ha tenido una eficacia limitada, principalmente por dos razones:

1. Laintolerancia del paciente y los efectos adversos que produce el farmaco

sobre el paciente?22,
2. Los factores intrinsecos parasitarios, tales como resistencia y baja

susceptibilidad al farmaco?°-2°,

Algunos efectos adversos de esta terapia, se encuentra la trombocitopenia,
anemia megaloblastica ocasionada por deficiencia de &cido félico, algunos otros
signos que se presentan por sensibilidad a las sulfamidas son, reacciones
cutdneas como el eritema multiforme y la necroélisis epidérmica téxica, la
cristaluria puede causar problemas renales, también puede ocasionar purpura

trombocitopenica y hepatitis toxica?’.

Por otra parte, esta terapia no afecta a los taquizoitos intracelulares o a su forma
de quiste tisular?®, por lo que se buscan nuevas alternativas para tratar la
toxoplasmosis, que sean eficaces contra la forma intracelular del parasito y que

no tenga efectos adversos en el paciente.
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2.7. Conotoxinas.

Las conotoxinas son péptidos pequefios de 10 a 40 aminoacidos de largo, en su
mayoria ricas en disulfuro, codificadas por superfamilias de genes que han
generado una especificidad y que tienen como objetivo a diversos receptores y
canales i6nicos?®. Las conotoxinas son obtenidas del veneno de los caracoles
marinos del género Conus?®> 28, Los primeros péptidos de veneno de Conus fueron
aislados y caracterizados hace dos décadas, trayendo consigo una investigacion
continua, acelerada y sistematica acerca de estos péptidos?®. Existen alrededor
de 700 especies de caracoles marinos que sintetizan toxinas peptidicas. Estas
toxinas peptidicas se clasifican de acuerdo a la estructura que tienen en dos

grandes grupos?®:
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Figura 5. Organizacion de los conopéptidos. (Obetnida de Terlau-
Olivera, 2004)
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e Conotoxinas ricas en disulfuro: contienen residuos de cisteina, los
residuos de cisteina se encuentran separados por 0-6 aminoacidos. Las
superfamilias que se encuentran dentro de este grupo son O, M, A, S, T,
P, I, (Figura 5).

e Conotoxinas que no tienen disulfuro.

2.8. Conus californicus.

Conus californicus es el caracol marino mas inusual del género Conus, se
encuentra en las costas de California (EUA), Ensenada y Baja California

(México). Estudios moleculares han establecido que C. californicus es una

especie filogenéticamente distante de otros caracoles marinos. Estas

caracteristicas filogenéticas sugieren que C. californicus puede expresar

novedosas toxinas peptidicas?2:26:28.29,

Figura 6. Conus californicus.
(Tomada de Biggs JS,2010)

En un estudio realizado en 2010, 15 péptidos fueron purificados y analizados
bioquimicamente?®3°, de los cuales 6 fueron considerados miembros de una

nueva superfamilia. Los patrones de cisteina que presentaban los péptidos de C.
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californicus eran similares a los de la familia J; sin embargo, estos diferian en la
secuencia sefial de aminoacidos, por lo que se les integro a una nueva
superfamilia llamada J226:293,

Existe poca informacion sobre el efecto de las conotoxinas de C.californicus, pero

su similitudes con la familia J donde se encuentran las especies C. literatus y C.
plamorbis, de los cuales se conoce a que receptores y canales ionicos afectan
sus respectivas conotoxinas (Itl4a y pll4a); Itl4a fue probada como analgésico
en ratones, por lo que esta conotoxina tiene como objetivos los receptores
nicotinicos de acetil colina (nAChR) lo que provoca una inhibicion en el flujo de
calcio (Ca?*)3. La conotoxina pll4a tiene como objetivo los canales de K*y los
NAChR?®*2, De acuerdo a esto es posible suponer los receptores y los canales
i6nicos a los que las conotoxinas de la familia J2 podrian tener como objetivo.

No obstante en estudios anteriores se ha utilizado uno de estos péptidos,
call4.la, sobre 4 lineas celulares de cancer de pulmén, donde se encontré que la
conotoxina inducia apoptosis por activacion de las caspasas 3 y 7, ademas de
que bloqueaba el receptor nicotinico de acetilcolina®3. También fue probado como

antiparasitario contra Toxoplasma gondii, donde se encontrd6 que las

concentraciones micromolares de s-call4.la tenian mayores efectos sobre la
viabilidad, la invasién y proliferacion de toxoplasma, ademas se menciona que la
conotoxina podria atravesar la membrana apical de la célula huésped y la
membrana de la vacuola parasitéfora, lo que induciria una interrupcion de la

maquinaria de replicacion del parasito®.
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3. Planteamiento del problema

La infeccién por Toxoplasma gondii, puede causar serios problemas de salud en

individuos con un sistema inmune comprometido. La infeccion del feto puede
inducir malformaciones, e incluso su muerte. Diferentes estudios, han sugerido
que entre el 70-85 % de las muertes en pacientes con VIH estan relacionadas a la
encefalitis toxoplasmica. El tratamiento utilizado comunmente hoy en dia,
sulfadiazina-pirimetamina, presenta algunas desventajas como son la intolerancia
del paciente a los farmacos, asi como la resistencia y poca susceptibilidad del
parasito hacia el tratamiento; principalmente en su forma quistica. Debido a lo
anterior, es importante la busqueda de farmacos que presenten mayor eficacia
sobre el parasito. Las toxinas de origen marino, representan una alternativa en
estudio de nuevos compuestos con actividad parasiticida; por lo que en el
presente trabajo proponemos el uso de dos toxinas extraidas del caracol Conus

californicus.

4. Hipétesis
La forma sintética de las toxinas CCJ2 y CCJ3 tendran un efecto parasiticida

sobre el taquizoito de Toxoplasma gondii.
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5. Objetivos generales y particulares
Objetivo general
Analizar el efecto de dos péptidos sintéticos, CCJ2 y CCJ3, en la invasion y en la

proliferacion intracelular del taquizoito de Toxoplasma gondii.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto in vitro de los péptidos sintéticos sobre el taquizoito de
toxoplasma en condiciones extracelulares.

2. Determinar si el pre-tratamiento con las conotoxinas induce un efecto inhibitorio

sobre la invasién y proliferacion intracelular del taquizoito.

24

——
| —



6. Materiales y Métodos.
6.1. Disefio Experimental.
Es un estudio observacional prolectivo y comparativo debido a la comparacion
del efecto de la conotoxina con el control. Es un estudio transversal ya que se
recolectan datos en un s6lo momento, en un tiempo Unico (exposicion a la toxina
30 min y 2h). La poblacion a usar son células HEp-2 que son infectadas con
taquizoitos de T. gondii.
Variables:

e Variable independiente: concentracibn de la conotoxina, tiempo de

exposicion a la conotoxina,
e Variable dependiente: invasién del parasito a la célula, proliferacion del

parasito dentro de la célula con el taquizoito pre tratado.
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6.2. Técnicas.

6.2.1 Mantenimiento y purificacion de taquizoitos de Toxoplasma gondii.

Se utilizaron taquizoitos de T. gondii cepa RH, los cuales se mantuvieron
mediante pases consecutivos en ratones machos Balb-C, de 6 a 8 semanas de
edad aproximadamente. Los ratones se inocularon de forma intraperitoneal, con
500 x 102 taquizoitos, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, los
parasitos se extraen mediante exudados peritoneales en PBS 1X. Los parasitos
se purifican mediante centrifugaciones repetidas y se purifican a través de una
membrana de policarbonato con un tamafio de poro de 5 um; posteriormente los

taquizoitos se cuentan en una camara de Neubauer.

6.2.2 Mantenimiento de la linea celular.

Se utilizd a linea celular Hep-2 derivada originalmente de un carcinoma
epidermoide de laringe. Las células Hep-2 se mantuvieron en Medio Minimo
Esencial de Eagle (EMEM) suplementado con 8% de suero fetal bovino, a 37 °C y

en una atmosfera al 5% de COo.

6.2.3 Conotoxinas.
Los péptidos utilizadas en los ensayos de presente trabajo, corresponden a las

secuencias de las toxinas s-call4.1b y s-call4.2a aisladas de Conus californicus,

nombradas y presentadas por Biggs et al. 2010 (Banco de Genes Fj959130 y
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Fj959131, respectivamente). En este proyecto se utiliz6 una forma sintética,

producida por Ontores Biotecnologias Co, Ltd (Hangzhou, Zhejiang, China).

6.2.4. Exposicion de taquizoito extracelulares a los péptidos.
Los taquizoitos recién purificados fueron expuestos a concentraciones crecientes
de toxinas 10nM, 50nM, 100 nM, 1uM, 10uM, 50uM y 100uM; durante 30 min y

2h.

6.2.5 Ensayo de invasion.

Se sembraron 50 x 102 células Hep-2 por pozo, en placas chamber slide (Lab-teK
II) con 0.5 mL de medio EMEM complementado. Las células se expusieron a los
taquizoitos previamente tratados con las diferentes concentraciones de los
péptidos, durante 1h. Después, las muestras se fijan con formaldehido al 10%
durante 45 min. Posteriormente, se lavaron con PBS 1X y se permeabilizaron con
Tritdbn-X100 al 1% por 20 min. Las muestras se procesaron para microscopia
Optica, mediante una tincién de contraste Hematoxilina-Eosina, finalmente las
laminillas se montaron con glicerol al 50%. El analisis de las laminillas se realizd
mediante un objetivo 63X (1.4 AN) en un microscopio AxioOberve (Carl Zeiss
México).

Se contaron un total de 500 células totales por muestra, de las cuales se
consideraron como células invadidas aquellas que presentaron por lo menos una

vacuola parasitofora en el citoplasma.
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6.2.6. Ensayo de proliferacion.

Para el ensayo de proliferacion, las células se invadieron bajo el mismo esquema
que en el punto anterior, después de permitir la invasion de las células con los
taquizoitos pre-taratados, las monocapas se lavaron y se permitié continuar la
incubacion por 24 h mas. Al término de la incubacion, las muestras se procesaron
de la misma forma que las muestras de invasion y se analizé mediante
microscopia Optica. Se contaron 500 células totales, se consideraron como
células en proliferacion aquellas que presentaron dentro de la vacuola

parasitéfora 8 o0 mas taquizoitos.

6.3. Andlisis estadistico.
El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS version 20, se considero

significancia estadistica una probabilidad de p < 0.05.
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8. Resultados
Ensayo de invasion de T. gondii, 30 min y 2h de exposicion a la conotoxina

CCJ2.

Para analizar el efecto de las toxinas sobre la capacidad de invasién de los
taquizoitos, éstos fueron expuestos a siete concentraciones crecientes de cada
una de las toxinas, se enfrentaron a sus células hospederas por 1h y en seguida

Se procesaron para su analisis por microscopia optica.

A 30 min de exposicion, se observa que cualquiera de las concentraciones
utilizadas tienen una inhibicion de la invasidn, estadisticamente significativa
(figura 7A). EI mayor efecto se observa a 10 uM y 50 uM, donde sélo el 35% de
las células mostr6 invasion (Figura 7A). A las dos horas de exposicion de los
taquizoitos a la toxina, observamos una diferencia estadisticamente significativa
de todas las concentraciones con respecto al control (Figura 7B). Nuevamente,

observamos un mayor efecto en las concentraciones de 10 y 50 pM.
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Figura 7. Invasion de células HEp-2 con taquizoitos tratados con
conotoxina CCJ2, 30 min y 2 h. Porcentaje de ceélulas invadidas con
taquizoitos tratados con conotoxina. Para cada barra se contaron 500
células por triplicado en experimentos independientes. A) invasién de los
taquizoitos pre-tratados a los 30 minutos con la conotoxina. B) Invasion
con los taquizoitos pre-tratados a las 2hrs (*) Indica diferencia significativa
entre el control y el tratamiento. p < 0.05

Ensayo de proliferacion de T. gondii con exposicion a la conotoxina CCJ2

30 miny 2 h.

Se permitié la invasién de las células HEp-2 con los taquizoitos pre-tratados con
la conotoxina, manteniendo la incubacion por 24 h. Lo anterior con la finalidad de
permitir al menos 4 ciclos de replicacion intracelular; cada ciclo comprende entre
6-8 h. Las células en las cuales habia al menos una vacuola parasitofora con 8

taquizoitos, se consideraron como células proliferadas
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Figura 8. Proliferacion de taquizoitos en células HEp-2, CCJ2 30 miny 2
h de exposicion. C) Proliferacién con los taquizoitos pre-tratados con la
conotoxina a los 30 min. D) Proliferacion con los taquizoitos pre-tratados con
la conotoxina a las 2 h. (*) Indica diferencia significativa con respecto al
control p < 0.05, se contaron 500 células para cada barra en experimentos
independientes por triplicado.
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En el ensayo de proliferacion, se observa que la conotoxina induce una inhibicion
en la capacidad de proliferacion de los taquizoitos expuestos a ambos tiempos
(Fig. 8C, D). Esta inhibicibn de la proliferacion parece ser directamente
proporcional a la concentracion, es decir, a mayor concentracion mayor inhibicion

de la proliferacion, en ambos tiempos analizados.

Es importante mencionar que la concentracion 1 puM presenta un ligero aumento
en los porcentajes de invasion y de proliferacidn; sin embargo, permanece con
cambios significativos con respecto al control. A la fecha se desconoce la razén

de éste comportamiento.

Ensayo de invasion de T. gondii con exposicion a la conotoxina CCJ3 30
miny 2 h.

Utilizamos una segunda toxina sintética perteneciente a la familia J2, de las
conotoxinas marinas. La secuencia de ambos péptidos es altamente conservada,
por lo que analizamos el efecto de la CCJ33, bajo el mismo esquema
experimental que para la toxina CCJ2.

Se observa una inhibicién de la capacidad de invasién del taquizoito, en ambos
tiempos de exposicion (Fig. 9 E, F). Este resultado es comparable al efecto
observado con la exposicion a la toxina CCJ2. El porcentaje de inhibicion en la
invasion es de aproximadamente un 60% con respecto al control, en la
concentracion con mayor efecto (50 pM). Sin embargo, ésta inhibicion en la
invasion es menor en la maxima concentracion empleada, 100 pM, principalmente

a dos horas exposicion.
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Figura 9. Invasién de células HEp-2 con taquizoitos tratados con
conotoxina CCJ3, 30 min y 2 h. Porcentaje de células invadidas con
taquizoitos tratados con conotoxina. Se contaron 500 células por triplicado
en experimentos independientes para cada barra. E) Invasion con
taquizoitos pre-tratados a los 30 min. F) Taquizoitos pre-tratados con
conotoxina las 2hrs (*) Indica diferencia significativa entre el control y el
tratamiento p< 0.05.
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Ensayo de proliferacion de T. gondii con exposicién a la conotoxina CCJ3

30 miny 2 h.
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Figura 10. Proliferacién de células HEp-2 con taquizoitos tratados con
conotoxina CCJ3, 30 min y 2 h. G) Porcentaje de células proliferadas con
taquizoitos pre-tratados a los 30 min con conotoxina. H) Porcentaje de células
proliferadas con taquizoitos pre-tratados a las 2 h con conotoxina. Se contaron
500 células por triplicado en experimentos independientes para cada barra. (*)
Indica diferencia significativa entre el control y el tratamiento p< 0.05.
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En los ensayos de proliferacion, encontramos efecto de inhibicion de este proceso
sobre los taquizitos expuestos a la toxina CCJ3. En promedio la inhibicién de la
proliferacion intracelular es de 66% y 83% con respecto al control, a 30 minutos y

2 horas respectivamente (Fig. 10 G, H).

En otro ensayo se presenta el porcentaje de células invadidas con taquizoitos que
fueron expuestos previamente al tratamiento convencional, sulfadiazina-
pirietamina (Fig.11 1,J). El porcentaje observado es menor con respecto al control
(Fig 11 1,J); pero fue evidente que el tratamiento con S-P tuvo mayor efecto
comparado con las conotoxinas. Con respecto a la proliferacion observada en
traquizoitos pre-tratados con S-P, la inhibicion a las concentraciones mas
elevadas fue cercano al 100% (Figura 11 J). Los resultados presentados para S-

P, corresponden a 30 min de exposicion.
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Figura 11. Invasion y proliferacion de taquizoitos tratados con
sulfadiazina. (*) Indica que hay diferencia significativa con respecto al
control. p < 0.05. 1) Representa la invasion de los taquizoitos utilizando el
tratamiento convencional sulfadiazina/pirimetamina. J) Se muestra el
efecto del tratamiento convencional contra la proliferacion.
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9. Discusion
En este estudio se evalud el efecto de dos péptidos de origen marino del caracol

Conus_californicus, estos péptidos llamados conotoxinas tienen como blanco

receptores y canales ibonicos, los cuales se ven involucrados en varios
mecanismos celulares. Las dos conotoxinas utilizadas para este estudio CCJ2 y
CCJ3 fueron utilizadas en el tratamiento experimental contra la toxoplasmosis,
para ello se utiliz6 un modelo in vitro el cual constaba de la utilizacién de células
HEp-2.

De acuerdo a los resultados obtenidos, en los ensayos de invasion se aprecia un
efecto con la conotoxina CCJ2, con un 35% aproximadamente sobre la invasion
en las concentraciones micromolares de 10 pM y 50 pM a los 30 minutos y 2
horas. En la conotoxina CCJ3 se muestra el mismo efecto inhibitorio a las mismas
concentraciones que la CCJ2. En ambas toxinas, se pudo ver que el efecto fue
superior en el tiempo mas largo de exposicion.

Con base a lo obtenido en los resultados de invasion en las dos conotoxinas, se

obtuvo un efecto contra Toxoplasma gondii, debido al conocimiento de las

conotoxinas, por su capacidad de tener como blanco a canales i6nicos y a
receptores, la conotoxina debe de afectar alglin canal o receptor que se encuentre

involucrado en la invasion del Toxoplasma gondii. Al igual que en estudios

anteriores con otra de las conotoxinas derivadas de C. californicus la s-call4.1a,

se cree que afecta los canales de Ca?*, ya que T.gondii utiliza al menos 3
mecanismos dinamicos dependientes de calcio para realizar la invasion activa,
estos mecanismos son: la motilidad por deslizamiento, la extrusion del conoide y

la secrecion de compuestos a partir de diferentes organelos, si las conotoxinas
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utilizadas en este estudio tienen algun efecto contra la invasién, puede que esté
dirigido hacia este mecanismo. Sin embargo, para corroborar algun efecto sobre
los canales de Ca?*, es necesario realizar ensayos dirigidos.

Por otro lado, ambas conotoxinas presentaron un efecto inhibitorio contra la
proliferacion de T.gondii, donde se observa una inhibicion de hasta el 92% en la
méaxima concentracion utilizada, para ambos tiempos y ambas toxinas.

De acuerdo a los resultados observados, las dos conotoxinas tienen un mayor
efecto sobre la proliferacion. Por otra parte, mientras que los canales de Ca?
podrian ser afectados en la invasion, en la proliferacion lo que podria verse
afectados, son los canales de K* y los receptores de acetilcolina que estan
involucrados en la replicacion del taquizoito dentro de la célula. No obstante el

conocimiento del mecanismo de las conotoxinas en C.californicus aln es

desconocido, por lo que para corroborar la hipétesis de que son afectados los
canales de K*, de Ca?*y los receptores de acetilcolina, se tendrian que hacer mas
estudios.

Los péptidos utilizados en este estudio son una novedosa alternativa como
tratamiento contra la toxoplasmosis humana. Aunque adn deben ser probados en
diferentes modelos y encontrar el mecanismo de accion de las mismas.
Finalmente las dos conotoxinas mostraron que alteran el proceso de invasion y la

proliferacion del pardsito intracelular Toxoplasma gondii.
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10. Conclusion.
e En conclusion, se logré observar el efecto contra invasion y la proliferacion

de Toxoplasma gondii, utilizando los péptidos sintéticos CCJ2 y CCJ3.

e Los péptidos de origen marino mostraron alteracion del proceso de
invasion y proliferacion, observdndose un mejor efecto en las

concentraciones micromolares de 10,50 y 100.

11. Perspectivas.
e Realizar experimentos in vivo con infeccibn de Toxoplasma gondii en
ratones y utilizando los péptidos CCJ2 y CCJ3 como tratamiento.
e Aumentar la dosis de los péptidos CCJ2 y CCJ3.

e Realizar pruebas para conocer donde pueden estar afectando los péptidos.
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13. Anexo.
Preparacién de reactivos y soluciones
-PBS 1X
Para 1L en agua Milli-Q, pH 7.2-7.4
e 8 g de NaCl (cloruro de sodio)
e 0.2 gde KCI ( cloruro de potasio
e 1.15 g de Na2HPO4 ( fosfato de sodio dibasico anhidro)
e 0.2 gde KH2PO4 ( fosfato de potasio dibasico anhidro)
-Medio EMEM 8% de suero bovino fetal
Para 100 mL
e 92mL de EMEM
e 8mL de Suero bovino fetal
e 200pL de PES ( Penicilina, Estreptomicina)
Se coloc6 en un frasco de 100mL estéril y se guardd en refrigeracién a 4°C hasta
Su uso.
-Glicerol al 50%
Para 10mL
e 5mL de PBS 1X
e 5mL de Glicerol
-Conotoxinas
e 1mg de la conotoxina CCJ2 (s-call4.1b) en 562.1uL de PBS 1X para

concentraciéon stock de 1mM.

——

45

'



e 1mg de la conotoxina CCJ3 (s-call4.2a) en 538.2 yuL de PBS 1X para
concentracion stock de 1mM.
La cantidad de conotoxina a utilizar se preparé de acuerdo al niumero de
taquizoitos a usar.
15uL de conotoxina = 1,000,000 de taquizoitos

-Taquizoitos de Toxoplasma gondii

Se utilizaron 10 taquizoitos por célula, por lo que para 50,000 células (por

tratamiento) se usaron 500,000 taquizoitos.
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