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RESUMEN  
 

Durante la invasión activa por Toxoplasma, se llevan a cabo dos procesos dinámicos: a) 

un movimiento de deslizamiento sobre la membrana plasmática de la célula hospedera y 

b) la extrusión del conoide. En parásitos extracelulares, la extrusión del conoide puede 

ser activada mediante la exposición a etanol 0.5 M en un proceso reversible y reinducible. 

La caracterización funcional de la extrusión del conoide mostró que es un proceso que 

depende de Ca2+ intracelular. Mediante el uso de inhibidores específicos, se demostró que 

en la extrusión del conoide participa: a) una fosfolipasa C, b) el receptor de IP3. Los 

inhibidores de cinasas estaurosporina, calfostina C, BIM I y Gö6983, que son inhibidores 

de cinasas treonina/serina, causaron la inhibición de la extrusión del conoide de manera 

dependiente de la concentración, quedando así caracterizada parcialmente la vía que 

regula la extrusión del conoide con la participación de cinasas tipo PKC. En una búsqueda 

previa de una PKC en el genoma de T. gondii, no obstante, no se encontró una PKC como 

tal, pero sí se encontró una cinasa perteneciente a la familia AGC con un dominio C-

terminal de PKC. Se realizó el análisis de antigenicidad y accesibilidad de esta proteína a 

fin de determinar algún péptido inmunogénico que se pudiera utilizar para inmunizar 

ratones a fin de generar anticuerpos. Se escogió y se sintetizó un péptido de 14 

aminoácidos con el que se inmunizaron dos ratones Balb-c (supermouse libre de 

patógenos) para producir anticuerpos monclonales generándose varias clonas 

productoras de anticuerpos monoclonales. Se determinó mediante Western blot la 

presencia de una proteína que se encuentra enriquecida en la fracción de citoesqueleto 

del parásito. El análisis de distribución mediante inmunofluorescencia y microscopía 

confocal, evidenció a la molécula reconocida con los anticuerpos ubicada en la región del 

conoide. En el presente trabajo, se corroboró la información obtenida previamente 

mediante métodos bioinformáticos, encontrándose adicionalmente que esta cinasa tiene 

un pI teórico de 5.3 y PM de 103 kDa. Mediante isoelectroenfoque y Wb se detectaron 

varias aparentes isoformas de la proteína, incluyendo entre ellas a la que corresponde al 

punto isoeléctrico teórico. Las moléculas purificadas mediante cromatografía de afinidad 

así como los productos de la inmunoprecipitación se analizaron mediante espectrometría 

de masas a fin de poder identificarlas. De las proteínas identificadas mediante 

espectrometría de masas algunas son cinasas, sin embargo, no poseen el epítopo de 

reconocimiento del anticuerpo. Algunas proteínas no cinasas como la proteína hipotética 

TGME49_220510 posee 6 de 14 aminoácidos que corresponden al epítopo completo. 

Adicionalmente se determinó la existencia de dos cinasas dependientes de Ca2+; la CDPK1 

y CDPK3 con un 40 y 35% de identidad. Debido al requerimiento del catión calcio, se 

propone su posible participación en el proceso de extrusión del conoide. A pesar de los 

esfuerzos realizados, considero que la razón por la cual no se pudo detectar o aislar a la 

cinasa de nuestro interés pudo deberse a que algunos residuos del epítopo se encuentra 

parcialmente presente en muchas más proteínas en Toxoplasma gondii, además de la 

proteína de estudio 
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ABSTRACT 

 

During the active invasion by Toxoplasma, two dynamic processes are carried out: a) a 

sliding movement on the plasma membrane of the host cell and b) the extrusion of the 

conoid. In extracellular parasites, conoid extrusion can be activated by exposure to 0.5 M 

ethanol in a reversible and re-inducible process. The functional characterization of the 

conoid extrusion showed that it is a process that depends on intracellular Ca2 +. By the 

use of specific inhibitors, it was demonstrated that in the extrusion of the conoid 

participates: a) a phospholipase C, b) the receptor of IP3. The kinase inhibitors 

staurosporine, calphostin C, BIM I and Gö6983, which are inhibitors of threonine / serine 

kinases, caused the inhibition of conoid extrusion in a concentration-dependent manner, 

thus partially characterizing the pathway regulating the conoid extrusion with the 

participation of kinases type PKC. In a previous search for a PKC in the genome of T. 

gondii, however, no PKC was found as such, but a kinase belonging to the AGC family with 

a C-terminal domain of PKC was found. The antigenicity and accessibility analysis of this 

protein was performed in order to determine some immunogenic peptide that could be 

used to immunize mice in order to generate antibodies. A 14 amino acid peptide was 

chosen and synthesized with which two Balb-c mice (pathogen free supermouse) were 

immunized to produce monoclonal antibodies generating several clones producing 

monoclonal antibodies. The presence of a protein enriched in the cytoskeleton fraction of 

the parasite was determined by Western blotting. The analysis of distribution by 

immunofluorescence and confocal microscopy, evidenced the molecule recognized with 

the antibodies located in the conoid region. In the present work, the previously obtained 

information was corroborated by bioinformatic methods, and it was found that this 

kinase has a theoretical pI of 5.3 and PM of 103 kDa. By means of isoelectrofocusing and 

Wb several apparent isoforms of the protein were detected, including among them 

corresponding to the theoretical isoelectric point. The molecules purified by affinity 

chromatography as well as the products of the immunoprecipitation were analyzed by 

mass spectrometry in order to be able to identify them. Of the proteins identified by mass 

spectrometry some are kinases, however, they do not possess the antibody recognition 

epitope. Some non-kinase proteins such as the hypothetical TGME49_220510 protein 

have 6 of 14 amino acids corresponding to the complete epitope. Additionally, the 

existence of two Ca2 + -dependent kinases was determined; the CDPK1 and CDPK3 with 

a 40 and 35% identity. Due to the calcium cation requirement, its possible participation 

in the conoid extrusion process is proposed. In spite of the efforts made, I consider that 

the reason why the kinase could not be detected or isolated from our interest could be 

due to the fact that some epitope residues are partially present in many more proteins in 

Toxoplasma gondii, in addition to the protein study 
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Introducción. 
 

 Generalidades 
 

Toxoplasma gondii es un parásito intracelular obligado perteneciente al reino 

protozoa. El nombre de Toxoplasma significa “forma de arco” en griego, llamado 

así por su morfología en forma de media luna, y de Ctenodactilus gondii, roedor 

del cual fue aislado por primera vez T. gondii en 1908 en el norte de África por 

Nicolle y Manceaux (Joynson, D. h. m. & wreghitt 2001). Pertenece al phylum 

Apicomplexa el cual contiene otros organismos patógenos para el ser humano 

como son Plasmodium spp. (malaria), Cryptosporidium spp. (cryptosporidiosis), y 

Eimeria spp. (poultry coccidiosis). Forma parte de la clase Sporozoa y subclase 

coccidia siendo la única especie del género Toxoplasma (DUBEY 1994). Es uno de 

los parásitos más exitosos a nivel mundial ya que puede infectar a todos los 

animales de sangre caliente incluyendo al hombre, se estima que un tercio de 

población mundial se encuentra infectada con Toxoplasma gondii (Innes 2010).  

La toxoplasmosis es una de las infecciones parasitarias más comunes en el 

hombre, su prevalencia varia de lugar a lugar, en los estados unidos y en reino 

unido se estima que del 16 al 40% de la población se encuentra infectada, 

mientras que en México representa aproximadamente un 34-65% de prevalencia 

de anticuerpos, principalmente en las zonas costeras del país (Hill & Dubey 2002; 

Castrejon et al. 1992)  

Toxoplasma produce una parasitosis crónica normalmente asintomática en 

individuos inmunocompetentes, pero en personas que presentan estados de 

inmunosupresión como son los enfermos de SIDA o que se encuentran sometidas 

a tratamientos anti-cancerígenos o inmunosupresores generalmente ocasiona 

encefalitis y muerte (McFadden et al. 2001). En mujeres embarazadas Toxoplasma 

es capaz de atravesar la barrera placentaria ocasionando diversos daños en el 
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producto dependiendo del periodo de gestación en el cual se lleva a cabo la 

infección. Si la infección se adquiere durante el primer trimestre del embarazo 

existe un alto riesgo de aborto. La infección durante el segundo y tercer trimestre 

del embarazo se asocia con malformaciones, coriorretinitis y ceguera, así como 

daños pulmonares, en corazón y cerebro, esta infección es conocida como 

toxoplasmosis congénita (Calil 1981).  

La terapia más efectiva usada contra la toxoplasmosis consiste en el empleo de 

fármacos con actividad anti-folato, tales como la combinación de pirimetamina y 

sulfadiazina, sin embargo la baja eficacia y la presencia de efectos secundarios 

junto con su incapacidad de atravesar la pared quística representan un problema 

para su empleo contra el parásito (Haverkos 1987).   

 

Ciclo de vida  

 

Toxoplasma gondii es capaz de replicarse e infectar cualquier célula nucleada en 

animales de sangre caliente, su ciclo de vida se divide entre sus hospederos 

intermediarios en donde se incluye a todos los animales de sangre caliente 

(mamíferos, aves y hombre) y sus hospederos definitivos los cuales abarcan a 

todos los felinos, que es donde se lleva a cabo el ciclo asexual y sexual 

respectivamente (Black & Boothroyd 2000). 
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. El hospedero definitivo de Toxoplasma es el 

gato, es el único organismo capaz de desarrollar el estadio sexual del parásito. El gato 

infectado excreta los ooquistes en el medio ambiente, estos son los responsables de infectar 

a los animales de sangre caliente que sirven como hospederos intermedios, dentro de los 

hospederos intermedios Toxoplasma persiste como bradizoítos dentro del quiste tisular. Los 

humanos se infectan de dos formas: exposición directa mediante consumo de agua 

contaminada o vegetales, y la ingestión de quistes tisulares en la carne mal cocida. Infección 

primario del feto puede ocurrir durante el embarazo si los taquizoítos cruzan la barrera 

placentaria produciendo defectos de nacimiento o aborto (Lin & Scott 2012). 

 

Cuando los hospederos intermediarios consumen a los ooquistes maduros 

presentes en agua y alimentos contaminados o a los quistes tisulares presentes en 

los tejidos de animales infectados da inicio la fase de replicación asexual del 

parásito. En el hombre, la infección puede darse directamente por el consumo de 

ooquistes o mediante el consumo de carne mal cocida contaminada con quistes 

tisulares (DUBEY 1994). Luego de la ingesta, la capa quitinosa del ooquiste o 
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quiste tisular es destruida a nivel intestinal, liberando a los esporozoitos o 

bradizoítos respectivamente, invadiendo de forma inmediata a las células del 

epitelio intestinal, alojándose dentro de una vacuola parasitófora (VP) en donde 

proliferan y se diferencian a taquizoítos altamente móviles e infectivos, los 

taquizoítos atraviesan la barrera intestinal y se diseminan de manera rápida e 

incontrolada mediante la circulación sanguínea y dentro de macrófagos a lo largo 

de todo el cuerpo, invadiendo a todas las células nucleadas del hospedero 

intermediario (Figura 1). Cuando la respuesta inmune del hospedero se activa en 

presencia del parásito, se producen anticuerpos específicos y se activan células T 

especificas con la liberación de citocinas como el interferón, desencadenando una 

respuesta de diferenciación del parásito que se conoce como cistogénesis, la cual 

consiste en la transformación del taquizoíto a la forma de lenta proliferación, el 

bradizoíto, modificando a la célula hospedera en un quiste tisular el cual es 

resistente a la acción de los fármacos y de las células efectoras de la respuesta 

inmune. Los bradizoítos entran en un estadio de proliferación lenta y latencia que 

les permite sobrevivir dentro del quiste tisular por toda la vida del individuo 

(DUBEY 1994; Ferguson 2004).  

Invasión celular 

 

Toxoplasma gondii presenta 2 tipos de invasión, la invasión pasiva que se lleva a 

cabo en células fagocíticas como son los macrófagos y neutrófilos y la invasión 

activa en células no fagocíticas. El éxito de Toxoplasma se debe en gran medida a 

su capacidad para invadir y replicarse dentro de casi todos los tipos de células. La 

invasión pasiva se lleva a cabo por la fagocitosis de los parásitos principalmente 

por los macrófagos los cuales en caso de no estar activados con INF-γ son 

incapaces de degradar al parásito ya que éste transforma rápidamente el 

fagosoma en una VP, llegando a funcionar los macrófagos como un sistema de 

transporte y diseminación de T. gondii por todo el cuerpo. Por otro lado, la 

invasión activa se lleva a cabo en la gran mayoría de las células del organismo que 

carecen de propiedades fagocíticas, involucra una serie de eventos en los cuales 
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el parásito es la célula efectora. Esta invasión inicia cuando Toxoplasma reconoce 

y se adhiere a la célula hospedera mediante la secreción del contenido de los 

micronemos (Carruthers & Sibley 1999).  

El parásito entonces se desliza sobre la superficie de la célula hospedera y extruye 

su conoide orientándolo sobre la membrana plasmática, simultáneamente secreta 

el contenido de las roptrías en el punto de contacto con la célula hospedera 

generando una horadación de menos de 1 µm de a través de la cual el parásito se 

internaliza mediante una constricción de su cuerpo y mediante movimientos de 

tipo tornillo (Dubremetz et al. 1998; Werk, 1985).  

Inmediatamente después de la entrada del parásito se forma la VP, la cual es un 

compartimento que evita la acidificación y fusión con otras vesículas endociticas, 

incluyendo lisosomas y endosomas, evitando la degradación del parásito (Mordue 

et al. 1999). Una vez dentro de la VP, los parásitos secretan el contenido de los 

gránulos densos para formar una red de estructuras nanotubulares 

intravacuolares. La membrana de la VP forma la interfase entre el parásito y la 

célula hospedera, y así regula la captación de metabolitos, transporte de 

nutrientes y tráfico de proteínas del parásito (Sibley et al. 1995). Después de 48 

h, los taquizoítos dentro de la VP saturan el espacio intravacuolar y salen, 

destruyendo a la célula infectada e iniciando la invasión de células vecinas (Figura 

2). 
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Formas parasitarias de Toxoplasma gondii  

 

Toxoplasma presenta 3 estadios infecciosos durante su ciclo de vida, el taquizoíto, 

que es altamente móvil e infectivo, el bradizoíto, de lenta proliferación encontrado 

dentro de quistes tisulares y el esporozoíto, localizado en el interior de ooquistes 

maduros. De los 3 estadios diferentes, el taquizoíto es el más estudiado.  

 

Figura 2. Ciclo intracelular de Toxoplasma gondii.  Los taquizoítos se 

adhieren a la superficie de la célula y utiliza su motilidad basada en actina-

miosina para invadir la célula hospedera. La adhesión esta mediada por las 

proteínas de los micronemos y al momento de la invasión se forma el anillo de 

constricción entre las membranas del hospedero y el parásito formado por 

proteínas de las roptrías (anillo rojo). Una vez dentro, el parásito se replica 

provocando el agrandamiento de la vacuola y la acumulación de ácido abscísico 

(ABA), el cual eventualmente gatilla el egreso y conduce a la formación de un 

quiste en reposo (Tomado de Billker et al. 2009). 
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Taquizoíto 

 

El taquizoíto es la forma sexual invasiva de Toxoplasma presente solamente en los 

hospederos intermediarios, es capaz de infectar a todas las células del cuerpo 

alojándose dentro de una VP, en donde prolifera rápidamente por un proceso 

asexual llamado endodiogenia, es decir por la formación de 2 células hijas en el 

interior de una célula madre, su tiempo de división le lleva aproximadamente 6 h 

(Dubey 1998). El taquizoíto tiene forma de arco o media luna y mide de 4-7 µm de 

longitud y 2-3 µm de ancho. Posee un películo trimembranal, un núcleo situado en 

la parte central, una única mitocondria alargada localizada generalmente cerca 

del núcleo, retículo endoplásmico liso y rugoso, aparato de Golgi, una serie de 

almacenes acídicos de calcio denominados ácidocalcisomas, y un apicoplasto de 4 

membranas, el cual es un plástido no fotosintético adquirido por endosimbiosis 

primitiva (Figura 3) (DUBEY 1994). El parásito presenta un extremo posterior el 

cual es redondeado y un extremo anterior que termina en punta también conocido 

como extremo apical, que es donde se localizan diversos organelos como el 

conoide, los anillos anteriores y el anillo polar, presenta además tres organelos 

secretores involucrados en la invasión celular llamados roptrías, micronemos y 

gránulos densos (Leriche & Dubremetz 1991).  

 

Figura 3. Diagrama del taquizoíto de T. gondii. 

Los principales componentes como películo, 

organelos secretores y componentes de 

complejo apical, y apicoplasto son indicados 

(Morrissette & Sibley 2002). 
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Bradizoíto 

 

El término bradizoíto (brady = lento en griego) fue acuñado por Frenkel para describir 

al estado presente dentro de los quistes tisulares, también llamado cistocito, 

comparado con los taquizoítos, ésta es la forma de lenta reproducción del parásito, 

poseen una forma de media luna y miden de 7 x 1.5 µm. (Dubey et al., 1998). Los 

bradizoítos se desarrollan dentro de los quistes tisulares en el interior de células 

hospederas en una amplia variedad de tejidos, pero son más comunes en tejidos 

musculares y neuronales como el cerebro, corazón y músculo esquelético y retina 

(Ferguson DJ 1987). 

Ultraestructuralmente los bradizoítos difieren ligeramente de los taquizoítos, en que 

en ellos el núcleo se encuentra situado en la región posterior, mientras que en los 

taquizoítos está localizado más centralmente, además el contenido de las roptrías es 

usualmente mas electrodensa, lo cual varía dependiendo de la edad del quiste tisular, 

mientras más viejo sea el quiste más electro densas son las roptrías, la mayoría de los 

bradizoítos poseen de 1 a 3 roptrías. En los bradizoítos se observa un incremento en 

el número de micronemos, así como la presencia de gránulos de amilo pectina, estos 

últimos se encuentran ausentes o en cantidades muy discretas en los taquizoítos 

(Dubey 1998; Weiss & Kim 2000).    

Esporozoíto 

 

El esporozoíto es el estadio que se desarrolla dentro de los ooquistes. Estas son 

estructuras esferoidales rodeadas por una doble pared de naturaleza quitinosa. El 

ooquiste que se libera en las heces de los gatos infectados, esporula en el medio 

ambiente en un lapso de 1 a 5 días después de la excreción adquiriendo una forma 

ovoide con un tamaño de 10-12 µm, generándose por división celular 8 esporozoítos 

infectivos. Ultraestructuralmente, el esporozoíto es similar al taquizoíto excepto por 

que tiene más micronemos y roptrías. El ooquiste puede permanecer más tiempo 
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viable si hay humedad relativamente alta en el ambiente (Frenkel et al. 1970; Dubey 

1998).   

 

Morfología  
 

Complejo apical 

 

Dentro de las características que distinguen al phylum Apicomplexa, se encuentran 

orgánelos que forman el complejo apical tales como: el conoide, el anillo polar apical, 

los anillos preconoidales, y 2 microtúbulos cortos centrales (Nichols & Chiappino 

1987).     

Películo 

 

Es un complejo trimembranal constituido por la membrana plasmática la cual cubre 

totalmente al organismo y por el complejo membranal interno (CMI) que se forma a 

partir de 11 vesículas aplanadas en forma de mosaico provenientes del sistema Golgi-

RE, las cuales se encuentras abiertas hacia los extremos anterior y posterior. El 

películo está involucrado en eventos dinámicos de secreción, motilidad y evasión de 

la respuesta inmune (Mann & Beckers 2001). Los componentes de la membrana son 

liberados durante la motilidad a través de un proceso denominado capping, en el cual 

algunos elementos pueden ser desplazados desde el extremo apical con dirección 

hacia el extremo posterior en donde dichos elementos son liberados. El películo posee 

proteínas relacionadas al citoesqueleto como actina, lo cual apoya la propuesta de ser 

una estructura implicada en motilidad (Foussard et al. 1990). Asimismo, se han 

detectado una serie de partículas intramembranales (PIM) embebidas en el IMC con 

una disposición alineada siguiendo una dirección helicoidal que podrían estar 

funcionando para anclar al citoesqueleto subpelicular de microtúbulos (Nichols & 

Chiappino 1987). 
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Citoesqueleto 

 

Toxoplasma posee una red de 22 microtúbulos subpeliculares organizados desde el 

extremo apical y a partir del anillo polar anterior que se extienden helicoidalmente en 

sentido contrario a las manecillas del reloj a lo largo de dos terceras partes de la 

longitud del parásito hacia el extremo posterior (Nichols & Chiappino 1987). Estos 

microtúbulos determinan la forma de media luna del parásito y su disposición en 

forma de espiral determina la naturaleza de su movilidad para el desplazamiento y la 

invasión celular. Asociado a los microtúbulos subpeliculares existe una red 

subpelicular rica en actina constituida por múltiples filamentos longitudinales 

entrecruzados, esta red se asocia por un lado con el complejo membranal interno y 

por otro a los 22 microtúbulos subpeliculares  (Patrón S et al. 2005).    

Organelos secretores 

 

Toxoplasma gondii posee 3 tipos de organelos secretores denominados micronemos, 

roptrías y gránulos densos, los cuales pueden variar en cantidad a lo largo del ciclo de 

vida del parásito, estos organelos secretan una variedad de proteínas que participan 

durante la invasión celular y la replicación intracelular (Shaw et al. 1998). 

Micronemos 

 

Son pequeños organelos vesiculares con forma ovoide de 30 nm de diámetro ubicados 

predominantemente en el extremo apical, contienen un conjunto de proteínas 

adhesivas conocidas como proteínas MIC de las cuales han sido identificadas al menos 

11. Las proteínas MIC son secretadas durante la invasión facilitando la adhesión del 

parásito con la célula hospedero así como el deslizamiento sobre la misma. Su 

secreción depende de incrementos de calcio intracelular y puede ser inducida in vitro 

y en ausencia de células hospedero utilizando ionóforos para calcio como la 

ionomicina (Carruthers & Sibley 1999). Dentro de las proteínas MIC se incluyen 

proteínas solubles y transmembranales que expresan diferentes dominios de 
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adhesión, generalmente estas proteínas funcionan en complejos, los cuales consisten 

de una proteína transmembranal y una o más proteínas no ancladas en las cuales por 

lo menos una proteína contiene un propéptido escindible (Meissner et al. 2002). Las 

proteínas MIC1, MIC3 y MIC4 poseen dominios extracelulares adhesivos carentes de 

un dominio transmembranal que aparentemente se unen a moléculas aún no 

identificadas de la membrana de la célula hospedera (Fourmaux et al. 1996; Cérède 

et al. 2002). La eliminación de MIC1 reduce considerablemente la invasión activa de 

Toxoplasma en fibroblastos, sugiriendo que es necesaria esta proteína para dicho 

proceso (Cérède et al. 2002). MIC2 es movilizada desde los micronemos para ocupar 

la superficie apical del parásito al momento de la invasión celular para posteriormente 

re-localizarse en el extremo posterior del parásito al momento de la interiorización de 

la célula hospedero, esta proteína puede ser recuperada en sobrenadantes de 

taquizoítos expuestos a ionóforos, sugiriendo su liberación del parásito (Carruthers & 

Sibley 1999). Algunas proteínas MIC como la MIC 6 y MIC8 se expresan en taquizoítos, 

mientras que los genes de  MIC7 y MIC 9 son expresados predominantemente en 

bradizoítos (Meissner et al, 2002).  

 

Roptrías 

 

Son organelos en forma de sacos alargados ubicados en el extremo apical. 

Morfológicamente están divididos en dos compartimentos sub organelares 

distintos, la parte bulbosa en la parte mas posterior y un conducto más fino 

insertado en el interior del conoide y a través del cual las proteínas son secretadas. 

El extremo anterior de las roptrías se caracteriza por ser electrodenso visto en un 

microscopio electrónico mientras que en la región posterior de las mismas hay 

una serie de componentes membranosos empacados en forma vesicular 

(Dubremetz 2007) (Shaw et al. 1998). El contenido de las roptrías es secretado 

durante la invasión, alterando la integridad de la membrana de la célula 

hospedera, facilitando la penetración del parásito (Nichols BA 1981). Una de las 
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proteínas más estudiadas es la ROP1 la cual es una proteína soluble que es 

secretada y se detecta en la zona de penetración, sugiriendo un papel temprano 

en el proceso de invasión (Saffer et al. 1992).  

 

Gránulos densos 

 

Son organelos esferoidales electrodensos de aproximadamente 200 nm de 

diámetro rodeados por una membrana única, se encuentran ubicados por todo el 

cuerpo del parásito, aunque mayoritariamente en la porción media posterior. Las 

proteínas provenientes de estos gránulos reciben el nombre de proteínas GRA, de 

las cuales hasta el momento se han identificado al menos 23 (Zhu et al. 2017). Se 

ha descrito que a los 10 min post-invasión se presenta la secreción de vesículas 

multilamelares desde el extremo posterior de parásitos intracelulares 

aparentemente provenientes de gránulos densos (Sibley et al. 1995). Las 

proteínas GRA 1, 2, 4 y 6 son secretadas en el espacio intravacuolar dando origen 

a la red vesículo-tubular, la cual se extiende desde la membrana del parásito hasta 

la VP  llenando el lumen intravacuolar (Sibley et al. 1985). Mientras que las 

proteínas GRA 3, 5, 7 y 8 son proteínas que constituyen parte de la membrana de 

la VP confiriéndole cierta protección contra la acidificación y fusión lisosomal, de 

tal manera que los parásitos no son degradados por los mecanismos de defensa 

de la célula hospedera (Sibley et al. 1985).   

Citoesqueleto 

 

Microtúbulos 

 

Toxoplasma tiene tres poblaciones de microtúbulos, los microtúbulos 

subpeliculares, dos microtúbulos cortos intraconoidales y los microtúbulos del 

huso mitótico necesarios para la replicación. Los 22 microtúbulos subpeliculares 

se extienden helicoidalmente desde el anillo polar apical que sirve como su centro 
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organizador hasta tres cuartas partes (aproximadamente 5 micras) de la longitud 

completa del parásito. El extremo más alejado al anillo polar apical es el extremo 

+ y no parecen estar bloqueados por alguna proteína cap que limite su 

crecimiento. Los microtúbulos subpeliculares le confieren a Toxoplasma su forma 

típica, el sentido del movimiento y la polaridad apical. 

Los 22 microtúbulos subpeliculares se encuentran estrechamente asociados a la 

cara interna del complejo membranal interno por medio de partículas 

intramembranales (pim) las cuales fueron observadas dentro del CMI formando 

líneas longitudinales sencillas o dobles por criofractura en 1978 por Dubremetz y 

por medio de análisis de Fourier, Morrissette en 1997 demostró que las líneas 

dobles se formaban cada 32 nm y coincidian con los microtúbulos subpeliculares 

(Figura 4) actuando como proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs). La 

composición bioquímica de estas partículas se desconoce. 

 

  

Figura 4. Películo de Toxoplasma gondii. A. Diagrama del películo que incluye a la 

membrana plasmática, el complejo membranal interno y las partículas intramembranales 

a las cual se asocian los 22 microtúbulos subpelículares. B. Micrografía de criofractura 

mostrando las partículas intramembranales formando líneas dobles o sencillas 

(Mondragón, 2010). 
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Los microtúbulos intraconoidales aparentemente sirven para orientar la 

disposición del cuello de las roptrías al interior del conoide a fin de facilitar una 

secreción unidireccional durante la invasión  (Figura 5) (Nichols & Chiappino 

1987). 

Conoide 

 

El conoide es un organelo contráctil altamente móvil en forma de cono hueco 

truncado de 280 nm de longitud y 380 nm de diámetro, que está constituido por 

subunidades de α-tubulina localizado en el extremo apical del parásito, las 

subunidades de α-tubulina se encuentran organizadas longitudinalmente y con 

una orientación helicoidal (Figura 6) (Nichols & Chiappino 1987; Hu et al. 2006). 

En condiciones de reposo el conoide se encuentra introducido en el citoplasma, 

sin embargo es protruido o elongado durante la invasión sobre la membrana de 

la célula hospedera (Nichols & Chiappino 1987).    

 

Figura 5. Diagramas de la organización de los microtúbulos.  A: componentes del 

conoide.  Acr, anillo anterior preconoidal; pcr, anillo posterior preconoidal; imt, 

microtúbulos intraconoidales; pm, membrana citoplásmica; imc, complejo membranal 

interno; mt, microtúbulos; cs, subunidades del conoide; p,  B)  Corresponde a la distribución 

de los microtúbulos subpeliculares con arreglo helicoidal. En el panel izquierdo la flecha 

señala el conoide, la cabeza de flecha señala el anillo polar posterior, en el panel derecho se 

hace una representación esquemática del citoesqueleto subpelicular donde la flecha indica el 

anillo polar posterior (Tomado de Morrissette & Sibley 2002) 

A B 
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Dentro del conoide hay 2 microtúbulos cortos asociados a la cara interna del 

conoide, los cuales se encuentran fuertemente unidos uno al otro, se ha descrito 

además la presencia de dos anillos ubicados por encima del conoide llamados 

anillos preconoidales, el anillo anterior de 215 nm de y el posterior de 260 nm de 

naturaleza desconocida (Nichols & Chiappino 1987). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura del conoide. Inserto A:  el conoide en estado de reposo ubicado 

parcialmente dentro del anillo polar; Inserto B: en estado activado el conoide es 

protruido a manera de estilete (Nichols & Chiappino 1987)  

 

 

 Extrusión del conoide y su regulación en Toxoplasma gondii 

 

La extrusión del conoide es un evento clave en el desarrollo de la invasión activa, 

y consiste en la proyección del conoide sobre la membrana de la célula hospedera, 

presionando y desestabilizando la membrana celular. La importancia de la 

extrusión del conoide no sólo radica en presionar la membrana sino también en 

servir de guía y medio para poder vaciar los componentes de las roptrías sobre la 

B A B 
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membrana celular, lo cual trae como consecuencia una invasión celular exitosa. 

Los procesos implicados en la regulación de la extrusión del conoide solo se han 

estudiado parcialmente debido a la falta de inductores fisiológicos. Se ha 

reportado que mediante el uso de ionóforos para calcio se puede inducir la 

extrusión del conoide, siendo el aumento de calcio citoplásmico desde los 

reservorios intracelulares, el inductor del proceso, y que puede  ser inhibido  por 

la preincubación de los parásitos con el quelante de calcio intracelular, BAPTA-

AM (Mondragon & Frixione 1996; Monteiro et al. 2001; Song et al. 2004). No 

obstante el uso de ionóforos para inducir la salida de calcio provoca una 

acumulación masiva de este catión en el citoplasma de los parásitos ocasionando 

el bloqueo de cualquier actividad dinámica y la muerte de los taquizoítos 

(Mondragon & Frixione 1996; Monteiro et al. 2001;  Arrizabalaga & Boothroyd 

2004). Adicionalmente se reportó que utilizando etanol, también se puede inducir 

la extrusión del conoide como un proceso reversible y que no afecta la viabilidad 

y capacidad invasiva de los taquizoítos (Del Carmen et al. 2009). Utilizando el 

etanol como inductor de la extrusión del conoide, se han caracterizado las señales 

de transducción que pudieran estar involucradas. Mediante el uso de quelantes de 

calcio intracelular (BAPTA-AM) y extracelular (EGTA) y estimulando a los 

parásitos con etanol 0.5 M se observó que el proceso dependía de calcio 

intracelular pero no del extracelular. La liberación de calcio intracelular en 

Toxoplasma gondii se puede dar por la unión de IP3 (que se da por la escisión de 

PIP2 por la PLC) a su receptor, IP3R, ya que se observó que utilizando inhibidores 

para esta vía como U73122 (inhibidor de PLC) y xestonpongina D (inhibidor de 

IP3R) había una clara disminución en el proceso de extrusión del conoide. 

Adicionalmente, se evaluó la posible participación de proteínas cinasas en este 

proceso dinámico. Se usaron inhibidores como: 1) Estaurosporina, inhibidor de 

cinasas de serina-treonina, e 2) Inhibidores específicos para PKC como Calfostina 

C, BIM I y Gö6983. Los resultados demostraron que había la participación de una 

cinasa tipo PKC en el proceso de regulación de extrusión del conoide (Figura 7) 

(Del Carmen et al. 2009).  
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Se sabe que la participación de los componentes del citoesqueleto es muy 

importante en los procesos de motilidad, particularmente se ha observado que el 

sistema actina-miosina cumple un papel indispensable durante el proceso de 

invasión celular, ya que la generación de mutantes para ambas proteínas provoca 

tasas de invasión retardadas y menores respecto a las cepas silvestres (Egarter et 

al. 2014). Evaluando el papel de estos componentes del citoesqueleto en la 

extrusión del conoide, se observó que particularmente había la participación de 

actina y moléculas de miosina en este proceso dinámico, ya que al utilizar 

Citocalasina D (que despolimeriza filamentos de actina) y Butanedione Monoxime 

(que inhibe a la ATPasa de la cadena ligera de la miosina) este proceso se vío 

bloqueado. Sin embargo, drogas que despolimerizan los microtúbulos (Colchicina 

y Nocodazol) no tuvieron efecto en la extrusión del conoide inducida por etanol 

(Del Carmen et al. 2009).  

 

 

Figura 7. Participación de PKC en la extrusión del conoide inducida por etanol. 

Taquizoítos aislados fueron incubados por 30 min a 37°C con drogas inhibidoras de 

PKC, y posteriormente expuestos a etanol 0.5 M para activar la extrusión del conoide. 

Como controles se utilizaron taquizoítos mantenidos en PBS o activados con 0.5 M de 

etanol sin inhibidor. Para experimentos de reversibilidad, los taquizoítos tratados con 

inhibidores se lavaron con PBS y se expusieron a etanol 0.5 M. Gráfica A) ensayos con 

BIM I. B) Gö6983. C) BIM V análogo inactivo de BIM I. Los porcentajes de conoides 
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extruidos y SD fueron determinados en 3 experimentos independientes (Del Carmen 

et al. 2009). 

 

Con base en estos resultados se sugirió la existencia de una proteína cinasa tipo 

PKC en Toxoplasma gondii involucrada en el proceso de extrusión del conoide; sin 

embargo, a la fecha no existen reportes de la presencia de este tipo de enzimas en 

el parásito, ni tampoco hay datos en el genoma del parásito que así lo indiquen; 

no obstante, se ha encontrado que T. gondii posee un receptor para la cinasa C 

activa (RACK1) que se localiza en el citoplasma del parásito y núcleo (Moran et al. 

2007). Y por otro lado, se determinó una afectación del proceso de exteriorización 

cuando los parásitos eran expuestos a wortmanina y estaurosporina, sugiriendo 

la existencia de una probable proteína PKC (Caldas et al. 2013).   

Cinasas en Toxoplasma gondii 
 

La fosforilación de proteínas es un tipo de modificación reversible que es 

realizada por proteín cinasas, siendo las fosfatasas las moléculas que regulan 

dichas fosforilaciones, las cinasas y fosfatasas regulan cada aspecto de la vida 

celular. Las cinasas son una superfamilia que están incluidas en ocho familias; 

AGC, CAMK, CK1, CMGC, RGC, STE, TK y TLK (Miranda-Saavedra et al. 2012). De 

las cuales están presentes en Toxoplasma gondii  las AGC, CAMK, CK1 y las CMGC,  

adicionalmente encontramos las cinasas de las roptrías ROPK (Wei et al. 2013). 

AGC cinasas 
 

Su nombre es debido a que en este grupo están incluidas la PKA, PKG y PKC.  La 

PKG descrita en Toxoplasma gondii está implicada en la regulación de la 

interacción parásito-hospedero ya que regula la secreción de los micronemos, 

motilidad, adhesión e invasión (Figura 8) . La TgPKG, incluyendo las isoformas I y 

II, son codificadas por un solo gen. Mientras que la isoforma II es citosólica, la 

isoforma I se localiza primariamente en la membrana plasmática del parásito 
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(Wei et al. 2013). La actividad de TgPKG residen en sus tres sitios de unión a cGMP, 

especialmente el tercer sitio, el cual es diferente en las PKG de vertebrados e 

insectos. El inhibidor específico “pyrrole 4-[2-(4-fluorophenyl)-5-(1-

methylpiperidine-4-yl)-1H-pyrrol-3-yl] pyridine (compound 1)” de PKG ha 

mostrado actividad cistostática en contra de T. gondii in vitro y puede proteger a 

ratones contra T. gondii pero no puede matar completamente al parásito (Wei et 

al. 2013). 

Otra cinasa perteneciente a la familia de las AGC es la PKA, esta cinasa regula la 

expresión génica, apoptosis celular, diferenciación y proliferación en todos los 

eucariotes (Taylor et al. 1988). La PKA de T. gondii está implicada en la replicación 

de taquizoítos, esta enzima contiene dos subunidades catalíticas (TgPKA-C) y dos 

subunidades regulatorias (TgPKA_R).  El inhibidor competitivo H89 tiene un 

efecto inhibitorio cobre la TgPKA-C y puede inhibir el crecimiento de los 

taquizoítos in vitro (Kurokawa et al. 2011). 
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Casein cinasa I 
 

Casein cinasa I (CK1) es una familia conservada de cinasas serina/treonina 

responsable de la reparación de DNA, tráfico vesicular, citocinesis y ciclo celular 

en organismos eucariontes (Wei et al. 2013).  Por cromatografía de afinidad 

utilizando el inhibidor específico de cinasa dependiente de ciclina (CDK); 

purvanol B, se determinó que se unió con más afinidad a CK1 que a CDK, sin 

Figura 8. La secreción en T. gondii es controlada por cinasas. El almacén principal de calcio en T. 

gondii es el retículo endoplasmático (ER), que se rellena con la acción de una ATPasa Ca2+ llamada 

SERCA. La estimulación de los receptores no identificados (R) en la membrana plasmática genera 

trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG) a partir de fosfatidil inositol bisfosfato (PIP2) a 

través de la activación de la fosfolipasa C (PLC). La señalización, a través de un receptor único o 

común, también da como resultado la activación de ADP ribosa ciclasa (ADPR) para producir 

cADPR. La evidencia famacológica y bioquímica apoya la existencia de canales de liberación de 

calcio que responden a cADPR (receptores de rianodina (RyR) y a través de receptores IP3 (IP3R). 

El calcio liberado activa las proteínas quinasas dependientes del calcio tales como TgCDPK1, que 

ha sido implicada en la secreción de micronemos (MIC) en T. gondii. Independientemente, la 

activación de guanilil ciclasa para generar GMP cíclico (GMPc) es importante para activar la PKG 

que también controla la secreción de micronemos. Otros estudios en P. falciparum indican que 

CDPKs pueden actuar en el complejo motor de la miosina, que está anclado en el complejo de 

membrana interna (IMC) (Billker et al. 2009). 
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embargo siguiendo la misma metodología pero utilizando extracto de tejido de 

vertebrado se identificó CDK pero no CK1, este resultado diferencial sugiere que 

existe suficiente diversidad estructural entre cinasas, lo que sugiere que el 

purbanol B es un antiparasitario potencial (Knockaert et al. 2000). 

 

Familia de las CMCG (cinasas dependientes de ciclina) 
 

Las cinasas dependientes de ciclina es un grupo conservado de cinasas que 

regulan el ciclo celular en eucariontes. Se ha encontrado un homólogo de CDK en 

T. gondii; la TPK2, la cual es una cinasa capaz de unirse al ciclinas de mamífero A, 

B1, D3 y E, y fosforilar la histona H1.   La sobreexpresión de una dominante 

negativa de TPK2 inhibe la replicación del taquizoíto, cuando la sobreexpresión 

de TPK2 no afecta este parámetro, tampoco bloquea de ciclo celular, sugiriendo 

que los checkpoints de las células eucariotas difieren de T. gondii (Khan et al. 

2002). 

Familia de las CDPK (cinasas dependientes de calcio) 
 

La concentración de calcio intracelular es importante para la invasión, secreción 

y diferenciación, dichos procesos son controlados por una familia cinasas 

dependientes de calcio encontrados en plantas, ciliados y algas verdes (Harper & 

Harmon 2005).  La concentración de calcio citosólico en T. gondii se mantiene baja 

durante condiciones de reposo al igual que en una célula eucarionte típica. Los 

sitios de almacenamiento de calcio incluyen al retículo endoplasmatico (ER), 

mitocondria y acidocalisoma (Moreno & Docampo 2003).  El depósito primario de 

calcio es el ER y el calcio intracelular es una señal que dispara un número 

importante de eventos. Los apicomplexas contienen la ATPasa de retículo SERCA 

que bombea calcio hacia el lumen del RE. La bomba SERCA de T. gondii ha 

mostrado ser sensible a los compuestos tapsigargina y artemisina. El calcio 

citroplasmático en T. gondii controla la secreción de micronemos como se ha 
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mostrado con agentes farmacológicos como ionóforos, la quelación de calcio 

intracelular con BABTA-AM que previene la secreción de los micronemos, 

también afecta la motilidad y la invasión (Del Carmen et al. 2009)(Carruthers & 

Sibley 1999).  En cuanto a las cinasas dependientes de calcio en Toxoplasma 

gondii, muchos miembros de CDPK se han detectado en T. gondii, la cinasa 

dependiente de calcio I de T. gondii TgCDPK1 se expresa en taquizoítos. TgCDPK1 

puede ser inhibida con el fármaco KT5926, un inhibidor de CDPKs en otros 

sistemas, el cual puede afectar la adhesión del parásito hacia la célula hospedera, 

lo que sugiere que la TgCDPK1 participa en la regulación de la motilidad y la 

invasión (Donald et al. 2006).  

LA TgCDPK2 es solo un transcrito en el mRNA en taquizoítos, pero no se ha 

encontrado la proteína correspondiente (Kieschnick et al. 2001). La isoforma 3 

esta expresada en taquizoítos y está implicada en la invasión, fosforila la aldolasa 

1 (TgALD1) de manera dependiente de concentración de Ca2+ y transloca desde el 

citosol a la periferia del espacio extracelular (Sugi et al. 2009). 
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Figura 9:  Análisis filogenético de las cinasas dependientes de calcio en 

Apicomplexas y plantas. Comparación de las cinasas dependientes de calcio en plantas 

(verdes), ciliados (verde claro) y apicomplexas. La arquitectura del dominio canónico 

está representada por CDPK de plantas que consisten en un dominio de cinasa N-terminal 

seguido por cuatro dominios de mano EF (EF). Dos grupos de CDPKs de apicomplexas se 

ajustan a este perfil canónico (azul). Un grupo tiene regiones N-terminales relativamente 

cortas (lado derecho), mientras que la mayoría de los miembros del otro tienen un 

extremo N terminado que no es homólogo a otros dominios conocidos (lado izquierdo). 

Se muestran estructuras de dominio alternativas para otros CDPKs de apicomplexan, 

incluyendo un grupo con solamente tres dominios de mano EF de C-terminal (púrpura), 

un grupo con dos o tres dominios de mano EF N-terminal seguidos de homología de 

plekstrina (PH) y dominios de quinasa (Amarillo), un grupo con uno o más dominios de 

la mano EF N-terminal, un dominio quinasa y tres o cuatro dominios mano EF C-terminal 

(rojo). Se muestran modelos representativos; () Indica un número variable de dominios. 

Los nombres de los genes se basan en nombres publicados previamente o se basan en 

agrupaciones ortólogas definidas aquí. Árbol filogenético dibujado usando una matriz de 

distancia basada en la comparación de los dominios de quinasa utilizando Neighbor 

joining, algoritmo de BioNJ en PAUP * (Swofford, 1991); Valores de bootstrap mostrados 

en círculos rellenos (n = 100). Taxa: Tg, T. gondii; Pf, P. falciparum; Cp, C. parvum; Tt, 

Tetrahymena thermophila; At, Arabidopsis thaliana; Os, Oryza sativa; Dc, Daucus carota; 

Cr, Chlamydomonas reinhardtii; Pt, Paramecium tetraurelia; Li, Lilium longiflorum; Nt, 

Nicotiana tabacum.  
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ROP cinasas 

  

Las roptrías son organelos secretores en T. gondii. Las proteínas del cuello de las 

roptrías contribuyen a la formación del complejo de la unión móvil, una oposición 

transitoria entre la membrana del parásito y la del hospedero, la cual ubica al 

parásito dentro de la VP en desarrollo. La VP se deriva de la membrana del 

hospedero y de los componentes de la roptría, la cual constituye una interface 

esencial entre el parásito y el hospedero (Wei et al. 2013). 

Las proteínas de las roptrías (ROP) son secretadas por el parásito en la célula 

hospedero y algunas de ellas son cinsas. Entre estas cinasas, muchos miembros 

pertenecen a la familia ROP2-like (ROP2s). Algunas ROP2 se dirigen al núcleo de 

la célula (ROP16) mientras que la mayoría de las demás se asocian con el PV. La 

familia similar a ROP2 contiene al menos 12 miembros que comparten una región 

C-terminal común relacionada con protein cinasas, y que posee una señal 

peptídica, que es una prosecuencia escindida durante la formación de las roptrías 

para dejar una cola N-terminal antes de su plegamiento. El conjunto completo de 

residuos catalíticos necesarios para la fosforilación dependiente de ATP se 

conserva en algunas ROP2 (como ROP11, 16, 17 y 18), pero no en otras (ROP2, 4, 

5, 7 y 8). Esto denota diferentes funciones y modos de acción de cada ROP2 (Wei 

et al. 2013).   

La ROP2 participa en la formación de PV, y se localiza en la PV con su N-terminal 

expuesto al citoplasma de la célula hospedero y sirven como el enlace molecular 

entre las mitocondrias y la PV. El N-terminal incluye una señal de 

direccionamiento mitocondrial, y la deleción de la secuencia conduce a la 

localización de la proteína truncada en el ER (Sinai & Joiner 2001). 

ROP4 es un miembro nuevo de la familia de las proteínas ROP2 y contiene un 

dominio cinasa  serina/treonina predicho en el extremo C-term, pero no tiene el 
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ácido aspártico conservado en bucle catalítico crítico para la actividad de 

fosfotransferasa (Hanks & Hunter 1995).  

ROP5 es otra proteína de secreción de la familia ROP2 que se secreta durante la 

invasión. Los rasgos característicos de la familia ROP2, tales como la localización, 

el tamaño de la proteína y la homología de la quinasa, también corresponden a la 

ROP5. Sin embargo, la ROP5 no experimenta el procesamiento proteolítico post-

Golgi, y expone su extremo C- teminal hacia el citoplasma de la célula hospedero, 

con una topología inversa de ROP2 y ROP4, estos hallazgos no han sido claramente 

explicados (El Hajj et al. 2007). 

ROP16 es un factor de virulencia clave de T. gondii y regulador de la transcripción 

de la célula hospedero. La eliminación de ROP16 en la cepa de tipo I puede 

convertir el parásito en fenotipo tipo II, mientras que la complementación de 

parásitos ROP16-knockout con ROP16 de tipo I puede rescatar completamente el 

fenotipo (Butcher et al. 2011). ROP16 se puede unir con STAT3, y fosforilarlo 

directamente, y también inhibir la señalización de citocinas proinflamatorias en 

los macrófagos (Denkers et al., 2012). Una sola sustitución de aminoácidos en el 

dominio cinasa de ROP16 afecta la diferenciación de la cepa en términos de 

activación de STAT3 (Yamamoto et al. 2009). ROP16 también tiene actividad 

intrínseca de cinasa de tirosina y puede fosforilar directamente el residuo tirosina 

clave de STAT6, mediante el cual puede inducir una activación extremadamente 

rápida y sostenida de STAT6 (Ong et al. 2010). 

ROP18 se considera un factor clave de virulencia en T. gondii, que se secreta en el 

citoplasma de la célula hospedero durante la infección y se localiza en VP 

(Fentress et al., 2012). La proteína recombinante tiene actividad de cinasa y puede 

fosforilar sustratos de taquizoítos. La sobreexpresión de ROP18 aumenta la 

replicación del parásito, pero este efecto se limita a la vacuola que contiene estos 

parásitos (El Hajj et al., 2007a). ROP18 puede regular a la baja la respuesta inmune 

adaptativa del tipo I mediadas por células T CD8, mediante la degradación del 

factor de transcripción localizador de retículo endoplásmico ATF6β, así como los 
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IRG fosforilados, mediante los cuales la infección por T. gondii inactiva las 

respuestas inmunes innatas y adaptativas del hospedero (Fentress y Sibley 2011, 

Yamamoto y otros 2009, 2011, Yamamoto y Takeda 2012).  

Con base en lo anterior Sánchez Barajas en su tesis de maestría se dio a la tarea 

de buscar una cinasa tipo PKC en el genoma de T. gondii. Utilizando la plataforma 

de NCBI alineó la secuencia de PKC alfa humana en el genoma de T. gondii (los 

resultados no mostraron una PKC pero sí una cinasa perteneciente a la familia 

AGC con una longitud de 951 aminoácidos (familia a la cual pertenece la PKC) y 

con el 44% de identidad, en la figura 10 se muestra la secuencia de esta proteína, 

en color rojo se resalta el dominio cinasa conservado. 

 

 

Posteriormente con base en su accesibilidad y antigenicidad, se eligieron dos 

péptidos que no estuvieran en al dominio cinasa conservado con la finalidad 

de que fueran específicos de la AGC cinasa, con el método de Emini Surface 

Accessibility prediction se obtuvo un péptido de 14 aa: TRRGDFSPREKREA y 

con el método de Kolaskar y Tongaonkar Antigenicity se obtuvo un péptido de 

18 aa: AEACVQPPDVRAASPSPA, la posición de los péptidos se muestra en azul 

en la figura 10. Posteriormente se inmunizaron ratones con ayuda del 

Figura 10. Secuencia de 

aminoácidos de la AGC 

cinasa. En color rojo se 

muestra el dominio cinasa 

conservado y en color azul es 

la secuencia de los péptidos 

que se mandaron a sintetizar 

para inmunizar los ratones. 
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adyuvante Titer Max Gold, después de 38 días se hizo la fusión de los 

linfocitosB con las células Ag8. Una vez obtenido el anticuerpo monoclonal, se 

caracterizaron las propiedades del anticuerpo encontrando que su isotipo es 

IgG3, se evaluó su reactividad mediante inmunoflourescencia y Western blot, 

en inmunoflourescencia se encontró marca en la zona del conoide y si se 

permeabiliza un poco más también se marca la zona perinuclear (Figura 12) 

manteniéndose la marca del conoide, en cuanto al Western blot se evaluó su 

reactividad usando extracto de  cerebro de rata y fracciones de extracto total, 

citoesqueleto y fracción soluble  (sobrenadante) encontrándose un 

reconocimiento específico en las fracciones de Toxoplasma de una banda 

correspondiente al PM de 80 kDa y otra banda en el PM de 50 kDa. La de 80 

kDa se conservó en la fracción de citoesqueleto y la de 50 kDa se encontró en 

la fracción soluble (sobrenadante).  La banda de 80 podría corresponder a la 

que se encuentra a la parte conoidal y la de 50 a la de la parte perinuclear 

(Figura 11) (Sánchez Barajas 2012).  

 

Figura 11. Western blot utilizando el 

anticuerpo monoclonal. Se analizo 

tres fracciones; extracto total, 

citoesqueleto y sobrenadante, como 

control se utilizó cerebro de rata que 

expresa todas las isoformas de PKC. 

ET; extracto total, CK; citoesquelto, 

SN;sobrenadante. 
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A la fecha se desconoce la identidad precisa de la cinasa apical y su papel en el 

proceso molecular de regulación de la extrusión del conoide y su participación 

en otros procesos biológicos del parásito. 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 12. Distribución conoidal y perinuclear de AGC. Se fijaron y permeabilizaron  

taquizoítos durante 2 min para ver la zona del conoide y 7 min de para acceder a la zona 

perinuclear, se utilizó como anticuerpos primarios α-SAG (proteína de la membrana 

plasmática) y el anticuerpo monoclonal α-AGC cinasa. 
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Hipótesis 
 

En Toxoplasma gondii existe una cinasa apical tipo PKC, que por su ubicación 

posiblemente está involucrada en el proceso de extrusión del conoide. Su 

purificación por cromatografía de afinidad y su identificación por espectrometría 

de masas revelará su identidad, por lo cual sabremos su papel en la vía que regula 

la extrusión del conoide. 
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Justificación 
 

Estudios previos en nuestro laboratorio han sugerido la presencia de una 

cinasa con ubicación apical que está posiblemente involucrada en la 

regulación de la extrusión del conoide y por lo tanto en la invasión. A la fecha 

no se ha reportado una cinasa con ubicación definida (apical) que esté 

involucrada en la regulación de la extrusión del conoide. Debido a la 

importancia que tiene la extrusión del conoide en el proceso de internalización 

del parásito a la célula hospedero, es de gran relevancia caracterizar en detalle 

los eventos celulares y moleculares que ocurren en esta etapa de la invasión. 

La identificación molecular de la cinasa y de las proteínas con las cuales 

pudiera interaccionar, permitirá la caracterización de los mecanismos que 

participan en la regulación de este evento dinámico y abre la posibilidad para 

el diseño futuro de estrategias farmacológicas dirigidas a inhibir a dicha tipo 

de cinasas a fin de bloquear el proceso de invasión. 
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Objetivo general: 
 

Aislar, identificar y caracterizar a la cinasa apical de Toxoplasma gondii 

involucrada en la extrusión del conoide. 

 

 

Objetivos particulares: 
 

1. Caracterizar la propiedad estructural (dominios y sitios de fosforilación) de 

la cinasa, los posibles substratos de fosforilación y las posibles vias de 

activación río arriba y río abajo mediante herramientas bioinformáticas. 

2. Expander el hibridoma y purificar el anticuerpo monoclonal contra la cinasa 

de Toxoplasma gondii mediante cromatografía de afinidad. 

3. Preparar una columna de afinidad con el anticuerpo contra la cinasa apical 

4. Purificar la cinasa apical 

5. Identificar la cinasa apical mediante espectrometría de masas a partir de 

una fracción enriquecida de cinasa purificada mediante cromatografía de 

afinidad  

6. Estudiar la presencia de complejos moleculares asociados a la cinasa apical 

mediante inmunoprecipitación y su identificación mediante espectrometría 

de masas.  
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Metodología  

Animales. 

Se utilizaron ratones de la cepa Balb/c para el mantenimiento de la cepa de 

Toxoplasma. Los ratones fueron mantenidos en la Unidad de Producción  

Experimental de Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN bajo 

condiciones reguladas de temperatura, humedad y aire y de acuerdo a la norma 

oficial mexicana NOM-062-ZOO-1999 para la producción, cuidado y uso de 

animales de laboratorio. Los animales fueron proporcionados por la Unidad de 

Producción y Experimentación de Animales de Laboratorio del CINVESTAV con el 

protocolo número 190-16 aprobado por el UPEAL. 

Obtención y mantenimiento de la cepa de Toxoplasma gondii 

La cepa Rh de T. gondii se mantuvo mediante la inoculación intraperitoneal de 5 x 

104 taquizoítos en ratones Balb/c. Después de 3 a 4 días, los parásitos fueron 

recuperados del exudado peritoneal e inmediatamente purificados mediante 

diversos ciclos de centrifugación (1700 rpm) con PBS seguidos por la filtración de 

la suspensión parasitaria a través de filtros de policarbonato de 5 μm de diámetro 

(Millipore, Bedford MA). Durante el manejo de taquizoítos se siguieron medidas 

de bioseguridad para el manejo de patógenos del tipo II (CDC. U.S. 2009), como 

son el uso de bata, guantes, cubreboca y en condiciones de esterilidad. 

Obtención del extracto total 

Para el extracto total, se tomaron los taquizoitos purificados y se solubilizaron en 

buffer de lisis que contenía 2% de β-mercaptoetanol, SDS 1%, EGTA 20 mM, TRIS-

HCl 2 mM pH 7.5, y una mezcla de inhibidores de proteasas. 

Obtención dela fracción de citoesqueleto 

Los taquizoítos purificados se resuspendieron en 5 ml de PHEM- Tritón X-100 que 

contiene Hepes 100 mM, EGTA 10 mM, MgCl2 1 mM, Tritón X-100 0.005%, e 

inhibidores de proteasas (TPCK, PMSF y TLCK todos de SIGMA). La mezcla fue 

incubada por 5 minutos y se centrifugaron a 45,000 rpm por 15 minutos a 4°C. El 

botón correspondiente a la fracción insoluble de citoesqueleto, fue resuspendido 
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con 1 ml de PHEM sin Tritón y centrifugado a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C, 

el exceso de PHEM fue retirado y el botón se resuspendió en buffer de lisis. Las 

proteínas del sobrenadante correspondientes a la fracción soluble se precipitaron 

por incubación volumen a volumen con isopropanol a -20°C. El precipitado se 

centrifugó a 4,500 rpm por 10 minutos a 4°C y el botón se resuspendió en buffer 

de lisis. Se cuantificó la proteína por el método de Bradford. 

Cuantificación de proteínas por el método de Bradford. 

Se realizó una curva de calibración con albumina sérica bovina (BSA) en un rango 

de 50 μg/ml a 500 μg/ml. Para la determinación de proteínas se tomaron 10 μl de 

cada concentración estándar y de las diluciones correspondientes a la muestra 

problema y se adicionaron 200 μl del reactivo de Bradford 1:4 en placas de 96 

pozos, se incubó por 5 minutos y se leyó la absorbancia a 595 nm. Se graficó la 

curva de calibración y la obtención de la concentración de proteínas de la muestra 

se determinó mediante la ecuación de la recta. 

Tinción con azul de Coomassie 

Los geles de poliacrilamida se lavaron por 5 minutos con agua destilada y se 

tiñeron con una solución de Azul de Coomassie al 13% disuelto en la mezcla de 

metanol al 50% y ácido acético al 10% durante toda la noche a 4°C y en agitación. 

El gel se destiñó con una solución de metanol al 50% más ácido acético al 10% 

hasta observar las bandas. 

Tinción de los geles de PAGE-SDS con nitrato de plata 

Para su tinción, los geles se colocaron en recipientes de vidrio y se lavaron dos 

veces con 50 ml de agua destilada por 10 minutos en agitación. Se adicionó la 

solución fijadora (metanol al 40% y 50 μl de formaldehído al 37%) por 10 min en 

agitación, se lavó con agua destilada dos veces por 5 minutos y se le agregó la 

solución de tiosulfato de sodio (0.2 mg/ml) por 1 minuto en agitación. Se lavó con 

agua destilada dos veces por 20 segundos y posteriormente se incubó con una 

solución de nitrato de plata al 0.1 % por 10 minutos en agitación. Se le colocó la 

solución reveladora (carbonato de sodio al 3%, tiosulfato de sodio al 0.0004% y 
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50 μl de formaldehído al 37%) en agitación hasta que se observaran las bandas. 

Se detuvo la reacción con ácido cítrico 2.3 M en agitación durante 10 minutos. 

Electroforesis  

Las proteínas obtenidas de extractos totales, citoesqueletos y  de taquizoítos de 

parásitos se separaron electroforéticamente por SDS-PAGE en geles de 0.75 mm 

de grosor. El gel de poliacrilamida al 10% conteniendo las proteínas se tiñó con 

azul de Coomassie R-250), teñido con nitrato de plata o bien transferido a 

membrana de nitrocelulosa para su análisis mediante Western Blot. 

Western blot 

La técnica de Western Blot para la detección de la cinasa  se realizó como se 

reporta en (Gómez de León et al., 2014). Las proteínas de citoesqueleto, extracto 

total y la fracción soluble (sobrenadante) fueron separadas en geles de 

poliacrilamida al 10%, posteriormente se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa por 70 min a 200 mA, se bloquearon con leche descremada al 6%  

disuelta en TBST (Tris-base 10 mM,  NaCl 75 mM pH 8.0 y Tween 20 al 0.1%) 

durante 2 horas a TA. Posteriormente, la membrana se incubó  por toda la noche 

a 4 °C, las membranas se lavaron cinco veces con TBST 0.1% por 5 min cada 

lavado, y se incubó con el anticuerpo secundario. Como anticuerpo primario se 

utilizó el anticuerpo monoclonal de ratón α-AGC en una dilución 1:100 en TBST 

0.1%.   Como anticuerpo secundario se utilizó un anti-ratón conjugado a HRP en 

una dilución 1:7,000 en TBST 0.1%. La detección de la reacción se realizó por 

quimioluminiscencia basada en la oxidación del luminol catalizado por HRP-

peróxido de hidrogeno en condiciones alcalinas (ECL Western blot detection, GE 

Heatlhcare, UK).  El papel con la inmunodetección se digitalizó utilizando un foto-

documentador (EZ Imager, BioRad, Hercules, CA, USA), mediante el programa 

Image™ Lab Software Versión 4.1 (BioRad, Hercules, CA, USA). El mismo programa 

nos proporcionó los pesos moleculares aproximados de cada banda de 

inmunodetección. 
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Inmunofluorescencia 

La inmunodetección de la AGC cinasa se realizó en taquizoítos extracelulares en 

reposo y con el conoide extruído así como en las etapas de invasión y proliferación 

celular. Para taquizoítos extracelulares se prepararon cubreobjetos recubiertos 

con Poli-L-lisina 2 ug/ml por 30 minutos a temperatura ambiente y se dejaron 

secar bajo la luz. Se utilizaron 1x106 taquizoítos (en reposo y con el conoide 

extruido) y se extendieron por toda el área, se dejaron reposar por 20 min. La 

inducción de la extrusión del conoide se realizó llevando los taquizoítos a un 

volumen de 100 μl e incubando con 100 μl de etanol 1 M para que quedara 0.5 M 

por 30 segundos. Los intracelulares se analizaron durante la invasión de células 

HEp-2 a diferentes etapas, por 30 minutos que representa la etapa de invasión del 

parásito, por 2 horas cuando ya se encuentra internalizado y alojado en la vacuola 

parasitófora, por 6 horas que es el periodo aproximado donde el parásito se 

comienza a replicar, por 12 horas cuando está formado el racimo de parásitos, por 

24 horas cuando se encuentra la roseta de parásitos y por 48 hrs cuando el espacio 

intravacuolar está saturado. Tanto las muestras de parásitos extracelulares como 

en las distintas etapas de invasión y proliferación celular fueron fijadas con 

paraformaldehído al 4% en PBS por 30 minutos y se lavaron 5 veces con PBS en 

agitación, posteriormente se permebilizaron con Tritón X-100 al 0.5% en PBS por 

5  minutos para extracelulares y 15 minutos para intracelulares. Posterioremente, 

las células se bloquearon con suero fetal bovino al 1% en PBS por 30 minutos y se 

incubó el anticuerpo primario α-AGC  a una dilución 1:50  toda la noche a 4°C. 

Después de 5 lavados con PBS se colocó el anticuerpo secundario α- ratón 

acoplado a FITC ó (1:100) por una hora. En el caso de los ensayos de co-

localización se adicionó el segundo anticuerpo primario que en este caso fue α-

GAP45 en una concentración 1:1000 y se incubó toda la noche a 4°C, se realizaron 

5 lavados con PBS y se colocó el anticuerpo secundario acoplado a TRITC 

(rodamina). Posteriormente se realizaron nuevamente 5 lavados con PBS y se 

tiñeron los núcleos del parásito y las células con DAPI (1 µg/ml) por 20 minutos. 

Finalmente, los cubreobjetos se lavaron con agua y se montaron en portaobjetos 

con 7 μl de Vectashield (Vector Laboratories, UK). Las laminillas fueron 
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observadas en el microscopio de fluorescencia ZEISS Axioscope 2 Mot Plus, y en 

el microscopio confocal LSM 700 ZEN 2009 ambos de Carl Zeiss Inc. 

(Gottingen,Germany). 

Gel bidimensional  

Los taquizoítos purificados obtenidos de dos ratones o de cultivo celular se lisaron 

con amortiguador de lisis para electroforesis 2-D (Urea 7 M, Tiourea 2 M, Chaps 

al 4%, DTT 60 mM, amortiguador de anfolinas pH 3-10 al 2% para tiras lineales 

de 7cm-); la proteína se precipitó con acetona a -20 °C durante al menos una 

noche. La muestra se centrifugó a 13,200 rpm durante 15 min a 4 °C, la pastilla se 

resuspendió en acetona fría, se dejó reposando a -20 °C por 5 min y se repitió el 

proceso de lavado y centrifugación por al menos tres veces, se realizó una última 

precipitación por el método de metanol-cloroformo, la proteína se resuspendió en 

amortiguador de lisis para electroforesis 2-D y se realizó la cuantificación de 

proteína mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). El volumen 

correspondiente a 120 µg de proteína se llevó a un volumen de 125 µl con 

amortiguador de rehidratación (Urea 7 M, Tiourea 2 M, Chaps al 4% y Azul de 

bromofenol). La muestra se colocó en la placa de corrida  sobre tira de 

isoelectroenfoque, posteriormente se cubrieron con con aceite mineral y se inició 

la corrida de IEF. La corrida consistió en 12 h de rehidratación pasiva a 20 °C, por 

pasos de 50V/20 min, 70V/20 min, 250V/20 min, 4,000V/2 h, 10,000V/h (IEF Cell 

Protean BioRad, Hercules, CA, USA). Una vez terminado el IFE, las tiras se 

incubaron en amortiguador de equilibrio con 1% DTT (Urea 6 M, Tris-HCl 50 mM 

pH 8.8, Glicerol al 30%, SDS al 2%, DTT al 1% y Azul de bromofenol) durante 15 

min. Posteriormente, se le retiró el amortiguador de equilibrio con DTT y se le 

colocó amortiguador de equilibrio con IAA al 2.5% (Urea 6 M, Tris-HCl 50 mM pH 

8.8, Glicerol al 30%, SDS al 2%, IAA al 2.5% y Azul de bromofenol) durante 20 min; 

la tira se lavó con agua MiliQ estéril y se colocó en un gel de poliacrilamida al 10% 

y se corrió la segunda dimensión durante 80 min a 120V. Una vez hecha la segunda 

dimensión, el gel se tiñó con azul de coomassie o bien con nitrato de plata. En otros 
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casos se transfirieron las proteínas a una membrana de nitrocelulosa para ser 

analizadas por Western Blot. 

Purificación de anticuerpos mediante cromatografía de afinidad 

Con la finalidad de concentrar y purificar los anticuerpos monoclonales contra la 

cinasa apical para posteriormente acoplarlos a perlas de sepharose 4B, se realizó 

una cromatografía de afinidad utilizando proteína A-sepharose en interacción con 

los sobrenadantes de los hibridomas o líquido de ascitis pre-clarificado por 

centrifugación por 5000 rpm/5 min. Se colocó el líquido de ascitis o 

sobrenadantes de los hibridomas en la columna y se dejó incubar por toda la 

noche a 4°C. Se lavó la columna con PBS hasta que la absorbancia a 280 nm fuera 

de cero. Para eluir los anticuerpos acoplados, se agregó glicina (0.1M, pH 2.5), se 

recuperó y se leyó la absorbancia a 280 nm. Cuando el valor de la absorbancia 

presentó un pico, que corresponde al anticuerpo purificado, se neutralizó el pH a 

7.0 con Tris base (1 M, pH 8.0). Las fracciones correspondientes al pico de 

anticuerpo se dializó contra PBS (500 ml/4º C) a través de una membrana de 

diálisis previamente preparada por ebullición en EGTA (1 mM, pH 7.0). Se hicieron 

3 cambios de PBS. Los anticuerpos purificados se guardaron en alícuotas a -20° C 

con azida de sodio al 0.1%. 

Inmunoprecipitación  

Con el fin de identificar a aquellas proteínas que pudieran estar en 

interaccionando con la cinasa apical, se realizó la técnica de inmunoprecipitación. 

Los citoesqueletos de taquizoítos se colocaron en 500 μl de buffer RIPA I (Tris-OH 

50mM pH 8.0, NP40 1 %, Tritón 1 %, NaCl 150 mM, deoxicolato de sodio 1 %, SDS 

0.1 %, EDTA 2.5 mM, PMSF, TLCK, TPCK) hasta disolver. Se cuantificó la proteína 

por el método de Bradford. Se incubó 1 mg de proteína con el AcMn contra la 

cinasa apical toda la noche a 4° C en agitación constante y suave. Se incubó el 

complejo proteína-anticuerpo con la proteína G-agarosa (40 μl/mg de proteína) 

toda la noche a 4° C. Se centrifugó el complejo proteína-anticuerpo-proteína G a 

14 000 rpm durante 10 min a 4° C, se recuperó el sobrenadante y se guardó hasta 

su uso. Se lavó el botón 2 veces con 100μl de RIPA II (Tris-OH 50 mM pH 8.0, NaCl 
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150 mM, Tritón 0.2 %, deoxicolato de sodio 0.2 %, SDS 0.02 %, PMSF, TLCK, 

TPCK), entre cada lavado se centrifugó a 14 000 rpm/10 min. El botón (el 

complejo  (antígeno-anticuerpo-perlas) se resuspendieron  en buffer de muestra 

2X  sin β-mercaptoeanol y se hirvieron durante 5 min. El sobrenadante se disolvió 

en buffer d muestra 4X sin β-mrcaptoetanol, posterioremente las muestras se 

corrieron en en geles de poliacrilamida de 5 pozos al 10 % a 120V  y los geles 

fueron, transferidos para su análisis por Western blot, o teñidos con azul de 

Coomassie para su análisis por espectrometría de masas. 

Cromatografía de afinidad para  la purificación de la  TgAGC cinasa 

Para el acoplamiento del anticuerpo monoclonal α-AGC a perlas de sepharose, se 

inchó 1 gramo de sepharose (Cyanogen bromide-activated agarose matrices, 

SIGMA-ALDRICH) con 2.5 mL de buffer de acoplamiento. Se preparó buffer de 

acoplamiento (NaHCO3 0.1M + NaCl 0.5, pH 8.35) de acuerdo a las 

especificaciones del proveedor. Las esferas de sepharose se lavaron 

consecutivamente con una solución de HCl 1mM frío por 30 min, agua destilada 

10 mL y buffer de acoplamiento 2.5 mL, se centrifugó 5 min a 1000 rpm entre cada 

lavado. En un tubo de 15 mL se interaccionaron las perlas de sepharose con el 

anticuerpo monoclonal α-AGC (650 µg) toda la noche a 4 °C en agitación suave. Al 

día siguiente se lavó la sepharose acoplada al anticuerpo con el buffer de 

acoplamiento y el sobrenadante de cuantificó para saber cuál fue la eficiencia del 

acoplamiento. Posteriormente se bloquearon los sitios activos con glicina 0.1 M 

en buffer de carbonatos pH 9.5 toda la noche 4°C en agitación suave. 

Posteriormente se montó una columna y se guardó a 4°C hasta su uso. 

Para la purificación de la AGC cinasa se preparó un extracto de citoesqueleto (10 

mg cuantificado por el método de Bradford) en una solución de extracción que 

contenía buffer de fosfatos  0.1 M, Tritón 0.5 %, Np 40 0.5%, NaCl 150 mM e 

inhibidores de proteasas TPCK, TLCK y PMSF. La proteína solubilizada en buffer 

de extracción se pasó al menos 5 veces por la columna y se dejó toda la noche a 4 

°C. La elución del antígeno se hizo después de un lavado exhaustivo de la columna 

con PBS hasta que la absorbancia fuera 0. La elución del antígeno se llevó a cabo a 
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pH alcalino empleando sucesivamente los amortiguadores Pre-strip (glicina 50 

mM pH 9.3) y Alk-strip (dietilamina 50 mM pH 11.5) de acuerdo a las lecturas de 

absorbancia de las fracciones colectadas. Las fracciones una vez eluidas se 

neutralizaron de inmediato con una solución de Tris-HCl 1 M, terminada la 

cromatografía se regeneró la columna con PBS y las fracciones colectadas fueron 

dializadas inmediatamente en contra de PBS.  

Espectrometría de masas de alta definición 

Se cortaron las bandas del patrón electroforético las cuales fueron reconocidas 

por el anticuerpo ya sea del gel unidimensional, inmunoprecipitado o purificado 

por cromatografía de afinidad, las bandas cortadas se destiñeron con solución 

decolorante (metanol 50%, ácido acético 10%), se digirieron con tripsina porcina 

modificada (Promega, Madison, WI) 20ng/μl en bicarbonato de amonio 50mM por 

10 minutos. El volumen fue reducido por evaporación en una centrífuga al vacío y 

ajustado a 20µl con ácido fórmico al 1%. Las muestras fueron desaladas por 

inyección del líquido en una columna de cromatografía Millipore® Ziptips, usando 

un gradiente lineal de acetonitrilo 2-70% y lavada con ácido fórmico al 0.1%. El 

análisis de espectrometría de masas se llevó a cabo en un equipo Waters de 

espectrometría de masas de alta definición SYNAPT G2-Si.  

Se utilizaron cuatro criterios de exclusión para la selección de las proteínas 

identificadas de interés. El primero fue que el “score” dado fuera igual o mayor a 

100, el segundo fue que el péptido no perteneciera a una secuencia “REVERSE”, el 

tercero fuera que las proteínas identificadas tuvieran al menos 3 péptidos 

detectados y por ultimó que los péptidos detectados tuvieran carga diferente a 0. 

Análisis bioinformático  

Para la búsqueda de secuencias, dominios y BLAST (Basic lineal aligment search 

tool) se utilizó la base de datos de www.ncbi.nlm.nih.gov. Para la búsqueda de 

secuencias en el genoma de Toxplasma gondii se utlizó la base de datos 

www.toxodb.org, para el análisis y modelamiento de los dominios de la AGC 
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cinasa se utilizó el programa informático “ILUSTRATOR FOR BIOLOGICAL 

SEQUENCES” disponible en la página ibs.biocuckoo.org.  

 

Resultados 
 

Caracterización bioinformática de la cinasa perteneciente a la familia AGC 

de Toxoplasma gondii.  
 

 Los resultados previos por Del Carmen et al. 2009 de inhibición de la extrusión 

de conoide con los inhibidores de PKC BIM I y Gö6983 indican que hay una cinasa 

tipo PKC en Toxoplasma gondii que participa en la extrusión del conoide. Sin 

embargo, no se encontró una PKC particular en el genoma de Toxoplasma gondii 

con los dominios propios de la isoforma α, como los son los dominios C1 de unión 

a esteres de phorbol y diacilglicerol y el dominio C2 de unión a calcio. Sin embargo, 

en su lugar se encontró una proteína homologa a esta, que fue identificada como 

una AGC cinasa. 

 Para cumplir el primer objetivo se analizó la secuencia de aminoácidos de la 

proteína perteneciente a la familia AGC cinasa con el código de acceso ToxoDB; 

TGME49_267540.  

Con base al análisis bioinformático de la secuencia de aminoácidos de esta 

proteína realizada en PROSITE (sitio web: prosite.expasy.org). El análisis mostró 

que la TgAGC cinasa presenta 3 dominios de cinasas serina/treonina, los cuales 

son: a) STKc_AGC que es el sitio conservado de las cinasas pertenecientes a la 

familia AGC, b) S_TK_X que es un sitio conservado de cinasas serina/treonina y c) 

PKC_Cterm que es el sitio carboxilo terminal de PKC. PROSITE también mostró 4 

posibles sitios de fosforilaciones: T18, S414, T419 y S808 (figura 13).  
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Adicionalmente se hizo el análisis comparativo de todas las cinasas reportadas en 

T. gondii (Tabla 1), esto para descartar que la cinasa de nuestro interés no 

estuviera reportada bajo otros nombres, cabe resaltar que no hay ninguna PKC en 

Toxoplasma gondii, y la mas parecida a la AGC cinasa es la PKG que es otra cinasa 

perteneciente a la familia AGC. Nuestro análisis indicó que a la fecha no hay 

reportada en T. gondii la información sobre alguna AGC cinasa y sobre todo con 

ubicación apical y relacionada con la extrusión del conoide. 

 

Figura 13:  Identificación de los dominios de la AGC cinasa mediante PROSITE. La 

secuencia de la AGC cinasa con ID de ToxoDB TgME49_267540 se analizó en la base de 

datos de PROSITE.  STKc_AGC; Sitio catalítico de la familia Serina/Treonina AGC cinasas, 

PKC_Cterm; Dominio C-terminal de PKC, S_TK_X; Sitio conservado de cinasas  Ser/Thr. La 

imagen fué realizada utilizando el programa informático “Ilustrator for biological 

secuences”. 

 

 

 

Tabla 1: Cinasas reportadas en Toxoplasma gondii. 
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Aislamiento del citoesqueleto 

Validación del correcto aislamiento del citoesqueleto 

Una vez hecha la caracterización bioinformática de la cinasa fue necesario validar 

el aislamiento correcto del citoesqueleto, mediante microscopia electrónica de 

transmisión (MET) a fin de poder determinar mediante los métodos de Western 

blot e inmunoprecipitación si efectivamente nuestra TgAGC cinasa estaba 

asociada a la fracción del citoesqueleto. Como se puede observar en la figura 14, 

después del tratamiento con PHEM-Tritón x se pierde el contenido citoplasmático, 

así como la membrana plasmática y únicamente queda el citoesqueleto 

subpelicular. En el inserto A se observa una amplificación de la zona apical en 

donde está ubicado el conoide, en el inserto B se observa la red subpelicular y la 

parte terminal de los microtúbulos subpeliculares (flecha), en el inserto C la zona 

electrodensa corresponde al anillo polar posterior. En el panel de la derecha se 

muestra el conoide, observándose los filamentos de tubulina que conforman esta 

estructura.  
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Otra forma de comprobar que el citoesqueleto se aisla de forma adecuada es 

mediante electroforesis en gel como se muestra en la figura 15. Los patrones 

electroforéticos del extracto total (ET), citoesqueleto (CK) y de la fracción soluble 

(Snte) son completamente diferentes, además hay bandas enriquecidas en la 

fracción de citoesqueleto que no están en el ET o Snte (flechas) y vice-versa, si 

sumanos los perfiles electroforéticos del Ck y del Snte es igual al perfil del ET, este 

resultado nos indica que estamos separando adecuadamente el CK del resto de las 

proteínas, cabe resaltar que las bandas presentes en el carril de CK y Snte son 

muchas más intensas que las presentes en el ET ya que son enriquecidos. 

 

 

 

 

 

Figura 14:  Aislamiento del citoesqueleto subpelicular de taquizoítos de T. gondii y 

observación mediante MET. Los citoesqueletos fueron teñidos y fijados en rejillas de 

níquel y observados al microscopio electrónico de transmisión JEOL 200EX (JEOL LTD, 

Japan) 
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 Para corroborar que efectivamente se tenía aislada la fracción de citoesqueleto, 

se realizaron ensayos de Wb utilizando para ello tres marcadores moleculares 

específicos: a) el primero de ellos es IMC 1 que es una proteína asociada al CMI y 

este complejo está asociado al citoesqueleto del parásito, esta proteína solo lo 

vemos como se esperaba en mi fracción de ET y en el citoesqueleto como se puede 

observar en la figura 16; b) GAP 45 es una proteínas también usada como 

marcador y que está presente en el CMI; y c) SAG1, que es una proteína específica 

de la membrana plasmática. Los resultados mostraron que IMC1 y GAP45 solo 

estuvieron presentes en la fracción del extracto total y en la fracción del 

citoesqueleto mientras que la proteína SAG1 solo estuvo en la fracción total y en 

la fracción soluble en donde están los componentes de la membrana plasmática y 

de organelos solubilizados por el tratamiento con el detergente Tritón X-100 

(Figra 16). Con esta estrategia se corroboró el correcto aislamiento de CK. 

 

 

Figura 15:  Perfil electroforético diferencial 

de la fracción de citoesqueleto. Gel de 

poliacrilamida al 10% teñido con azul de 

coomassie, en todos los carriles se aplicaron 

20 µg de proteína, PM; peso molecular, ET; 

extracto total, CK; citoesqueleto, Snte; 

sobrenadante. n=3 



 

45 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtención del anticuerpo y purificación 

En la producción del anticuerpo monoclonal anti-TgAGC cinasa se generaron al 

menos 6 clonas de hibridomas positivas. Se probaron los sobrenadantes para 

determinar el patrón de bandas reconocidas mediante Wb.  La figura 17 muestra 

los inmuno-blots realizados durante el screening de todas las clonas obtenidas sin 

titular al anticuerpo. Con todos los hibridomas evaluados, no se detectó 

reactividad con el extracto total de cerebro de rata indicando la especificidad 

hacia la molécula de Toxoplasma  

 

Figura 16:  Western blot para validar 

el aislamiento de citoesqueleto. Se 

corrió el extracto total de taquizoíto, 

citoesqueleto y sobrenadante, se 

transfirió a nitrocelulosa y se reveló 

con anti-IMC1, GAP45 y SAG 1. ET; 

extracto total, CK; citoesqueleto, 

Snte; sobrenadante. n=2 
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Se eligió el hibridoma de la clona 1B1E9B7 ya que es la que mejor estaba creciendo 

y dio una buena reactividad. Los resultados de Western blots (Figura 17) 

muestran al menos 4 bandas de interés correpondientes a los pesos moleculares 

de 130, 80, 55 y 36 kDa. Posteriormente se tituló el sobrenadante de la clona 

seleccionada en WB evaluando diferentes diluciones del anticuerpo anti TgAGC 

cinasa con el fin de determinar cuál era el título óptimo para trabajar.  Se 

analizaron 8 diluciones (figura 18), desde 1/1 hasta 1/8000 en TBS-T, se escogió 

la dilución 1/100 (encerrada en el recuadro rojo) para trabajar, porque no dio 

fondo y se vieron intensas las bandas de interés.  

 

Figura 17:  Western blot de los 6 hibridomas anti TgAGC cinasa obtenidas. Se corrió 

electroforéticamente el extracto total (ET), el citoesqueleto (CK) y como control cerebro de 

rata (CER), se transfirió en nitrocelulosa y se probaron los sobrenadantes de las 6 clonas 

obtenidas dando como resultado al menos 4 bandas; una en 130 kDa, otra en 80 kDa, una 

de 55 kDa y por ultimo una de 36 kDa. n=2 
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El anticuerpo se obtuvo en dos fuentes, aquel presente en el sobrenadante y en 

liquido de ascitis para producirlo en mayor escala. 

Purificación de anticuerpo α-AGC 

El siguiente paso fue purificar el anticuerpo anti TgAGC cinasa a partir del 

sobrenadante y de líquido de ascitis. Para ello se montó una columna de proteína 

A acoplada a sepharose.  Se pasó el líquido de anticuerpos al menos tres veces por 

la columna para después hacer la elución del anticuerpo con glicina pH 2.5. La 

figura 19 muestra el cromatograma con el pico de elución correspondiente al 

anticuerpo purificado. Para verificar que el anticuerpo purificado estuviera libre 

de impurezas se decidió correrlo en un gel de poliacrilamida al 10%  y teñirlo 

mediante la técnica de nitrato de plata dada su sensibilidad. En la figura 20 se 

muestra el resultado de la purificación en el cual se observa las bandas 

correspondientes a la cadena ligera y pesadas, es importante resaltar que la 

cantidad total de antícuerpo obtenido del líquido de ascitis fue mucho mayor por 

cada experimento (200 ug en total) que el obtenido del sobrenadante (50 ug en 

total). 

Figura 18: Titulación del anticuerpo 

anti TgAGC cinasa. Se separaron 

electroforéticamente muestras de 

citoesqueleto aislado de T. gondii 

en un gel de poliacrilamida al 10%. 

Las proteínas fueron transferidas a 

una membrana de nitrocelulosa y 

reveladas por quimioluminiscencia 

utilizando diferentes diluciones de 

sobrenadante de la clona 1B1E9B7, 

las cuales se indican en la parte 

superior de la imagen. CK: 

citoesqueleto, kDa: kilodaltones. 

n=2 
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Análisis de del epítopo del anticuerpo anti-AGC cinasa en la base de datos 

de NCBI 

Debido a que obtuvo un reconocimiento por Wb con el anticuerpo anti-TgAGC 

cinasa de al menos 4 moléculas de citoesqueleto, fue necesario descartar 

interacciones inespecíficas.  El péptido con el que se inmunizaron los ratones tiene 

la secuencia TRRGDFSPREKREA como se describió en los antecedentes, esta 

secuencia pertenece a la TgAGC cinasa aquí estudiada. Con el fin de descartar que 

dicho epítopo no estuviera en otras proteínas, se hizo un análisis de BLAST (Basic 

Figura 19:  Cromatograma de la 

purificación del anticuerpo 

1B1E9B7 (B7). Se pasó liquido de 

ascitis a través de la columna de 

afinidad y se eluyó mediante 

cambio de pH (de neutro a acido). 

El eluido se colectó en fracciones 

de 3 mL y se neutralizó de 

inmediato con Tris-Base pH 8 y se 

cuantificó por absorbancia a 280 

nm. N=10 

Figura 20:  SDS-PAGE del anticuerpo 

purificado. Se corrió 

electroforéticamente diferentes 

cantidades de anticuerpo 

observándose tanto la cadena pesada 

en el peso molecular de 50 kDa y la 

cadena ligera de 25 kDa. Gel al 12%, 

condiciones desnaturalizantes, tinción 

de nitrato de plata n=2 
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Local Alignment Search Tool) utilizando toda la base de datos de NCBI. El 

resultado (Figura 21) indica que  el epítopo únicamente está en nuestra proteína 

de interés, y también está presente en las diferentes cepas de Toxoplasma gondii. 

Este resultado es importante porque descarta posibles interacciones del 

anticuerpo con otras proteínas no deseadas. Adicionalmente, indica que el 

anticuerpo está dirigido contra el epítopo presente en la cinasa de nuestro interés 

y que las bandas encontradas por Western blot no son artificios.  

 

 

 

 

Una forma experimental para evaluar la especificidad del anticuerpo es mediante 

un ensayo de bloqueo, es decir, se incuba el anticuerpo primario, en este caso el 

Figura 21. BLAST del epítopo TRRGDFSPREKREA en la base de datos de NCBI.   
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α-TgAGC cinasa, con el péptido utilizado para inmunizar los ratones. 

Posteriormente la mezcla de anticuerpo y el péptido B7 se utiliza como anticuerpo 

primario en membranas de Wb conteniendo un extracto de citoesqueleto. El 

resultado obtenido mostró que la incubación con esta solución presentó una 

disminución de la intensidad de las bandas de acuerdo a la concentración del 

péptido adicionado sin llegar a desaparecer ya que posiblemente no se llegó al 

punto de saturación del anticuerpo. Esto evidenció que el péptido compitió por el 

anticuerpo dejando menos moléculas del anticuerpo disponibles para su reacción 

con las tiras de nitrocelulosa conteniendo el extracto de citoesqueleto enriquecido 

(Figura 22).   

 

Una vez que se determinó que el anticuerpo es específico para la cinasa en 

cuestión, el siguiente objetivo fue analizar si las proteínas alojadas en las bandas 

de 36, 55 y 80 kDa fueran proteínas únicas y no subunidades de una única 

proteína. Para descartar esta posibilidad se hizo un gel en condiciones nativas, es 

decir, se disolvieron las muestras en los buffers sin calentar y sin utilizar agentes 

Figura 22: Ensayo de bloqueo de 

anticuerpo con el antígeno (péptido 

B7). Se separaron 

electroforéticamente muestras de 

citoesqueleto aislado de T. gondii en 

un gel de poliacrilamida al 10%. Las 

proteínas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa y 

reveladas por quimioluminiscencia 

utilizando las diluciones del péptido 

B7 indicadas en la parte superior de la 

figura. CK: citoesqueleto, kDa: 

kilodaltones. n=3 
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reductores. En la figura 23 se muestra el Western blot correspondiente en el cual 

se muestra el mismo patrón de bandeo observado que cuando se hace en 

condiciones reductoras. Estos resultados mostraron tres bandas ya descritas 

anteriormente de 80, 55 y 36 kDa. Es pertinente aclarar que la banda de 80 fue la 

de menor intensidad sugiriendo una menor concentración de esta molécula. 

 

  

   

Identificación de las proteínas presentes en las bandas de 80, 55 y 36 kDa 

mediante espectrometría de masas  
Con la finalidad de identificar la cinasa apical de Toxoplasma gondii  se separaron 

electroforéticamente las proteínas en un gel de poliacrilamida al 10 % por 

duplicado, uno se transfirió a nitrocelulosa y se reveló por quimioluminicencia 

utilizando el anticuerpo monoclonal α-AGC cinasa (Figura 24 B), el gel restante se 

tiñó con azul de Coomssie. Utilizado el patrón de bandeo del Western blot, se 

Figura 23: Western blot nativo de citoesqueleto. Se aisló citoesqueleto de T. gondii en 

buffers sin agentes reductores, se separó electroforéticamente las proteínas y después se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se reveló por quimioluminiscencia. CK: 

citoesqueleto, kDa: kilodaltones. n=2 
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localizaron las bandas de reconocimiento del anticuerpo α-AGC cinasa (Figura 24 

A) y se cortaron para posterior su procesamiento para el espectrómetro de masas. 

 

 

Cuando se analizaron las proteínas por espectrometría de masas de la banda de 

36 kDa, se encontraron varias proteínas con el dominio cinasa, entre ellas ROP5, 

ROP8, ROP 35 y ROP 40, una ULK cinasa y además una casein cinasa putativa.  Se 

hizo la comparación de sus secuencias respecto a la AGC cinasa en el genoma del 

parásito y a fin de verificar su similitud se utilizó la herramienta bioinformática 

BLAST proporcionada por NCBI, sé encontró que son semejantes en una porción 

de su secuencia, sin embargo, estas moléculas no contienen el epítopo de 15 

aminoácidos que inicialmente fue utilizado para inmunizar a los ratones, lo que 

indica que de las moléculas detectadas, ninguna corresponde a la cinasa de interés 

(Tabla 2). 

En relación a la banda de 55 kDa, se encontraron 11 proteínas cinasa, de las cuales 

únicamente la ROP45 se alineó con solo 4 aminoácidos de los 14 que conforman 

el epítopo, sin embargo, está proteína es putativa y tiene un peso molecular de 61 

Figura 24: SDS-PAGE de 

citoesqueleto y su Western Blot. Se 

separaron electroforéticamente 

muestras de citoesqueleto aislado de 

T. gondii en un gel de poliacrilamida al 

10%. Las proteínas fueron 

transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa y reveladas por 

quimioluminiscencia utilizando el 

antiocuerpo α-AGC cinasa. Los 

números del panel A indican las 

bandas que se cortaron y procesaron 

para espectrometría de masas. CK: 

citoesqueleto, kDa: kilodaltones. n= 2 
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kDa, además de un punto isoeléctrico de 6.8 (Tabla 3), por lo cual no corresponde 

a la AGC cinasa de interés. 

Respecto a la banda de 80 kDa y siguiendo el mimso tipo de análisis comparativo, 

únicamente se encontraron 3 cinasas de las cuales ninguna coincidió con la AGC 

cinasa y tampoco contienen el epítopo mencionado (Tabla 4). 

Las proteínas encontradas en las bandas de 36, 55 y 80 kDa, se clasificaron como: 

putativas, de los gránulos densos, micronemos (MIC), SAG, hipotéticas, de las 

roptrías (ROP), enzimas metabólicas, de unión a ácidos nucleicos, cinasas, 

ribosomales, de choque término (HSP), asociadas a tRNA, fosfatasas, proteasas, 

factores de traducción, relacionadas a actina y factor de elongación (Figuras 25 a 

la 27). 

 

 
Tabla 2: Cinasas encontradas en la banda de 36 kDa. Se hizo el análisis mediante 

BLAST a las cinasas encontradas en la banda de 36 kDa, los resultados se muestran en 

porcentaje de cobertura e identidad con la AGC cinasa y el péptido (epítopo) así como su 

peso molecular.  
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Tabla 3: Cinasas encontradas en la banda de 55 kDa. Se hizo el análisis mediante 

BLAST a las cinasas encontradas en la banda de 36 kDa, los resultados se muestran en 

porcentaje de cobertura e identidad con la AGC cinasa y el péptido (epítopo) así como su 

peso molecular. 
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Tabla 4: Cinasas encontradas en la banda de 80 kDa. Se hizo el análisis mediante 

BLAST a las cinasas encontradas en la banda de 36 kDa, los resultados se muestran en 

porcentaje de cobertura e identidad con la AGC cinasa y el péptido (epítopo) así como su 

peso molecular.  
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Figura 25:  Clasificación de las 159 proteínas encontradas en la banda correspondiente 

al peso molecular de 36 kDa.  
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Figura 26:  Clasificación de las 196 proteínas encontradas en la banda correspondiente 

al peso molecular de 55 kDa.  
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Figura 27:  Clasificación de las 598 proteínas encontradas en la banda correspondiente 

al peso molecular de 80 kDa.  
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Inmunoprecipitación en condiciones reductoras y nativas 
 

Con la finalidad de identificar posibles complejos moleculares asociados a la 

cinasa, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación (IPP) en citoesqueletos 

aislados utilizando el AcMn anti-TgAGC purificado. En un primer intento, se 

colocaron el pellet y el sobrenadante de la inmunoprecipitación en un buffer 

reductor (figura 28, panel izquierdo). Cuando se intentó identificar mediante 

ensayos de Western blot, , se observó que la cadena pesada del AcMn (PM 50 kDa) 

enmascaraba la presencia de la banda de la TgAGC cinasa de 55 kDa. 

 

 

 

 

 

Para evitar la interferencia causada por la cadena pesada del anticuerpo, se 

colocaron las proteínas en un buffer no reductor y así el anticuerpo quedó íntegro 

en un peso molecular aproximado a 150 kDa, permitiendo la detección de la 

Figura 28. Inmunoprecipitación de la TgAGC cinasa en citoesqueletos aislados. A) Gel de 
poliacrilamida teñido con azul de Coomassie; las muestras se colocaron en buffer reductor.  
B) El gel de poliacrilamida se transfirió y se revelo por quimioluminiscencia utilizando el 
anticuerpo purificado: las muestras se colocaron en buffer reductor. IPP, 
inmunoprecipotado; Ck, citoesqueleto; Snt, sobrenadante; kDa, peso molecular. n=2 
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TgAGC cinasa mediante electroforesis en gel y Western blot, también permitió 

procesar las bandas que fueron cortadas para procesarlas para espectrometría de 

masas, las bandas cortadas corresponden a los pesos moleculares de 80, 55, 46 y 

36 kDa (Figura 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Inmunoprecipitación nativa de TgAGC cinasa en citoesqueletos aislados. A) Gel 
de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie; las muestras se colocaron en buffer no 
reductor.  B) El gel de poliacrilamida se transfirió y se reveló por quimioluminiscencia 
utilizando el anticuerpo purificado: las muestras se colocaron en buffer no reductor. Los 
números indican las bandas que fueron cortadas del gel correspondiente con la finalidad de 
procesarlas para hacer la identificación por espectrometría de masas. IPP, 
inmunoprecipitado; Ck, citoesqueleto; Snt, sobrenadante; kDa, peso molecular. n=3 
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Análisis del inmunoprecipitado de citoesqueleto mediante espectrometría 

de masas 
 

Con la finalidad de identificar los posibles complejos moleculares que está 

formando la AGC cinasa se hizo inmunoprecipitaciones en condiciones no 

reductoras. En la figura 29 se indican en recuadros blancos las bandas procesadas. 

Los resultados de espectrometría de masas no mostraron alguna cinasa, sin 

embargo, las proteínas observadas pertenecen mayoritariamente a las roptrías y 

citoesqueleto (Figura 30).  

 

 

 

 

Figura 30:  Gráfica de pastel de las proteínas encontradas en el inmunoprecipitado de 

citoesqueleto.  Se encontraron un total de 32 proteínas en esta banda, las cuales se 

clasificaron dentro de los rubros indicados.  
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Geles bidimensionales 
 

Con la finalidad de identificar si las proteínas alojadas en las bandas de 80, 55 y 

35 kDa pertenecen a proteínas únicas o son varias, se hizo un gel bidimensional 

así como un WB. En el gel teñido con azul de Coomassie se detectaron 

aproximadamente 25 spots, después de hacer la transferencia y la 

inmunodetección revelada por quimioluminiscencia, se identificó un spot en 80 

kDa, uno más en el peso de 55 kDa y al menos cuatro spots en el peso molecular 

de 36 kDa, todas con diferente punto isoeléctrico (Figura 31). 

 

 

 

Purificación de la AGC cinasa 

Para cumplir con el último objetivo planteado, es decir, la purificación de la AGC 

cinasa para después ser identificada mediante espectrometría de masas, se acopló 

Figura 31. Perfil electroforético 2D de citoesqueleto de Toxoplasma gondii. A) El gel 2D 

se tiñó con azul de Coomassie. B) El gel 2D se trasfirió a una membrana de nitrocelulosa y 

se reveló por quimioluminiscencia. En ambos casos la primera dimensión se corrió en un 

gradiente de pH 3-10, la segunda dimensión SDS-PAGE al 10%. Pi; punto isoeléctrico, PM; 

peso molecular, kDa; kilodaltones. n=2 
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0.8 mg de AcMn α-AGC  a esferas de sefarosa 4B activadas. Se obtuvo una eficiencia 

de acoplamiento de 99%, basado en la cantidad de la proteína inicial y en la final. 

Posteriormente se pasaron 10 mg del antígeno (citoesqueleto) disuelto en uns 

solución que contenía buffer de fosfatos 0.1 M, Tritón 0.5%, Np 40 al 0.5%, NaCl 

15 mM e inhibidores de proteasas. Al siguiente día se hizo la elución del antígeno 

mediante cambio de pH a alcalino con glicina pH 9.5 y dietilamina 50mM pH 11.5. 

En la figura32 se puede observar el espectro de elución de la TgAGC cinasa. Las 

fracciones colectadas corresponden de la 8 a la 10. 

 

 

La proteína purificada fue inmediatamente dializada contra PBS, después se 

precipitó mediante la técnica cloroformo-metanol para posteriormente separarla 

por electroforesis en gel y Western blot. En el gel teñido con nitrato de plata, en 

los carriles correspondientes a la elución de antígeno con dietilamina pH 11.5 

(Pico de elución), se observan al menos tres bandas; una de 80 kDa, una 

minoritaria en 55 kDa y otra más en 36 kDa, las cuales están encerradas en los 

cuadros blancos, mismas que fueron procesadas para espectrometría de masas 

Figura 32. Purificación de la AGC cinasa por columna de afinidad. Espectro de elución de 

la AGC cinasa de citoesqueleto de Toxoplasma gondii.  En el recuadro rojo se señalan las 

fracciones colectadas correspondiente a la proteína purificada. n=2 
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para su identificación. De  esas tres bandas la que fue detectada mediante Western 

blot con el anticuerpo contra la cinasa fue únicamente la de 80 kDa (Figura 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Separación electroforética de la AGC cinasa purificada y su detección por 

Western blot.  A) Corresponde a los geles de PAGE-SDS de las fracciones obtenidas 

después de al cromatografía de afinidad con el Ac anti-TgAGC cinasa. La molécula 

purificada mediante columna de afinidad (fracción 8-10) se precipitó con metanol-

cloroformo, se separó electroforéticamente y se transfirió a una membrana de 

nitrocelulosa y se reveló por quimioluminiscencia. Los recuadros blancos indican las 

bandas que se cortaron y se procesaron para espectrometría de masas.El inserto B) 

corresponde al Western blot con el anti TgAGC cinasa en la fracción de citoesqueleto (CK).  

en el lavado o pre-elución a pH 9.5 y en las fracciones eluidas a pH 11.5. n=2 
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Análisis del purificado mediante cromatografía de afinidad de 

citoesqueleto mediante espectrometría de masas 
 

Con el fin de identificar y caracterizar la cinasa apical de Toxoplasma gondii, se 

purificó 1 mg de anticuerpo monoclonal mediante cromatografía de afinidad con 

perlas de sepharose acopladas a proteína A. Los anticuerpos monoclonales 

purificados se conjugaron a sepharose 4B activada y se realizó una cromatografía 

de afinidad. Se hizo pasar el antígeno por la columna, después de una serie de 

lavados con PBS se hizo la elución de antígeno a pH 11.5 para su posterior 

detección mediante electroforesis en gel y Western blot, la única banda obtenida 

(80 kDa) mediante Western Blot se procesó para espectrometría de masas, la 

proteína encontrada mediante esta herramienta se representa en la Figura 34. 

En el eluido de la columna de afinidad se encontraron 92 proteínas las cuales 

fueron alineadas en contra de la AGC cinasa y del péptido B7, para así encontrar 

aquella que cumpliera con los parámetros establecidos para su identificación, es 

decir que tuviera un porcentaje alto de identidad con la AGC cinasa y que además 

presentará el epítopo completo de 14 aminoácidos. En la tabla 5 se presentan 

todas las proteínas de esta banda que presentaron al menos 5 aminoácidos de 

identidad mediante BLAST con el epítopo. 

A todas las proteínas putativas, hipotéticas y las reportadas que se encontraron 

en los complejos moleculares de inmunoprecipitación, así como de la 

cromatografía de afinidad, se realizó el análisis en detalle mediante BLAST de 

todas las cinasas encontradas en la banda de 36, 55 y 80 kDa. En la tabla 6 se 

muestran algunas proteínas que aunque no tengan relación con mi cinasa apical 

presentan al menos 5 aminoácidos en alineaciones de aminoácidos continuos o 

discontinuos de los 14 que representa el epítopo completo. 
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Figura 34:  Clasificación de las 92 proteínas encontradas en el purificado mediante 

cromatografía de afinidad.  
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Tabla 5: Proteínas en el purificado mediante cromatografía de afinidad que 

presentan similitud con el epítopo. Se hizo el análisis mediante BLAST a las proteínas 

encontradas mediante espectrometría de masas, los resultados se muestran en 

porcentaje de cobertura e identidad con la AGC cinasa y el péptido (epítopo) así como su 

peso molecular.  
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Tabla 6: Proteínas en el citoesqueleto de Toxoplasma gondii que comparte 

similitud con el epítopo de 14 aminoácidos. Se hizo el análisis mediante BLAST a las 

proteínas encontradas mediante espectrometría de masas, se muestra su función, así 

como su peso molecular.  
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Discusión  
 

 Toxoplasma gondii es un parásito oportunista importante que infecta a casi todos 

los animales de sangre caliente, causando enfermedades neurológicas y oculares 

congénitas, especialmente en seres humanos inmunocomprometidos. Los 

fármacos terapéuticos disponibles son hipersensibles y tóxicos, y no hay vacuna 

disponible para bloquear la transmisión de este parásito. Por lo tanto, se necesitan 

con urgencia medicamentos más seguros y eficaces para tratar la toxoplasmosis. 

 Las proteínas cinasas en T. gondii son esenciales para la perpetuación de su 

especie ya que están implicadas en procesos como invasión, proliferación, 

diferenciación y patogénesis.  

En estudios realizados en nuestro laboratorio por González del Carmen y 

colaboradores demostró que el tratamiento con inhibidores específicos a PKC BIM 

I y Gö6983 se disminuye tanto la capacidad para extruir el conoide y  su 

invasividad (Del Carmen et al. 2009), además utilizando anticuerpo dirigidos 

contra PKC humana, se determinó por Western blot la presencia de una proteína 

tipo PKC en T. gondii. La búsqueda de dicha PKC en Toxoplasma utilizando 

herramientas bioinformáticas, no arrojó una PKC convencional con similitud de 

secuencia y estructural a la descrita para las PKC de mamífero. En contraste se 

encontró una AGC cinasa en el genoma del parásito. No se descarta la posibilidad 

de que el genoma de T. gondii no esté completamente anotado y por lo tanto exista 

una PKC en Toxoplasma con base en su sensibilidad a los inhibidores específicos 

como son el BIM i y Gö6983 en procesos como la extrusión del conoide. 

No todos los protozoarios parásitos presentan proteínas cinasas del tipo PKC; en 

algunos protozoarios como Leishmania y Entamoeba histolytica se han 

identificado proteínas similares a PKC que intervienen en la regulación de Na-ATP 

asas, bombas de sodio localizadas en la membrana plasmática que se encargan de 

mantener una baja concentración de sodio intracelular, estas PKC se caracterizan 

por tener propiedades características de las PKC clásicas como sensibilidad a 
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esteres de phorbol, actividad  in vitro sobre péptidos sintéticos e inhibición con 

fármacos como la calfostina C.   

Los resultados de inhibición, invasión y proliferación con los inhibidores 

específicos para PKC y la aparente ausencia de una PKC en toxoplasma sugiere que 

los sitios blancos de dichos inhibidores podrían ser otras cinasas como PKG, que 

pertenece a la familia de las AGC cinasas. 

Con la finalidad de caracterizar la AGC cinasa de Toxoplasma fue importante 

generar anticuerpos monoclonales con afinidad y selectividad específica para la 

cinasa a fin de poder caracterizarla descartando posibles reacciones inespecíficas 

o cruzadas con otras moléculas. Para ello se eligió una secuencia peptídica que 

sólo estuviera presente en la molécula AGC cinasa de Toxoplasma pero no en otras 

moléculas descartando posibles reacciones inespecíficas o cruzadas con otras 

proteínas. Para ello se eligió una secuencia peptídica que sólo estuviera presente 

en la molécula de AGC cinasa de Toxoplasma pero no en otras proteínas. En el 

díseño de péptidos mediante métodos bioinformáticos se buscó que tuviera un 

epítopo altamente inmunogénico y además que estuviera accesible para el 

anticuerpo, además se le incluyeron MAPs (Multiple Antigen PEptides) que 

contribuyeron en su antigenicidad. Los anticuerpos generados sólo reconocieron 

por Western blot a la proteína de Toxoplasma pero no reconoció a proteínas 

presentes en la fracción de cerebro. De todas las clonas obtenidas se escogió la B7 

ya que estaba creciendo con mayor facilidad y además mostraba un buen patrón 

de bandeo por Western blot. Dentro de las bandas reconocidas por Western blot 

encontramos la de 130, 80, 55 y 36 kDa, lo que sugiere: a) la existencia de varias 

proteínas que comparte el mimo epítopo, b) la molécula nativa de la Tgcinasa se 

procesa para dar lugar a bandas de menor peso molecular que además tuvieran el 

mismo epítopo, y c) que el anticuerpo fuera inespecífico. Para descartar esta 

última posibilidad se hizo el alineamiento (BLAST) del péptido (epítopo) que 

reconoce el anticuerpo. Este alineamiento se hizo en toda la base de NCBI, los 

resultados (Figura 21) mostraron que esa secuencia de 14 aminoácidos 

únicamente está en una sola proteína que corresponde a mi molécula de estudio, 
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quedando descartada que el epítopo completo (de 14 aminoácidos) se encuentre 

intacto en más proteínas; asimismo, para descartar la especificidad del anticuerpo 

se hizo el ensayo de bloquear el anticuerpo B7 con el péptido con el que se 

inmunizaron los ratones, se utilizaron 3 concentraciones de péptido (10, 30 y 50  

ng/mL), como se muestra en la  (figura 22) claramente se ve como disminuye la 

intensidad de las bandas de acuerdo al aumento de la concentración de péptido, 

esto quiere decir que las proteínas que reconoce el anticuerpo B7 son especificas 

ya que si fuera alguna interacción inespecífica (es decir que reconociera otra 

secuencia y no la deseada) las bandas no se verían afectadas, quedando así 

demostrado que el anticuerpo es específico. 

Otra posibilidad es que las proteínas de alto peso molecular como la de 130 y 80 

kDa se escindieran por alguna razón desconocida, dando lugar a las bandas de 

bajo peso molecular. Para descartar esta posibilidad, se separaron 

electroforéticamente fracciones de citoesqueleto aislado de T. gondii, en la figura 

23 se puede observar que se siguen conservando las mismas bandas que cuando 

lo hacemos en condiciones reductoras lo que quiere decir que el anticuerpo B7 

reconoce al menos 3 variantes de una proteína cinasa perteneciente a la familia 

AGC. En un primer intento de identificar y caracterizar la cinasa, se separó 

electroforéticamente el citoesqueleto aislado de T. gondii, se realizó Western Blot 

y se localizaron las bandas reconocidas por el anticuerpo α-AGC cinasa y se 

procesaron para espectrometría de masas. Aunque no fue posible encontrar una 

cinasa que se pareciera en secuencia a la AGC cinasa, si se encontraron varias 

cinasas de otra naturaleza, interesantemente también se encontraron proteínas  

que comparten al menos 4 aminoácidos del epítopo de 14 (TRRGDFSPREKREA, 

Tabla 6), sin embargo esto no indica que se trata de la molécula de nuestro interés, 

pero si representan moléculas a las cuales el anticuerpo podría reconocer en 

fortma inespecífica, resultando en bandas adicionales detectadas por Western 

Blot, lo que explicaría porque tenemos bandas adicionales a las banda de 80 kDa.  

Otro de los objetivos del presente proyecto fué analizar las proteínas con las 

cuales la cinasa apical está interactuando tal vez a través de la formación de 
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complejos moleculares. Para ello se realizó una inmunoprecipitación en 

condiciones no reductoras, en la figura 29 se muestra este resultado y como se 

puede observar, aparecieron bandas extras a las ya anterior observadas, esto 

podría deberse a los complejos que forma la AGC cinasa. Para su identificación, las 

bandas fueron cortadas y procesadas para su análisis e identificación mediante 

espectrometría de masas.   En cuanto a las proteínas identificadas a partir del 

inmunoprecipitado de citoesqueleto utilizando el anticuerpo α-AGC cinasa, 

encontramos principalmente proteínas de las roptrías, citoesqueleto, además de 

los micronemos y relacionadas con actina (Figura 30), este resultado es muy 

interesante ya que como reportó Sánchez Barajas en su tesis de maestría la cinasa 

tiene una localización apical donde se encuentra el conoide, por lo cual la cinasa 

podría estar anclada al conoide que forma parte del citoesqueleto, esto explicaría 

porque en los resultados de Western Blot la AGC cinasa está enriquecida en la 

fracción de citoesqueleto. Al encontrar proteínas de roptrías sugeriría que 

posiblemente se encuentra asociada de alguna manera a este organelo apical. 

Además, y no menos importante, se encontraron proteínas relacionadas al 

sistema actina-miosina, aunque no se encontró miosina en el inmunoprecipitado 

si se encontró en el purificado por cromatografía de afinidad, esto indica que la 

extrusión del conoide es un evento que podría depender directamente del sistema 

actina-miosina en la cual podría estar implicada la AGC cinasa. En este sentido el 

generar la cepa Knock Out para esta cinasa nos permitiría determinar su 

verdadero papel en el proceso de motilidad y extrusión del conoide. A pesar de 

estos resultados no se encontró una cinasa con las características deseadas. 

Otra forma de identificar la molécula es separándola mediante un gel 

bidimensional, para ello se separó 120 ug de proteína total de citoesqueleto de T. 

gondii de acuerdo a su punto isoeléctrico mediante isoelectroenfoque y 

posteriormente se separó por peso molecular. En la figura 31 se observa en el gel 

teñido por Coomassie (panel A). Los spots corresponden a proteínas individuales, 

en el panel B se muestra el Western blot correspondiente. En el Western blot  se 

observa un spot en el peso molecular de 80 kDa, otro más en el peso de 55 kDa y 
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al menos 4 spots en el peso de 36 kDa, este resultado indica que las bandas 

observadas anteriormente no corresponden a proteínas únicas, o bien que están 

siendo modificadas de alguna manera. Las modificaciones postraduccionales más 

comúnes son fosforilaciones, glicosilaciones, ubiquitinizaciones, nitrosilaciones, 

metilaciones, acetilaciones, lipidaciones y proteólisis, de todas ellas considero que 

las modificaciones de las proteínas alojadas en la banda de 36 kDa son 

fosforilaciones, en primer lugar porque solo se ve afectado el punto isoeléctrico y 

no el peso molecular, la segunda razón es porque las cinasas son activadas 

mediante fosforilaciones, por lo que podríamos estar hablando de diferentes 

niveles de activación.  

Para la purificación de la cinasa se desarrolló una cromatografía de afinidad, 

utilizando perlas de sepharose 4B activadas acopladas al anticuerpo monoclonal 

B7. Los resultados mostraron tres bandas en los pesos de 80, 55 y 36 kDa, las 

cuales aparentemente corresponden a las proteínas purificadas. El análisis por 

Western blot con el AcMn B7 reconoció solo la banda de 80 kDa. Una posible 

explicación de los resultados referentes a la presencia de 3 moléculas en los 

ensayos de Western blot pero solo una molécula en el purificado por columna de 

afinidad es la siguiente: en los Western blot en los cuales se le pasa extracto total 

o citoesqueleto, el epítopo de 14 aminoácidos seleccionado para generar el 

anticuerpo, está presente íntegro y expuesto en la proteína TgAGC cinasa. Existe 

la posibilidad de  que pequeñas secuencias de 4-6 aminoácidos de este péptido de 

14 aminoácidos estén presentes en otras proteínas no relacionadas con la TgAGC 

cinasa y que incluso se encuentre localizada en una parte donde no está accesible 

en su forma nativa, es decir, podría estar presente en su interior donde no es 

accesible por el anticuerpo, pero cuando se separa electroforéticamente dicha 

proteína se lineariza y el  epítopo se expone, quedando accesible a ser reconocido 

por el anticuerpo monoclonal B7. Es pertinente mencionar que el sitio de 

reconocimiento de un anticuerpo (parátopo) puede reconocer epítopos o 

secuencias desde 4-6 aminoácidos por lo que no es necesario tener los 14 

aminoácidos del epítopo. Por otro lado cuando se pasan las proteínas de 
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citoesqueleto a través de la columna de afinidad, estas se encuentran en su forma 

nativa, uniéndose el anticuerpo a aquellos epítopos que únicamente estén 

expuesto en la proteína nativa, es decir, solo la TgAGC cinasa. Cuando se eluyó la 

columna únicamente se detectó la banda de 80 kDa, eliminadas por el lavado 

aquella proteína con baja afinidad y que corresponde al peso molecular de 36 y 

55 kDa. En consecuencia es muy posible que las bandas de 36 y 55 kDa 

correspondan a proteínas no relacionadas a la TgAGC  cinasa  similar a la PKC alfa 

humana.  

De acuerdo al análisis de las proteínas presentes en el purificado mediante 

cromatografía de afinidad se encontraron varias proteínas que comparten de 4-6 

aminoácidos, de entre ellas está una proteína (código de ToxoDB; 

TGME49_212300) que tiene un peso de 75 kDa y un punto isoeléctrico teórico de 

6.47, semejante al spot de 80 kDa observado en el gel bidimensional; sin embargo, 

el alineamiento no mostró una cobertura ni identidad significativo para afirmar 

que se trata de la molécula de estudio.  

Considero que la razón por la cual no se pudo detectar o aislar a la cinasa de 

nuestro interés pudo deberse a que algunos residuos del epítopo se encuentra 

parcialmente presente en muchas más proteínas en Toxoplasma gondii, además 

de la proteína de estudio. Estas proteínas al momento de hacer una 

inmunoprecipitación o cromatografía de afinidad por su abundancia podrían 

competir con la AGC cinasa por el anticuerpo α-AGC ocupando los sitios de 

reconocimiento de los anticuerpos impidiendo o empobreciendo su purificación 

e impidiendo su posterior detección mediante espectrometría de masas. Además, 

como se ha visto por inmunoflourescenacia únicamente se encuentra en la zona 

del conoide por lo que el número de proteínas es minoritario complicando aún 

más su detección. Además de que las proteínas con el epítopo parcial podrían 

ocupar el sitio activo del anticuerpo, ellas también podrían interactuar al mismo 

tiempo con otras proteínas formando complejos, limitando aún más el 

inmunoprecipitado o el purificado por cromatografía de afinidad. 
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Es importante continuar con el estudio de esta cinasa, ya que como se ha visto 

anteriormente, todo indica que está implicada en la regulación de la extrusión del 

conoide que como se sabe, es un evento crucial para la invasión, por lo que en un 

futuro el diseño de un Knock Out, purificación y la generación de la proteína 

recombinante ayudaría a entender con mucha más claridad su función específica 

en Toxoplasma. La cristalización de dicha molécula permitiría conocer su 

estructura real y determinar las moléculas con las que interacciona, además de 

que por su existencia única solo en Toxoplasma pero no en la célula hospedera, 

sería una blanco para el diseño de un fármaco para combatir la Toxoplasmosis  en 

humanos y a nivel veterinario. 

Como parte final de este proyecto fueron analizadas mediante espectrometría de 

masas tanto las bandas del inmunoprecipitado y el purificado mediante 

cromatografía de afinidad, aunque los resultados son prometedores se necesitan 

corroborarse mediante otras técnicas de purificación. 
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Conclusiones 
 

 

• Toxoplasma gondii presenta en su genoma un cinasa tipo PKC 

perteneciente a la familia AGC. Presenta el dominio cinasa conservado. 

Según el estudio bioinformático tiene cuatro sitios de fosforilación, que 

coinciden con los 4 spots encontrados en el bidimensional. 

 

• La AGC cinasa está presente en extractos totales de Toxoplasma gondii y se 

encuentra enriquecida en la fracción de citoesqueleto de taquizoítos. 

 

 

• Mediante inmunoprecipitación e identificación por espectrometría de 

masas se determinó que la AGC cinasa está asociada principalmente con 

proteínas de citoesqueleto, relacionadas con actina, de las roptrías y de los 

micronemos.  Dicho resultado apoya la teoría que la AGC cinasa está 

anclada al citoesqueleto y explica porque la cinasa se encuentra 

enriquecida en la fracción del citoesqueleto. 

 

• En el inmunoprecipitado se identificó proteínas relacionadas a actina 

como la miosina. Dado que la extrusión del conoide depende del sistema 

actina-miosina es posible que la cinasa tenga una participación directa 

sobre este proceso dinámico. 

 

• Se logró purificar la AGC mediante cromatografía de afinidad; sin embargo, 

no se logró obtener la identidad de dicha molécula mediante 

espectrometría de masas. 
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Perspectivas 
 

• Emplear otros métodos de purificación como el sistema Rotofor para 

obtener la molécula con mayor pureza, facilitándose así su detección por 

espectrometría de masas. 

 

•  Una vez que se tenga la molécula purificada evaluar su actividad in vitro, 

para hacer su caracterización bioquímica (fosforilaciones, sustratos, 

cofactores, pH optimo, inhibidores). 

 

 

• Por otro lado, una vez que se tenga la molécula purificada hacer el cristal 

para conocer su estructura tridimensional y facilitar el estudio de sus 

interacciones con otras moléculas, así como con fármacos. 

 

• Una vez que esté completamente caracterizada hacer el knock-out para 

determinar su función específica en Toxoplasma gondii. 
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