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Il. RESUMEN

El parésito intracelular obligado Toxoplasma gondii infecta a todos los animales de sangre
caliente incluyendo al humano. En condiciones de estrés T. gondii se diferencia de taquizoito a
bradizoito, con la modificacién de la vacuola parasitéfora (VP) a un quiste tisular. Al interior
de los quistes, los bradizoitos pueden persistir en forma latente durante toda la vida del
hospedero, desempefiando un papel fundamental tanto en la transmision, como en la
reactivacion de este protozoario. Dentro los quites, los bradizoitos se encuentran rodeados por
una pared quistica rica en carbohidratos y rodeada por una membrana que aparentemente deriva
de la membrana de la vacuola parasitéfora (MVP), aunque la composicion y funcion de estas
estructuras no se conocen del todo. Las pirofosfatasas inorganicas (PPasa) participan en el ciclo
energético y son esenciales para el crecimiento y la supervivencia de los organismos y se ha
reportado que T. gondii posee dos PPasas, una pirofosfatasa citosélica (TgPPasa) y una
pirofosfatasa membranal translocadora de protones (TgVP1). La TgPPasa regula el nivel
citosdlico del PPi en el paréasito y se esta involucrada en la fosfofructo-1-fosfotransferasa (PFK)
dependiente de PPi, ademas, se encuentra estudiada su estructura molecular. Mientras que la
TgVP1 se encuentra asociada a la MVP y a los acidocalcisomas. Sin embargo, a la fecha, no se
ha reportado la presencia y distribucién de las PPasas en el estadio de quiste. Debido a que la
membrana quistica proviene de la membrana vacuolar, en el presente trabajo se caracterizo la
presencia y distribucion de las PPasas en el proceso de enquistamiento in vitro y, en quistes de
la cepa ME49 de T. gondii. Para ello, se disefiaron péptidos inmunogénicos para la TgPPasa y
la TgVP1, obteniendo anticuerpos policlonales de ratén. Los sueros inmunes fueron validados
mediante inmunoblot, detectando los pesos moleculares correspondientes a los péptidos y a las
proteinas nativas a partir de extractos de taquizoitos. Con los sueros inmunes respectivos, se
caracterizo6 la distribucion topologica de ambas PPasas por microscopia de fluorescencia y
confocal en parasitos extracelulares y en parasitos en proliferacion intracelular. También se
estudio la distribucion de las PPasas en quites inducidos in vitro, por exposicion con IFN-y y
en quistes tisulares aislados de cerebros de ratones con encefalitis toxoplasmica. Se encontrd
en ambos tipos de quistes, a la TgPPasa al interior de los bradizoitos, mientras que la TgVP1
se identificd asociada a la pared quistica, muy probablemente a la membrana vacuolar. Ademas,
se evalud el proceso de enquistamiento, en presencia de inhibidores especificos para ambas
PPasas. Se encontrd que solo la TgVP1, ademas de funcion metabdlica descrita, también

contribuyd en el proceso de enquistamiento de T. gondii.

[3]



I11. ABSTRACT

The obligate intracellular parasite Toxoplasma gondii infects all warm-blooded animals
including humans. Under stress conditions T. gondii differentiates from tachyzoite to
bradyzoite, with modification of the parasitophorous vacuole (PV) to a tissue cyst. Within the
cysts, bradyzoites can persist latently throughout the life of the host, playing a key role in both
transmission and reactivation of this protozoan. Within the chitins, bradyzoites are surrounded
by a cystic wall rich in carbohydrates and surrounded by a membrane apparently derived from
the membrane of the parasitophorous vacuole (PVM), although the composition and function
of these structures are not fully understood. Inorganic pyrophosphatases (PPases) are involved
in the energy cycle and are essential for the growth and survival of organisms and T. gondii has
been reported to possess two PPases, a cytosolic pyrophosphatase (TgPPase) and a membrane
proton translocating pyrophosphatase (TgVP1). TgPPase regulates the cytosolic level of PPi in
the parasite and is involved in PPi-dependent phosphofructo-1-phosphotransferase (PFK), and
its molecular structure has been studied. While TgVP1 is associated with MVP and
acidocysosomes. However, to date, the presence and distribution of PPases in the cyst stage has
not been reported. Since the cystic membrane is derived from the vacuolar membrane, the
present work characterized the presence and distribution of PPases in the cyst stage in vitro and
in cysts of T. gondii strain ME49. For this purpose, immunogenic peptides were designed for
TgPPase and TgVP1, obtaining mouse polyclonal antibodies. Immune sera were validated by
immunoblotting, detecting the molecular weights corresponding to the peptides and native
proteins from tachyzoite extracts. With the respective immune sera, the topological distribution
of both PPases was characterized by fluorescence and confocal microscopy in extracellular
parasites and in intracellularly proliferating parasites. We also studied the distribution of PPases
in cysts induced in vitro, by exposure with IFN-y and in tissue cysts isolated from brains of
mice with toxoplasmic encephalitis. In both types of cysts, TgPPase was found inside the
bradyzoites, while TgVP1 was identified associated with the cystic wall, most likely the
vacuolar membrane. In addition, the encystment process was evaluated in the presence of
specific inhibitors for both PPases. It was found that TgVP1 alone, in addition to the metabolic

function described, also contributed to the T. gondii encystment process.
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1. INTRODUCCION

La diferenciacion de Toxoplasma gondii, es un proceso obligado como parte de las distintas
etapas de su ciclo de vida entre la célula hospedero y el propio parasito (Sibley et al., 2009).
Este protozoario posee un complejo apical que le permite invadir y proliferar en todas las
celulas nucleadas de organismos de sangre caliente, por lo que es clasificado como un parésito
Apicomplexa y su ciclo de vida incluye tanto la reproduccién sexual como la asexual. (Hunter
& Sibley, 2012). Presenta tres diferentes estadios que estan relacionados con el desarrollo de la
infeccion: a) los taquizoitos, una forma altamente invasiva y proliferativa localizada dentro de
vacuolas parasitoforas (VP); b) los bradizoitos, una forma proliferativa lenta, presente en
quistes tisulares y ¢) los esporozoitos, una forma presente en ooquistes maduros (Cruz-Miron
etal., 2021).

En lainvasion celular, los parasitos de T. gondii realizan movimientos de deslizamiento basados
en actina-miosina sobre la membrana de la célula hospedero. La adhesion del parasito en la
membrana de la célula hospedero, esta regulada por la secrecion de proteinas a partir de los
micronemos (adhesinas) y su respectivo reconocimiento, a través de receptores en la célula
hospedero. Durante la invasion, el parasito invagina la membrana plasmatica (MP) de la célula
hospedero creando una VP, para lo cual, requiere la secrecion, temporalmente coordinada de
proteinas desde los micronemos y las roptrias (proteinas RON); (Fox et al., 2019). Una vez
instalada dentro de la célula hospedero, la VP es rodeada por los filamentos intermedios y los
microtUbulos de la célula hospedero, al interior de la VP, el paréasito secreta el contenido de los
granulos densos (GRA y GRA-like) permaneciendo solubles dentro de la VP o incorporandose
a las membranas de la red intravacuolar (IVN), a la membrana de la vacuola parasit6foras

(MVP), al citoplasma o al nacleo de la célula hospedero (Fox et al., 2019).

Como resultado de la proliferacion del parasito en el organismo, se excretan/secretan
componentes del parasito que son detectados por el sistema inmunitario de defensa del
hospedero, generando la activacion de una respuesta inmune con la produccién de anticuerpos
(no protectores) asi como la activacién de células T, con liberacién de citocinas como el
interferon gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), entre otras. La presencia
de IFN-y es detectada, mediante un mecanismo aun no descrito, por los taquizoitos
intracelulares activando su diferenciacion a la forma del bradizoito y generando un quiste tisular
(Cruz-Mirdn, 2021). El quiste tisular es una estructura redondeada rigida, rica en carbohidratos

gue genera una cubierta tipo quitinosa resistente a los ataques por cualquiera de los mecanismos
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efectores de la respuesta inmune tanto celular como molecular, asi como al efecto de farmacos
anti-parasitarios. El parasito vive en forma de bradizoito al interior del quiste tisular, en los
diferentes tejidos, por practicamente toda la vida del hospedero.

A partir del estudio ultraestructural del desarrollo y formacion de quites tisulares de T. gondii
en cerebro de ratones, se dilucido que la pared del quiste tisular se desarrolla como parte de una
adaptacion del revestimiento de la VP con estructuras tubulares por debajo de la pared quistica
(Ferguson & Hutchison, 1987). Actualmente se ha reportado que los quistes estan rodeados por
la MVP altamente modificada, y una capa interna con apariencia esponjosa y de mayor grosor
que aparentemente es la pared del quiste y que estos componentes son importantes para la
supervivencia de los quistes durante la transmision, asi como dentro del sistema nervioso
central del hospedero (Tomita et al., 2021). Sin embargo, las interacciones proteicas y el flujo
de informacion entre la MVP y la pared quistica con respecto a los bradizoitos en latencia al
interior del quiste tisular, es un tema aun no descrito, aunque se han realizado analisis
protedmicos para evidenciar las proteinas involucradas en estas regiones, por lo que se ha
reportado que las proteinas asociadas a la MVP, secretadas por los granulos densos como GRAS
y GRAY7, regulan la maduracion de la pared del quiste tisular de T. gondii (Guevara et al., 2020).
Con el fin de conocer la organizacion intravacuolar de los quistes tisulares, en nuestro grupo de
trabajo, se procesaron quistes cerebrales de la linea ME49 mediante ultramicrotomia
(Hernandez-Contreras, 2012). A partir de los cortes evaluados mediante microscopia
electronica de transmision (MET), se observaron bradizoitos completamente desorganizados
presentes tanto en forma transversal como longitudinal, embebidos en una matriz quistica
(Hernandez-Contreras, 2012). La pared quistica presentdé un grosor no uniforme de
aproximadamente 400 nm, en el cual se encontr6 una capa delgada electrodensa y una capa
interna con apariencia esponjosa y de mayor grosor (Fig. 1). Asociado a la cara externa de la
pared se encontraron pequefias vesiculas de origen desconocidos de un tamafio promedio de
200 nm de diametro (Fig. 1). Ademas, la matriz quistica presenta un arreglo fibroso y vesicular

que permite un cierto movimiento intraquistico de los parasitos.
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Figura 1. Vista general de un quiste tisular de la cepa ME49 de Toxoplasma gondii. A) Corte
ultrafino de quiste tisular, bradizoitos (Bra), matriz quistica (MQ) y la pared quistica (PQ). B)
Amplificacion de matriz quistica con estructuras vesiculares. C) Amplificacion de la pared quistica
con vesiculas asociadas. Las escalas estdn indicadas en cada imagen. Tomado de Hernandez-
Contreras (2012).

Los trabajos realizados para inducir a la cistogénesis in vitro de T. gondii, han ayudado a
establecer métodos confiables para evaluar los cambios morfolégicos y moleculares que sufre
el parasito. En un reporte de nuestro grupo de trabajo, Castro-Elizalde et al. (2018) logré inducir
la cistogénesis in vitro en parasitos intracelulares desde las 12 horas de proliferacion mediante
el tratamiento previo de taquizoitos extracelulares con &cido micofendlico (AMF). Los
resultados demostraron que el AMF indujo la transformacion de la VP en una estructura
quistica, en cuyo interior se alojan los parasitos y que tiene caracteristicas estructurales
similares a los quistes cerebrales del modelo de encefalitis murino. En este estudio, la
glicoproteina CST1, presente en la pared quistica, pudo ser identificada mediante la lectina de
Dolichos biflorus (lectina DBA) acoplada a fluorocromos. Asi mismo, se determind que,
durante el enquistamiento del parasito, se modifica la organizacion del citoesqueleto de
microtabulos, filamentos de actina y filamentos intermedios de vimentina, asi como la
organizacion de los organelos del hospedero como lo son las mitocondrias y el nucleo, para
favorecer la formacion de la nueva estructura quistica. Adicionalmente, también se determind

gue la membrana de la vacuola sufre modificaciones en las prolongaciones que se asocian con
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el nacleo (Cruz-Mirdn, 2021). Los estudios realizados en nuestro grupo de trabajo han
demostrado que la VP es una estructura que sirve como andamiaje para la construccion de la
pared del quiste tisular de T. gondii y que a partir de la pared quistica se llevan a cabo procesos
de excrecion/secrecion. A la fecha, se desconoce la participacion de las pirofosfatasas (PPasas)
en el estadio de quiste tisular. Sin embargo, se conoce que T. gondii posee dos PPasas, una
PPasa inorgéanica de tipo | (TgPPasa) (Jamwal et al., 2017) y una pirofosfatasa membranal
translocadora de protones (TgVP1) (Rodrigues et al., 2000).

Las PPasas catalizan la hidrolisis del pirofosfato (PPi) a fosfato inorganico (Pi), en presencia
de cationes divalentes, frecuentemente Mg?* (Heinonen, 2001). Se trata de una reaccion
exergonica que puede ser subsecuente a varias transformaciones bioquimicas desfavorables o
poco favorables en energia, como la replicacion del DNA, la sintesis de proteinas y el
metabolismo de los lipidos (Maeshima, 2000). Las pirofosfatasas inorganicas translocadoras de
protones (H™-PPasas) son proteinas integrales de membrana (mPPasas) que se han estudiado
ampliamente en plantas superiores, en la bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum
(Drozdowicz et al., 2000; Pérez-Castifieira et al., 2002) y, en algunos patdgenos humanos como
Trypanosoma cruzi (Scott et al., 1998). En el caso de plantas, se ha identificado el
funcionamiento de las H™-PPasas en condiciones de estés por privacion de agua, nutrientes, frio
y salinidad (Zhang et al., 2011). En bacterias y arqueas las H*-PPasas generan una fuerza iénica
motriz para la sintesis de ATP y se han identificado en los procesos de transporte, especialmente
durante el estrés y en condiciones de baja energia (Garcia-Contreras et al., 2004). Las H*-
PPasas actlla en paralelo con la ATPasa translocadora de protones (H*-ATPasa) y otros
transportadores y canales para garantizar la acidez y funcionalidad de organelos celulares como
las vacuolas (Maeshima, 2000) y los acidocalcisomas en protozoarios donde se incluye T.
gondii y en donde se ha propuesto el estudio de la H*-PPasa como una prometedora diana
farmacoldgica contra parasitos protozoarios que afectan al humano (Docampo et al., 2005;
Luoto et al., 2011). Los descubrimientos de abundantes reservas de polifosfato (PolyP) y de
enzimas especializadas como las mPPasas, que hidrolizan el PPi en diversos parasitos y plantas,
ha llevado a proponer que los enlaces fosfoanhidros de alta energia del PPi o del PolyP pueden
servir como importantes fuentes de energia alternativas o complementarias en situaciones de
estrés (Mclintosh & Vaidya, 2002)

Dado que la TgVP1 se encuentra en la VP y que la vacuola es el origen de la pared quistica, el

estudio de los posibles cambios de la TgVP1 durante la formacion del quiste tisular, su
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contribucion fisioldgica a la funcidn, asi como, su participacion en la viabilidad de los parasitos
dentro de la estructura quistica, son fendmenos bioldgicos de interés para nuestro grupo, ya
que, permitirian ampliar el conocimiento sobre la biologia de T. gondii. Adicionalmente, se

tiene interes en la funcion que tendria la TgPPasa en los bradizoitos al interior del quiste tisular.

Ademas, la evaluacion de inhibidores especificos de las PPasas, podrian ser Utiles para
investigar el papel fisioldgico de las enzimas en T. gondii y sus caracteristicas bioquimicas y
desde el punto de vista farmacoldgico, ser utilizadas en el tratamiento contra parasitosis
causadas por: T. cruzi, Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparumy T. gondii (Hirono et al.,
2003). Aungue no se ha estudiado previamente el papel de las mPPasas en el proceso de
enquistamiento de T. gondii, es probable que estas enzimas se encuentren desempefiando un
papel fundamental en la pared quistica como reservorios de energia o como parte de los
componentes de la MVP, como en el caso de plantas en donde fungen un papel importante

como reservorios de energia durante periodos de latencia.
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2. GENERALIDADES

T. gondii es la unica especie del género Toxoplasma (Fig. 2). EI nombre de la especie proviene
de Ctenodactilus gondii, roedor del cual fue aislado por primera vez T. gondii. Otros parasitos
incluidos en el orden Eucoccidiorida incluyen a Isospora, Eimeria, Neosporum y Sarcocystis
(Galvan-Ramirez & Mondragon-Flores, 2001).

Informacion taxondmica:
Nombre: Toxoplasma gondii
Posicién taxondmica:

Linage: Eukaryota
Reino: Protista
Phylum: Apicomplexa
Super phylum: Alveolata
Super grupo: Sar
Clase: Conoidasida
Subclase: Coccidia
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Eimeriorina
Familia: Sarcocystidae
Género: Toxoplasma
Especie: Toxoplasma gondii

Figura 2. Informacién taxondémica del parasito Toxoplasma gondii (Schoch et al., 2020).

T. gondii posee una Unica mitocondria, nucleo, un peliculo constituido por la membrana
plasmatica y el complejo membranal interno, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico,
apicoplasto, organelos de excrecion/secrecion y acidocalcisomas. Los acidocalcisomas son
organelos acidos con una membrana de 8 nm de espesor que en su interior albergan una alta
concentracion de fosforo (P) presente en forma de PPi y PolyP, calcio (Ca?*) y otros elementos
como magnesio (Mg?"), potasio (K*), zinc (Zn?*), hierro (Fe?*), sodio (Na*) e incluso protones
(H") por lo que al ser observados por microscopia electrénica son identificados como organelos
electrodensos (Docampo et al., 2005). El descubrimiento de que las membranas de los
acidocalcisomas contienen varias bombas e intercambiadores, se reportd inicialmente en
tripanosomatidos y después de su identificacion, los acidocalcisomas se encontraron en varios
microorganismos incluyendo T. gondii (Moreno & Zhong, 1996), Plasmodium spp. (Luo et al.,

1999), el alga Chlamydomonas reinhardti (Ruiz et al., 2001), la amiba Dictyostelium
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discoideum (Marchesini et al., 2002) en bacterias (Seufferheld et al., 2004) y en plaquetas
humanas (Ruiz et al., 2004), lo cual indica que estos organelos se han conservado desde las
bacterias hasta los seres humanos (Docampo et al., 2005).

2.1. Formas parasitarias de T. gondii

Este patdgeno presenta tres estadios que, como ya se ha comentado, estan relacionados con el

desarrollo de la infeccién.

2.1.1. Taquizoito

Llamado asi en referencia al termino griego Taydtne (que se translitera como tachytis) y que
significa “velocidad”, es el estadio que se distingue de los demas debido a su alto indice de
replicacion. Este parésito tiene forma de media luna y mide ~2 x 6 um con un extremo anterior
que termina en punta y un extremo posterior redondeado (Fig. 3) (Dubey et al., 1998). Posee
un complejo membranal interno (IMC) que en su conjunto forman el peliculo del parasito y
organelos de secrecion/excrecion como los micronemos, que participan en el proceso de
adhesién a la célula hospedero; las roptrias, que participan en el proceso de invasion y los
granulos densos, que participan en la formacion de la VVP. También cuenta con un complejo
apical que incluye al conoide y al anillo apical y otros organelos funcionales incluyendo los
acidocalcisomas (Chen et al., 2015; Moreno & Zhong, 1996). Los taquizoitos, con su forma
caracteristica de media luna, se encuentra al interior de la VP en una organizacion intravacuolar
en forma de roseta. Por lo tanto, la VP es el nicho de proliferacion celular de taquizoitos (Castro-
Elizalde et al., 2018).

Estudios recientes sobre el citoesqueleto (Diaz-Martin et al., 2022), revelaron que la naturaleza
invasiva de los taquizoitos de T. gondii esta estrechamente relacionada con las propiedades de
su citoesqueleto, ya que estad constituido por un grupo de componentes estructurales y
dinamicos que desempefian un papel clave durante la infeccion, como lo son las nanofibras, las

cuales permiten la asociacion entre el anillo apical polar y el conoide.
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2.1.2. Bradizoito

El término griego Bpadd¢ (transliteracion: vradys) significa “lento” y se refiere a la etapa de
replicacion lenta de T. gondii, haciendo alusion a la etapa de proliferacion lenta de los
bradizoitos dentro del quiste tisular (Dubey et al., 1998; Sullivan & Jeffers, 2011).
Estructuralmente, los bradizoitos difieren de los taquizoitos, ya que el ndcleo se encuentra
situado hacia la parte posterior del parasito y las roptrias se observan mas alargadas y
electrodensas (Fig. 3), con un tamafio de ~1,5 x 7 um (Mayoral et al., 2020). Ademas, los
bradizoitos en comparacion con los taquizoitos, contienen un nimero mayor de granulos de
amilopectina y micronemos (Francia & Striepen, 2014). En cuanto a la composicion de
proteinas, los bradizoitos cuentan con proteinas especializadas de acuerdo con su condicion
metabdlica, BAGL es una proteina de choque térmico que se sintetiza en respuesta a estrés del
parésito, BAGL1 se encuentra en el citoplasma y se sintetiza en la etapa temprana de la

diferenciacion de Toxoplasma (Fig. 3); (Rivera Fernandez & Mondragon Flores, 2010).

Apical ring 1, 2

Polar ring 1
Conoid
Microneme
Rhoptry
Plasmalemma
Inner membrane complex

Amvlopectin
Micropore
Apicoolast

Golgi complex
Centrioles

Dense granule
Nucleus
Mitochondrion

Apicoplast
Rough endoplasmic reticulum

Golgi complex
Centrioles
Lipid body

Nucleus
Amylopectin

Dense granule
Posterior pore

Figura 3. Morfologia estructural del estadio de taquizoito y bradizoito. Se muestran los
organelos presentes en el estadio de taquizoito y bradizoito, siendo: la localizacion del ndcleo, el
numero de granulos de amilopectina, micronemos y el tamafio de las roptrias, algunas de las
principales diferencias estructurales que se observan en cada fase. La marca color verde en la
periferia del taquizoito, indica la localizacion de la proteina SAGL1 la cual no se sintetiza en
bradizoitos. En color rojo se encuentra representada la localizacion la proteina BAGL1 en el estadio
de bradizoito. Tomado y modificado de Dubey et al (1998)
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El bradizoito es la forma crdnica de infeccion de Toxoplasma y puede permanecer enquistado
durante toda la vida en el hospedero sin que se dispare una respuesta inflamatoria (Torrey &
Yolken, 2013). Su lenta proliferacion, debido al estrés metabolico al que se somete, hace que
este parasito al replicarse pierda la sincronia en la divisién y se aloje dentro de una estructura
quistica, lo cual le permite pasar desapercibido para el sistema inmunolégico (Sullivan &
Jeffers, 2012). Se cree que los bradizoitos persisten dentro de su hospedero durante la infeccién
cronica mediante ciclos repetidos de ruptura de quistes tisulares, infeccién de nuevas células

del hospedero y formacion de nuevos quistes tisulares (Mayoral et al., 2020).

2.1.3. Esporozoito

El ooquiste inmaduro no infectivo se libera en las heces de los gatos infectados con T. gondii,
los cuafies esporulan en el medio ambiente bajo condiciones adecuadas de humedad (40 a 60
% Hr) y temperatura (15 a 28 °C) en un lapso de 1 a 5 dias, adquiriendo una forma ovoide con
un tamafo de ~10 a 12 pm y conteniendo 8 esporozoitos infectivos. El esporozoito es similar
estructuralmente al taquizoito, excepto por una mayor presencia de micronemos, roptrias y
diversos componentes propios de esta forma parasitaria (Dubey et al., 1998; Frenkel et al.,
1970; Gomez de Ledn et al., 2014).

2.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. gondii incluye la reproduccion sexual y asexual del paréasito. El desarrollo
sexual solo tiene lugar en los miembros de la familia Felidae como hospederos definitivos,
mientras que la propagacion asexual del parasito puede llevarse a cabo en una amplia gama de
hospederos intermediarios, incluidos los seres humanos, animales de granja y todos aquellos
animales de sangre caliente (Fig. 4). La reproduccion sexual de T. gondii comienza en el
intestino de los félidos al ingerir presas que alberguen quistes tisulares (Frenkel et al., 1970).
Tras la ingesta, los bradizoitos se liberan de los quistes, penetran en las células epiteliales del
intestino delgado y se replican mediante varias rondas de merogonia durante 3 a 7 dias (Dubey
etal., 2017). Tras la proliferacion asexual intracelular, los merozoitos se diferencian en gametos
masculinos (micro) y femeninos (macro) mediante gamogonia. Los microgametos se desplazan

sobre la membrana celular a través de sus flagelos para fecundar a los macrogametos maduros.
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La fusion de los micro y macrogametos forma un cigoto, que posteriormente se convierte en un
ooquiste resistente al medio ambiente con una pared densa. Los ooquistes excretados en el
medio ambiente por los felinos esporulan y forman dos esporoquistes, con cuatro esporozoitos
cada uno (Dubey et al., 1998) que son altamente infecciosos para los hospederos intermedios
(Torrey & Yolken, 2013).

Los tres estadios infecciosos de T. gondii son: el taquizoito, caracterizado por su rapida
replicacion, alta motilidad e infectividad, alojado al interior de las células infectadas en una VVP.
El bradizoito, de lenta proliferacién y motilidad, se localiza al interior de los quistes tisulares
de los organismos infectados, y el esporozoito que esta presente al interior de ooquistes maduros

0 esporulados (Castro-Elizalde et al., 2018).

La capacidad de Toxoplasma para cambiar entre el estadio de taquizoito de rapida
multiplicacion (fase aguda de la infeccion) y la forma de quiste tisular latente que contiene
bradizoitos (fase cronica de la infeccion); (Fig. 4), le permite al parasito propagarse en una

amplia gama de hospederos (Min. Zhang et al., 2013).

Como se muestra en la figura 4, los seres humanos pueden infectarse con T. gondii al ingerir
carne cruda contaminada con quistes tisulares o por la ingesta de ooquistes en agua contaminada
0 en vegetales mal lavados; una vez dentro del organismo, T. gondii invade a las células
epiteliales del intestino y se diferencia en el estadio de taquizoito (Dubey et al., 1998). Los
taquizoitos pueden atravesar la barrera ocular, la barrera hematoencefélica, llegar al corazon,
atravesar la placenta y afectar el crecimiento y desarrollo del feto o incluso inducir al aborto.
(Hunter & Sibley, 2012). La toxoplasmosis en los seres humanos es particularmente
preocupante en pacientes inmunocomprometidos y en mujeres en edad fértil que no han
adquirido inmunidad contra este parasito, ya que, durante el embarazo, puede transmitirse al
feto a través de la placenta (toxoplasmosis congénita). Las consecuencias de la toxoplasmosis
congénita van desde: retraso mental, convulsiones, ceguera 0 muerte del neonato (Sullivan y
Jeffers, 2011).

[14]
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Figura 4. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. La replicacion sexual de T. gondii se lleva a cabo
en el hospedero definitivo (gato), dando inicio en el intestino de los felinos cuando ingieren presas
que albergan quistes tisulares. Después de la replicacién en los enterocitos del intestino (proceso
conocido como merogonia), se forman gametos masculinos y femeninos dentro de la célula
hospedero. La fusion de los gametos da lugar a la formacion de ooquistes diploides que se
desprenden en las heces del gato. Los ooquistes desprendidos en el medio ambiente esporulan en
condiciones adecuadas de temperatura y humedad para constituir dos esporoquistes que contienen
cuatro esporozoitos cada uno. Los ooquistes son capaces de sobrevivir en el medio ambiente
durante largos periodos de tiempo y pueden contaminar los alimentos y el agua, proporcionando
una via de infeccidn para los hospederos intermediarios. En el hospedero intermediario se produce
la replicacion asexual. La infeccion aguda se caracteriza por taquizoitos de rapida replicacion que
se diseminan por todo el cuerpo. La diferenciacién a bradizoitos dentro de quistes tisulares,
conduce a una infeccidn cronica. Tomado y modificado de Hunter y Sibley (2012).

2.2.1. Vias inmunitarias de la célula hospedero por los efectores de T. gondii

T. gondii posee tres organelos secretores principales: los micronemos que secretan a las
proteinas MIC involucradas en la adhesion a la célula hospedera, las roptrias que secretan a las
proteinas ROP y los granulos densos que secretan las proteinas GRA. Las proteinas ROP se
secretan directamente en el citosol de la célula hospedero en el momento de la invasion. ROP16

activa los factores transductores y activadores de la transcripcion (STAT) STAT6 y STAT3
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para aumentar las respuestas antiinflamatorias tipo macrofago M2 (Fig. 5). EI complejo de
ROP17, ROP18 y ROPS5 se dirige a la MVP, donde antagonizan las proteinas de defensa del
hospedero, las GTPasas relacionadas con el sistema inmunitario (IRG) y las proteinas de union
a guanilato (GBP); (Etheridge et al., 2014; Matta et al., 2021).

En la adhesion al hospedero, participan las proteinas MIC2, MIC3 y MIC4 secretadas por los
micronemos, mientras que MIC6 y MIC8 funcionan como moléculas de escolta.
Posteriormente, se produce la secrecion de las proteinas ROP en las proximidades de la
membrana del hospedero, como estrategia para facilitar la entrada del parésito, el cual se
ubicard dentro de una vesicula endocitica que posteriormente se transformara en una VP
naciente (Ramirez-Flores et al., 2020). Por otra parte, las proteinas GRA se secretan después
de la invasion desde el interior de la VP (Cygan et al., 2020). GRA15 reside en la MVP, donde
activa el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-
kB), el cual es un complejo proteico que controla la transcripcion del DNA. GRA15 también
es detectado por el inflamasoma NLRP3 que se encuentran principalmente en macréfagos,
monocitos, células dendriticas, el inflamasoma est& formado por un sensor de tipo NOD (NLR),
la proteina adaptadora asociada a la apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento de
caspasas (ASC), y la proteasa caspasa-1, para impulsar la secrecion de interleucinas (IL-B),
dando lugar a la respuesta inflamatoria (Gov et al., 2013; Matta et al., 2021) (Fig. 5). Otras
proteinas GRA se exportan més alla de la MVP pasando por un complejo proteico MYRL,
MYR2y MYR3 (denominadas asi por su efecto sobre la regulacion de c-Myc en el hospedero),
en un proceso que también depende de ROP17, una proteina cinasa de serina/treonina que
fosforila proteinas del hospedero (Cygan et al., 2020). Los GRA exportados suelen pasar al
nacleo de la célula hospedero donde alteran la transcripcion. GRA16 y el regulador génico
inductor de EZH2 asociado a Toxoplasma E2F4 (TEEGR) o el inductor de la ciclina E del
hospedero (HCEI) activan la transcripcion de los genes del hospedero para el crecimiento y el
metabolismo celular que, a su vez, también apoyan el crecimiento del parasito. Mientras que
GRAZ24 activa la p38 MAPK para aumentar la respuesta inmunitaria protectora (Matta et al.,
2021).

[16]
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Figura 5. Regulaciéon de las vias inmunitarias celulares del hospedero derivado de los
efectores de la infeccion de T. gondii. Durante la invasion de la célula hospedero, T. gondii
excreta/secreta proteinas efectoras a partir de los micronemos (MICs), las roptrias (ROPs) y los
granulos densos (GRAS) para establecer un nicho intracelular dentro de la vacuola parasitofora.
Estas proteinas secretoras también tienen un papel clave en la modulacién de las respuestas
inmunitarias del hospedero activando distintas vias de sefializacion. Tomado de Matta et al (2021).

Los interferones de tipo I (IFNa, IFNp) se unen a los receptores de la superficie celular (Fig.
5) y dan lugar a la fosforilacion por la Janus quinasa (JAK) de los factores 1y 2 del transductor
de sefiales y activador de la transcripcion (STAT). Los heterodimeros STAT1-STAT2
fosforilados forman un complejo con el factor 9 regulatorio de IFN (IRF-9) y se dirigen al
nucleo, donde se unen a los elementos de respuesta estimulado por interferon (ISRE) en la parte
superior de los genes regulados (Platanias, 2005). Del mismo modo, la participacion de los
receptores de interferon de tipo Il (IFN-y) da lugar a la fosforilacion de STAT1 para formar
homodimeros que reconocen secuencias activadas por y (GASs) en la parte superior de los

genes regulados. El inhibidor de la transcripcion STAT1 de T. gondii (TglIST) es un efector
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central del parasito que bloguea la transcripcion regulada por STAT1 para inhibir la expresion
de los genes estimulados por el interferdn de tipo | (interferon-o/p (IFNo/B)) y de tipo IT (IFN-
y) Yy por tanto proporciona una proteccion global contra las defensas del hospedero (Matta et
al., 2021).

2.3. Vacuola parasitéfora

La invasion de la célula hospedero por T. gondii implica la accion concertada de la secrecion
de proteinas junto con la motilidad activa (Fig. 6), la adhesién a la célula y la invasion, todo
ello impulsado por el citoesqueleto de actina-miosina del parasito (Sibley, 2010). Durante la
invasion, el parasito invagina la membrana plasmatica de la célula hospedero para generar la
VP en la que se replicard, esto a partir de la secrecion de proteinas de los organelos secretores
como micronemos, roptrias y granulos densos que participan en la adhesion, invasion y
formacion de la VP, respectivamente (Fox et al., 2019). Una vez formada la VP, las proteinas
GRA provenientes de los granulos densos son: a) son secretadas en el espacio intravacuolar,
permaneciendo algunas de ellas como proteinas solubles residentes, b) algunas se insertan en
la MVP, en la que algunas de estas proteinas se organizan para formar poros para la adquisicion
de nutrientes de la célula hospedero; c) otras se organizan en una IVN, en la que GRA1, GRA2
y GRAG participan activamente y d) otras proteinas GRA se dirigen al nacleo de la célula
hospedero para modificar la reprogramacion de la misma. GRAL, que es secretada en forma
soluble, se asocia periféricamente a la IVN mientras que GRA2 se secreta dentro de vesiculas
liberadas desde la membrana del parasito y GRAG estabiliza la VN de nanotubulos y de alguna
manera limita la presentacion del antigeno y reduce la respuesta de las células CD8 (Carlos.

Ramirez-Flores et al., 2019)

La membrana que delimita la VP se forma en el momento de la invasion a partir de los
componentes de la membrana de la célula hospedero y de los productos secretados por el
parasito (Fig. 6b); una vez instalada dentro de la célula hospedero, la VP se asocia con los
filamentos intermedios y los microtibulos de la célula (Halonen & Weiss, 2013).
Adicionalmente, se presenta la asociacion de las mitocondrias y el reticulo endoplasmico de la
celula hospedero con la MVP (Sinai & Joiner, 2001) y la formacion de invaginaciones de la
membrana, basadas en microtibulos del hospedero, denominadas estructuras tubulares de

secuestro del huésped (HOSTs por Host Sequestering Tubulo- structures) que fungen como
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conductos para la adquisicion de nutrientes desde el citoplasma del hospedero hasta el lumen
de la VP (Mordue et al., 1999). La MVP puede tener una transformacién posterior en la pared
celular de un quiste tisular intracelular (Castro-Elizalde et al., 2018). Sin embargo, las funciones

precisas de la mayoria de estas proteinas GRA siguen sin determinarse.
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Figura 6. Formacion de la vacuola parasitéfora. a) Durante la infeccion de T. gondii, los
taquizoitos invaden la célula hospedero y forman la vacuola parasitéfora (VP). El parasito se replica
exponencialmente mediante endodiogenia dentro de la VP lo que lleva a la lisis de la célulay a la
exteriorizacion de los parasitos. El estrés inmunoldgico obliga a los taquizoitos que se encuentran
en la VP a diferenciarse en quistes tisulares que albergan el estadio de bradizoito. Modificado de
Zhang et al (2013). b) Micrografia por contraste de fases mostrando una roseta de taquizoitos
intravacuolares, sefialando con la flecha el cuerpo residual. c) Micrografia SEM-Tanaka de una
roseta, el asterisco (*) indica la periferia del VP. Escala= 5um Tomado de Mufiiz-Hernandez et al
(2011).
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Los taquizoitos utilizan una forma unica de division celular asexual en la VP conocida como
endodiogenia (Fig. 6a), en la que se forman dos células hijas al interior de una célula madre,
esto ocurre mediante una mitosis especializada de division del ndcleo y los organelos dentro
del citoplasma de la célula madre (Blader et al., 2015). Cada endodiogenia ocurre entre 6y 8 h
y continda sucesivamente dentro de la célula madre hasta alcanzar entre 32 y 64 progenies por
vacuola, lo que lleva a la sobresaturacion y ruptura de la célula hospedero, completando asi una
ronda del proceso del ciclo litico (Striepen et al., 2007). Después de la tercera division, los
taquizoitos se organizan en rosetas alrededor del cuerpo residual (RB por Residual Body), el
cual posee un diametro de 1.43 pm = 1.0 um (Fig. 6b y c). La zona de interaccion entre el RB
y el extremo posterior de los taquizoitos ha sido reportada en nuestro grupo de trabajo (Mufiz-
Hernandez et al., 2011).

La VP alberga Unicamente a los taquizoitos y evita la acidificacién y fusion con los lisosomas,
funcionando como un filtro molecular permitiendo el paso bidireccional de moléculas menores
a 15 kDa (Min. Zhang et al., 2013).

2.4. Quiste tisular

Durante el ciclo de vida de T. gondii, los taquizoitos se diferencian en bradizoitos para formar
los quistes tisulares que seran albergados en todos los tejidos del hospedero infectado, pero
predominantemente en el sistema nervioso central y los musculos (Dubey, 1998). El quiste
tisular esté& limitado por una pared gruesa que se forma aparentemente a partir de la membrana
de la VP y que contiene los bradizoitos. Un quiste tisular inmaduro puede medir desde 5 um de
didmetro y contener dos bradizoitos mientras que un quiste maduro puede medir de 50 a 70 pm
de didmetro y albergar de 1,000 a 2,000 bradizoitos en su interior (Castro-Elizalde, 2015;
Mayoral et al., 2020).

El quiste se compone principalmente de la pared y la matriz quisticas. La pared es rica en
carbohidratos como la N-acetil galactosamina y N-acetilglucosamina y se encuentra cargada
negativamente, ademas, posee ~0.5 um de grosor y una permeabilidad que permite el
intercambio de moléculas de hasta 10 kDa. Aunque la pared quistica puede ser destruida por
pepsina o tripsina, los organismos intraquisticos son resistentes a los jugos gastricos del
hospedero (pepsinaHCI); (Dubey, 2020). Ademas, presenta una glicoproteina denominada
CST1 utilizando la lectina DBA acoplada a FITC, con ubicacion abundante en la pared quistica,
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y que ha sido ampliamente utilizada como un monitor de la pared del quiste tisular, incluyendo
nuestro grupo de trabajo (Castro-Elizalde et al., 2018), otra proteina de abundante
concentracion en la pared es GRA5 y en menos proporcion GRAL, GRA3 y GRAG6
(Dzierszinski et al., 2004; Mayoral et al., 2020). Proteinas como MAG1, MCP4, BCP1y varias

proteinas de granulos densos también se han localizado en la pared del quiste (Tu et al., 2020).

La matriz intraquistica estd compuesta por dos fases, una compacta y rigida y otra mas
esponjosa. Estas dos fases de la matriz intraquistica presentan un material filamentoso y
vesicular, esto determinado por el tamafio que presentan las vesiculas ya que las pequefias
oscilan entre 50 y 140 nm de didmetro mientras que las grandes presentan una cobertura densa

en su superficie externa y miden entre 250 y 700 nm de didmetro (Lemgruber et al., 2011).

El enquistamiento est& reconocido como un evento central en la patogénesis, la persistencia y
la transmision de la toxoplasmosis. Estudios realizados in vivo han demostrado que el tamafio
del quiste tisular depende de su madurez, el tipo de célula hospedero y del método citolégico
utilizado para hacer la medicion (Tu et al., 2019). El quiste en miocitos es 2 a 3 veces méas
grande que aquellos en células neurales. Mediciones hechas en quistes extraidos de cerebros
mostraron un crecimiento uniforme las primeras 10 semanas, después de las cuales se presenta
variabilidad en tamafio, debido a una segunda generacion de quistes tisulares. EI quiste puede
alcanzar hasta 60 pm de didmetro y contener unos 60,000 bradizoitos. El tamafio de los quistes
puede variar dependiendo de la cepa de T. gondii (Dubey et al., 1998). En cerebro, no suelen
pasar de los 70 um de didmetro y generalmente tienen una forma esferoidal, mientras que en

tejido muscular pueden llegar a medir hasta 100 pum y son ovoides (Dubey, 2020).

La identificacion de estadios por reconocimiento de antigenos especificos es una herramienta
utilizada para evaluar las modificaciones que sufre T. gondii durante el proceso de cistogénesis
ya que aparte de CST1, otros antigenos, mostrados en la tabla 1, pueden ser empleados como

monitores durante la cistogénesis.
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Tabla 1. Antigenos reportados en el proceso de cistogénesis

Localizacion reportada por

Nombre del antigeno . .
9 inmunofluorescencia

BAG1 (hsp30) Citoplasma
BAG5 Citoplasma
BSR4 (p36) Superficie
SAG4 Superficie
MAG1 Matriz
P21/p21 Superficie
P43/p34 Superficie
CST1 Pared quistica

2.4.1. Enquistamiento in vivo

Como resultado de la proliferacién del parasito en el organismo, se excretan-secretan
componentes del parasito que son detectados por el sistema inmunitario de defensa del
hospedero, generando la activacion de una respuesta inmune con la produccién de anticuerpos
(no protectores) asi como la activacién de células T con liberacion de citocinas como el
interferon gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa); (Fig. 7). EI IFN-y es una
citocina fundamental en la respuesta inmunitaria que tiene numerosas actividades bioldgicas,
entre ellas: la activacion de macréfagos y células natural killer (NK), la induccion de complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il y la inhibicion de la respuesta celular de tipo
I1; siendo las células NK y los linfocitos T (CD4" y CD8") las principales fuentes de IFN-y
(Filisetti y Candolfi, 2004).

El IFN-y es reconocido por un unico receptor, el Receptor para Interferon-gamma (RIFN-g), el
cual se encuentra en la mayoria de los tejidos del organismo; como consecuencia de la union
del IFN-y a su receptor ocurren diversos eventos que tienen como unica finalidad la atenuacion
de la toxoplasmosis. Se ha descrito en macrofagos que al unirse el IFN-y a su receptor se
estimula la indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y al éxido nitrico sintasa inducible (iNOS)
(YYarovinsky, 2014). La IDO activada utiliza triptéfano como sustrato, lo cual provoca el
agotamiento de este aminoacido en la célula hospedera y consecuentemente en el parasito
alojado dentro de la VP, el cual, al estar bajo condiciones de estrés nutricional, dispara los
mecanismos de diferenciacion de T. gondii, modificando la VVP en un quiste tisular (Yarovinsky,
2014). Por otra parte, la INOS toma como sustrato arginina para convertirla en L-citrulina con

la produccion de NO. La inanicién del parésito por falta de arginina, otro aminoacido esencial,
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provoca que este comience a diferenciarse, o mismo sucede cuando Toxoplasma detecta la
presencia de 6xido nitrico que es altamente toxico y tiene la capacidad de destruir al parasito e
inducir la produccion de quistes (Sa et al., 2018). La presencia de IFN-y es detectada por los
taquizoitos intracelulares activando su diferenciacion a la forma del bradizoito, generando un
quiste tisular (Fig. 7). El quiste tisular es una estructura redondeada rigida, rica en carbohidratos
que genera una cubierta tipo quitinosa, resistente a cualquiera de los mecanismos efectores de
la respuesta inmune tanto celular como molecular, asi como al efecto de farmacos anti-

parasitarios (Cruz-Miron et al., 2021).

Célula dendritica

feccion miracelular
CD4 Teell
Vacuola NE cell
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Figura 7. Fuentes celulares de IFN-y durante la infeccién por T. gondii. El interferon-y (IFN-
v) es crucial para la supervivencia durante la infeccién por Toxoplasma gondii. La produccion de
esta citocina por parte de las células NK depende del reconocimiento de la profilina de T. gondii
por parte de las celulas dendriticas regulado por el receptor TLR11. Tanto el IFN-y derivado de las
células T CD4* como de las células T CD8" son esenciales para la resistencia a T. gondii durante
la fase crdnica de la infeccion. Los neutrdfilos constituyen una importante fuente innata de IFN-y
que al ser detectado por la vacuola parasitdfora limita la replicacion del parasito e induce la
formacion de quistes. Tomado y modificado de Yarovinsky (2014).

Otra molécula que ha sido reportada como atenuante de la infeccién por Toxoplasma es el TNF-
a, esta citocina es secretada por neutrofilos, macrofagos, microglia y células T, y forma parte
de la respuesta celular Thl. El TNF-a generalmente actia como una molécula coestimuladora

al promover la sintesis de IFN-y, pero también juega un papel importante junto con esta citocina
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para controlar la infeccion a largo plazo disminuyendo el nivel intracelular de T. gondii,
disminuyendo su crecimiento y promoviendo su enquistamiento (Sa et al., 2018; Sullivan &
Jeffers, 2011).

2.4.2. Induccion al enquistamiento in vitro

Se han reportado diversas estrategias experimentales para inducir el enquistamiento de T. gondii
de manera in vitro, todas consisten en mantener al parasito extracelular bajo condiciones de
estrés. Se han utilizado diferentes lineas celulares como células Vero, fibroblastos de prepucio
humano (HFF-1), macréfagos murinos, neuronas de rata, astrocitos y microglia las cuales se
han invadido con parésitos de diferentes cepas de T. gondii como RH, ME49, NTE, PLK, VEG,
algunas cepas exoticas como: COUG, CAST, GPHT, MAS, FOU (Ferreira Da Silva et al.,
2008) asi como, células epiteliales humanas de carcinoma de laringe (HEp-2) con la cepa RH
(Castro-Elizalde et al., 2018).

Algunas de las estrategias experimentales que se han utilizado para inducir el enquistamiento
(Sullivan & Jeffers, 2011), consisten en mantener a las células infectadas con T. gondii en
condiciones de estrés, tales como: cultivo celular en condiciones de pH alcalino (8.0 a 8.2),
aunque en esta condicion, la célula hospedero se ve afectada por las condiciones del medio,
limitando asi la caracterizacion de los cambios celulares. Por otra parte, la exposicion de
paréasitos de T. gondii en condiciones de estrés inducido por intoxicacidon con nitroprusiato de
sodio, es otro método empleado que actia como fuente de Oxido nitrico exdgeno (NO),
inhibiendo las proteinas involucradas en la cadena respiratoria de la Unica mitocondria de T.
gondii; sin embargo, esto podria afectar la viabilidad del parasito (Fox et al., 2019). La
temperatura también es utilizada como una estrategia para la induccion in vitro de la
cistogénesis, la cual consiste en mantener a las células no infectadas por 2 h a 34 °C para
adquirir tolerancia térmica. Posteriormente, se genera un choque térmico al colocar las células
a 37 °C por 2 hy es en este punto en donde se realiza la infeccion con taquizoitos extracelulares.
Transcurrido el tiempo de la infeccion, el cultivo es mantenido a 43 °C de 12 a 48 h y finalmente
regresadas a 37 °C. Bajo estas condiciones se ha reportado que a partir de las 48 h es posible
observar estructuras quisticas similares a la linea ME49. Sin embargo, la eficiencia y

reproducibilidad del método es bajo (Soéte et al., 1994).
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El estrés nutricional también puede inducir el enquistamiento del parasito, la limitacion de
nutrientes como arginina bloquea la replicacion de T. gondii y dispara la diferenciacion a
bradizoitos y la formacion de quistes, esto debido a que T. gondii carece de la enzima necesaria
para sintetizar arginina de novo y requiere por lo tanto incorporar este aminoacido de la célula
hospedero para su propio metabolismo (Fox et al., 2019). La exposicién a farmacos
antiparasitarios y compuestos quimicos como la pirimetamina, sulfadiazina, clindamicina,
espiramicina, hidronaftoquinonas y macrolidos de nueva generacion, afectan la replicacion del

parasito e inducen la cistogénesis (Ribeiro et al., 2017).

La presencia de la citocina IFN-y en el cultivo celular infectado, es otro método empleado que
limita la replicacion del parasito e induce la formacion de quistes de manera in vitro, debido a
la disminucion de arginina (R) y triptéfano (W) e induciendo la produccién de 6xido nitrico
(Sinai & Joiner, 2001; Soéte & Dubremetz, 1996). En nuestro grupo (Cruz-Miron, 2021),
recientemente se encontro que la exposicién de taquizoitos extracelulares con IFN-y y posterior

infeccion celular, dispara el proceso de enquistamiento (Fig. 8).

Ademas del IFN-y, se ha estudiado el efecto de otras citocinas proinflamatorias en la conversion
de Toxoplasma a bradizoitos. La interleucina (IL-6) que es producida por diversos tipos de
células linfoides y no linfoides durante la respuesta inflamatoria, aumenta el nimero de quistes
de Toxoplasma, que se forman de manera in vitro en fibroblastos humanos. EI mecanismo por
el cual ocurre esto ain no es conocido (Weiss et al., 1995). En contraste, en macr6fagos
murinos, el TNF-a en conjunto con una baja concentracion de IFN-y, inducen la transicion de
taquizoito a bradizoito, esto probablemente por la presencia del IFN-y en el medio ya que
cuando se coloca unicamente TNFa en el medio, no se promueve la diferenciacién del paréasito
(Bohne et al., 1994).
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200 U/ml 200 U/ml

Figura 8. Expresion de CST1 en VP de taquizoitos expuestos a 200 U/mL de IFN-y. Se muestra
la expresion de CST1 a las a) 48 h de proliferacion. b) 72 h de proliferacion. Iméagenes obtenidas
mediante microscopia confocal. Los nucleos de las células HEp-2 se encuentran tefiidos con DAPI
en color azul. El enquistamiento fue monitoreado por la expresion de CST1, detectado con la lectina
de D. biflorus-FITC. Tomado de Cruz-Mirén (2021).

La inhibicion de la sintesis de novo de los nucleétidos de purina también es un importante
inductor del enquistamiento en T. gondii. En un reporte previo de nuestro grupo, Castro-
Elizalde et al (2018) lograron inducir la cistogénesis in vitro en parasitos intracelulares desde
las 12 horas de proliferacion (Fig. 9), mediante el tratamiento de taquizoitos extracelulares con
MPA. EI MPA es un farmaco utilizado en clinica como un potente inmunosupresor que bloquea
la sintesis de novo de purinas en los linfocitos al inhibir a la enzima inosina monofosfato
deshidrogenasa (IMPDH). Este compuesto es derivado de la fermentacion del hongo
Penicillium stoloniferum y especies relacionadas, a los cuales se les han atribuido varias
propiedades antibacterianas, antifungicas, antivirales, antitumorales, antipsoriasicas,
antirreumaticas e inmunosupresoras. En T. gondii, se han encontrado dos isoformas de la
IMPDH y se demostro que son esenciales para el metabolismo de purinas en el parasito que se
sabe, es auxotrofo para los nucledtidos de purina y es dependiente de la ruta de salvamento
(Castro-Elizalde et al., 2018).
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Figura 9. Morfologia de quistes inducidos de manera in vitro con &cido micofenolico. a)
Morfologia de un quiste obtenido después de 10 dias de proliferacién de taquizoitos extracelulares
pretratados con MPA barra= 2 um. b y c) quiste sin pared quistica mostrando las disposiciones
intravacuolares de los parasitos barra= 1 pm. @, b y ¢) corresponden a micrografias SEM. d)
Coexpresion de CST1/SAG1 y BAGL1/SAG1 durante la formacion de estructuras tipo quiste.
Micrografias confocal en células HEp-2 invadidas por taquizoitos extracelulares pretratados con
50 pg/mL de MPA. Tomado de Castro-Elizalde et al (2018).

Recientemente se completd una caracterizacion del proteoma de la pared del quiste de Pru
Aku80 Ahxgprt (Pru) utilizando espectrometria de masas de fragmentos de membrana de la
pared del quiste inmunoprecipitados in vitro (Tu et al., 2019). Este analisis dio lugar a un
inventario de proteinas de la pared del quiste no descritas anteriormente (CST2/GRAS0,
CST3/GRA5L1, CST4, CST5/GRA52, y CST6/GRA53), lo que reveld que CST2 desempefia un
papel en la virulencia del parasito. La identificacion de otras proteinas de la pared del quiste ha
proporcionado mas informacion sobre la composicion de la pared del quiste; sin embargo, aun
se desconoce si estas proteinas son importantes para la formacion de la pared del quiste y como
lo son. Ademas, las interacciones moleculares de los componentes de la pared quistica siguen

sin estar claras (Tu et al., 2020).
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2.5. Cepas clonotipcas de T. gondii

T. gondii tiene una poblacional inusual que comprende tres linajes clonales, denominados 1, 2
y 3, que se encuentran ampliamente extendidos en Norteamérica y Europa (Sibley & Ajioka,
2008). Recientemente, se ha descrito un cuarto linaje clonal y las cepas de este genotipo
(denominado haplotipo 12) parecen ser mas comunes en los animales silvestres que en los
domésticos en Norteamérica (Khan et al., 2011). Las cepas de T. gondii son mucho mas diversas
en otras regiones, especialmente en América del Sur, donde los distintos linajes no clonales
muestran una evidencia mucho mayor de interaccion (Behnke et al., 2020). La estructura global
de la poblacion de T. gondii se ha comparado recientemente utilizando una variedad de métodos
de tipificacion en donde analizaron ~950 cepas independientes agrupandolos en 16 haplogrupos

que comprenden 6 clados principales (Su et al., 2012).

Sin embargo, existen tres tipos de cepas clonotipicas de T. gondii mayormente empleadas en
nuestro grupo, las cuales presentan distinto nivel de virulencia y algunas de ellas son

productoras de quites:

= LacepaRH corresponde a la poblacion clonotipica de tipo I, la cual presenta un alto grado
de virulenciay tiene rapida diseminacién y proliferacién. Anteriormente se habia reportado
que era una cepa no formadora de quistes (Selseleh et al., 2013). Sin embargo, nuestro
grupo demostro gue esta cepa puede producir estructuras quisticas a partir de la induccion
con acido micofenolico (Castro-Elizalde et al., 2018) y con induccion a partir de IFN-y
(Cruz-Mirén, 2021).

= La cepa ME49 corresponde a la cepa clonotipica de tipo 1l que se caracteriza por poseer
una baja virulencia y se ha reportado como una cepa formadora de quistes tisulares en
ratones inoculados via oral. Las cepas tipo Il son las comunmente asociadas con
toxoplasmosis humana (Kim & Weiss, 2004; Sibley et al., 2009). En cultivo celular, puede
mantenerse como taquizoitos, aunque su crecimiento es muy lento y con una muy baja
invasividad. Debido a la dificultad de su mantenimiento in vitro, es poco utilizada en
ensayos de proliferacion y cistogénesis in vitro (Sibley et al., 2009). Esta cepa se utiliz6 en
el presente trabajo con el fin de conocer la distribucion de las PPasas en quistes tisulares
obtenidos de cerebro de raton.

= La cepa PRUGNIAUD (PRU), corresponde a una poblacion clonotipica del tipo Il de
Toxoplasma que se caracteriza por poseer baja virulencia y una lenta replicacién. Esta cepa

ha sido ampliamente reportada con una alta predisposicién al enquistamiento in vivo e in
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vitro. Su capacidad invasiva, aunque limitada, es superior a la de la cepa ME49 en

condiciones de cultivo in vitro a pH de 8.2 (Soéte & Dubremetz, 1996).

2.6. Pirofosfato y pirofosfatasas

El pirofosfato inorganico (PPi) es el compuesto quimico mas simple que contiene una union
fosfoanhidrido de alta energia. Debido a la alta afinidad del PPi por el Mg?* (log Ks = 6.0) y
dado que la concentracion de este cation es relativamente alta en el citosol. La forma
mayoritaria del PPi probablemente se encuentra formando un complejo 1:1 con este metal
(Canfield et al., 2005). La concentracion de PPi en células animales tiende a ser baja (0.1y 2
mM), mientras que, en el citoplasma de células vegetales se encuentran entre 0.2 a 0.3 mM
(Weiner et al., 1987), lo que también es cierto para sistemas bacterianos y de levadura. Por otra
parte, se ha reportado que, en mitocondrias, donde hay mayor contenido de PPi, la
concentracion oscila en + 0.2 mM, en vacuola + 2.2 UM y en cloroplastos menos de 1 pM
(Takeshige & Tazawa, 1989). Estos valores de PPi, son comparables a los de otros
intermediarios del metabolismo energético, tales como el ATP (2 a 10 mM); (Kajander et al.,
2013; Rea & Poole, 1993).

El PPi es un metabolito omnipresente en las células, catalogado como un subproducto del
anabolismo que puede ser generado por diversas reacciones biosintéticas (Heinonen, 2001),
como: 1) Activacion de &cidos carboxilicos (ATP + R-COO + CoenzimaA — R-CO-
CoenzimaA + AMP + PPi); 2) Sintesis de aminoacil-tRNA (ATP + un aminoacido + tRNA —
aminoacil-tRNA + AMP + PPi); 3) Sintesis de coenzimas: biosintesis de NAD (ATP +
deamidoNAD" + amoniaco — NAD" + AMP + PPi o0 ATP + deamidoNAD" + L-glutamina —
NAD" + L-glutamato + AMP + PPi); 4) Sintesis de fosfoenolpiruvato en la fotosintesis C4
(ATP + piruvato + ortofosfato — PEP + AMP + PPi); 5) Activacion del sulfato (ATP + sulfato
— APS + PPi); 6) Sintesis de pirofosfato de novo mediante la sintesis de PPi utilizando la fuerza
motriz de protones (2 ortofosfato — PPi + H20); entre otras reacciones, mostradas en el anexo
I. Sin embargo, la acumulacion en grandes cantidades del PPi es tdxica para las células,
probablemente porque un alto nivel de PPi es desfavorable para las reacciones que generan este
compuesto. (Farguharson, 2018). Un mecanismo comun para regular los niveles de PPi es la

hidrolisis catalizada por las PPasas (Mclntosh & Vaidya, 2002).
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En diversos microorganismos, la ruta de glucolisis incluye reacciones dependientes de PPi. Por
ejemplo, en algunas bacterias, la via glucolitica principal requiere enzimas, como la fosfofructo-
1-fosfotransferasa (PFK) y la piruvato-fosfato dicinasa (PPDK), que acoplan la reaccion de
hidrolisis de PPi para favorecer las reacciones que catalizan. Aparentemente, la glucdlisis
dependiente de PPi es una ruta alternativa en bacterias fermentadoras ante situaciones donde
los niveles de ATP son bajos (Heinonen, 2001). Sin embargo, también se ha encontrado en
varios parésitos apicomplejos, como T. gondii y Cryptosporidium parvum, la expresion de la
PFK, que consume PPi para impulsar la fosforilacion de la fructosa-6-fosfato (Yang et al.,
2022a). T. gondii utiliza el PPi en lugar del ATP como donante de energia en al menos dos
reacciones: en la PFK y en la translocaciéon de H* en acidocalcisomas con la pirofosfatasa
vacuolar translocadora de protones (V-H*-PPasa) (Pace et al., 2011).

De acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimicay Biologia
Molecular (IUBMB), las PPasas son enzimas con actividad de hidrolasa (EC 3.6.1.1) que
catalizan la hidrolisis del pirofosfato celular, de acuerdo con la siguiente reaccion: PPi <> 2Pi
(ITUBMB, 2021). La energia de disociacion del enlace fosfoanhidrido hidrolizado durante la
sintesis de PPi (Fig. 10), aumenta el caracter exergonico de este proceso en comparacion con
la reaccion de produccion de ortofosfato, debido a la sobreestabilizacién del PPi por uno o dos
cationes de Mg?* que interactian de manera eficiente con el PPi, formando complejos 1:1 'y

1:2, respectivamente.

Pirofosfato _ Fosfato
inorganico (PPi) + H,0 = inorganico (Pi)
OH OH OH
' ‘ Mg2+ ’
HO—P—0—P—0OH + H,0 =—» 2 HO-P=0
[l i ) I
0 0 OH

Enlace fosfoanhidrido de
“alta energia”

Figura 10. Esquema de reaccion de las pirofosfatasas.
Se muestra la hidrolisis reversible del enlace
fosfoanhidrido del PPi

[30]



Las PPasas requieren del ion Mg?* para su funcionamiento y son clasificadas en tres grupos
independientes de acuerdo con su funcion, estructura y actividad catalitica: Familia I, Familia
Il y pirofosfatasas integrales de membrana (mPPasas). Las Familias | y 11 son pirofosfatasas
solubles (sPPasas) no relacionadas evolutivamente (Holmes et al., 2019). Aunque su actividad
enzimatica es comun a las sPPasas, las mPPasas son muy diferentes ya que, la estructura y
secuencia de esta familia de proteinas no estan relacionadas (Serrano et al., 2007). Ademas, las
subunidades de la Familia | y de las mPPasas poseen un solo dominio, mientras que las PPasas

de la Familia Il tienen dos dominios por subunidad (Jamwal et al., 2017).

La ubicacion de las PPasas es otra caracteristica que las distingue, mientras que las PPasas de
la Familia I y 1l son citosoélicas, las mPPasas estan insertadas en la MP. Estas proteinas fungen
como bombas i6nicas primarias que acoplan la hidrélisis del PPi al movimiento de H* y/o Na*
a través de la membrana y, por lo tanto, generan un potencial de membrana que contribuye a
una serie de funciones celulares, como la regulacién y energizacién de organelos tales como

los acidocalcisomas y la vacuola (Kajander et al., 2013).

En el caso de T. gondii, se ha reportado la presencia de dos PPasas, una PPasa soluble de la
Familia I, denominada TgPPasa (Jamwal et al., 2017; Pace et al., 2011) y una H*-PPasa
denominada pirofosfatasa vacuolar translocadora de protones (V-H*-PPasa) (Rodrigues et al.,
2000).

2.6.1. Pirofosfatasas solubles (sPPasas)

Las sPPasas se han identificado en procariotas y en el citosol de diversos eucariotas, incluyendo
animales, plantas y células fungicas (Kieber & Signer, 1991; Sivula et al., 1999). Las sPPasas
comprenden dos familias, denominadas | y Il. Las PPasas de la Familia I suelen encontrarse en
la mayoria de los eucariotas, arqueas y bacterias, mientras que las enzimas de la Familia Il se
encuentran en algunas bacterias, arqueas y eucariotas primitivas. Estas dos familias se
distinguen en primer lugar por su cofactor de activacion: las PPasas de la Familia | utilizan
principalmente Mg?* como cofactor, mientras que las PPasas de la Familia Il trabajan con el

Mn?* como cofactor (Daouda et al., 2017).

Los miembros de cada familia muestran homologia en la secuencia de aminoacidos, pero no

existe homologia entre las familias. Las PPasas de la Familia | son dimeros o hexameros de
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subunidades idénticas, mientras que todas las PPasas de la Familia Il son homodimeros
(Zyryanov et al., 2004).

Las sPPasas dependientes de Mg?* hidrolizan el PPi a Pi, la energia del enlace anhidrido se
pierde en forma de calor (Primo et al., 2019). El esquema cinético de la catalisis de las sPPasa,
mostrado en la figura 11, implica la union del sustrato a un complejo preformado con el Mg?*
(EM2), la ruptura del enlace P-O (En+2PP) por el ataque directo del agua y la disociacion gradual
de dos moléculas de fosfato (EMn+2P2); todos estos pasos son facilmente reversibles, lo que
permite la formacion de una cantidad considerable de PPi unido a la enzima (EMn+2PPi) y es a
partir de la enzima y el Pi, que se explica el rapido intercambio de oxigeno entre el isétopo
oxigeno-18 [*®O]Pi y [*°0] del agua catalizado por la sPPasa (Baykov et al., 2000). Lo anterior
con respecto al descubrimiento realizado en 1958 por Cohn quien reportd que la pirofosfatasa
inorganica catalizaba un rapido intercambio de oxigenos de ortofosfato inorganico con

oxigenos de agua, es decir, un intercambio Pi + HOH (Janson et al., 1979).

EMy=<—=EM,,,oPP == EM,,,P, <= EM,,,;P <~=EM,

Figura 11. Esquema cinético de la sPPasa. E= enzima; M= Mg?*; PP= PPi

T. gondii posee un a sPPasa denominada TgPPasa, la cual es una enzima que contiene dos iones
Mg?* en su sitio activo, coordinados en dos motivos de union (M1 y M2) por Asp190, Asp195
y Asp227 (Jamwal et al., 2017). EI mondmero posee una estructura of (Fig. 12). La estructura
de esta enzima se encuentra cristalizada y corresponde a 235 aa, iniciando en V74 y terminando
en E308, resaltado en color gris en la secuencia mostrada en la tabla 2. La estructura molecular
fue obtenida por el método de difraccion de rayos X con una resolucion de 2.35 A (Jamwal et
al., 2017). El contenido de la macromolécula corresponde a 53,67 kDa en peso de la estructura

y se encuentra depositada PDB con el ID: 5WRT.

La TgPPasa regula el nivel citosolico del PPi en el parasito ya que T. gondii puede utilizar el
PPi en lugar del ATP como donante de energia en la reaccion PFK y en la pirofosfatasa vacuolar
translocadora de protones (TgVP1); (Pace et al., 2011).
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Figura 12. Estructura cristalizada de la pirofosfatasa inorgénica soluble de Toxoplasma
gondii (PDB: 5WRT). Se observa la conformacion homodimerica. Tomada de PDB.

Tabla 2. Secuencia aminoacidica de la TgPPasa

Tipo Secuencia Longitud

PPasa soluble

Tipo |

>5WRT |Chain 1 MQSAPLASSVGAASGDSVVSPLLPSCGGPRRNLFRFFAS

s A, 40 SRSESSLGAADGTKAAEKAPSAEASGDGAAGGGDVYRRLV
80 SGTEGEKDFRVLLSKKSGERLSPWHDIPLFPNGRDARPLL

BlSoluble 120 FNMVVEIPKNTRRKMEMQLRLPFTPIMODLKKDGSLREYA 32%15&3
inorganic 160 STLYWNYGAFPQTWEDPREPGGREVFHARGDGDPLDVVET (t taa
200 GSEVLPVGGVVPVKVLGALAMIDGGELDWKVLAIREGDPL C??S;:ﬁzlﬁa

pyrophospha 240 FSQLNSVADVERLCRGVVPGIREWFRWYKLPTDNVVNQEG
280 HDEAALPAADAERVVYRAHEHYLRLLSEEHEGEVEEGEAV )
320 RKEDEKESHRQEARGRNVAVYIETKERPPATGEAPADARQ

asma gondii 360 RETETKAGEKGEHVRKQKLWLP

(5811)

tase| Toxopl

2.6.2. Pirofosfatasas integrales de membrana (mPPasas)

Los gradientes electroquimicos de iones H* y Na* son utilizados por los organismos para
impulsar la produccion de ATP vy translocar sustancias a través de las membranas. Estos
gradientes son mantenidos por transportadores primarios y secundarios de H* y Na* que
consumen energia quimica o luminosa. Las mPPasas son bombas primarias que acoplan la

translocacion de H* o Na* a la hidrdlisis del PPi (Luoto, et al., 2013a).

Las mPPasas son el Unico grupo de PPasas integrado en la membrana, poseen entre 15y 17
hélices transmembranales (TMH) por subunidad de ~70-81 kDa, seis de los TMH forman el

sitio catalitico en el lado citosélico (Holmes et al., 2019; Kellosalo et al., 2012). Las mPPasas
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son menos abundantes que las PPasas solubles, pero siguen estando presentes casi todos los

reinos de la vida, exceptuando los hongos y los animales multicelulares (Kajander et al., 2013).

Durante la catalisis, la enzima se une al sustrato, bombea los iones al interior de la célula en
contra de un gradiente electroquimico y, posteriormente, hidroliza la molécula de pirofosfato.
Este mecanismo proporciona a la célula una reserva de energia esencial durante situaciones de
estrés. Se ha reportado la relevancia de las mPPasas en el caso de plantas, en la tolerancia al
estrés, la maduracion del fruto y en el impulso de la eficiencia energética (Lin et al., 2012).
También, han sido motivo de estudio en el caso de parasitos protozoarios, por lo que son
clinicamente relevantes como posibles objetivos farmacoldgicos y de interés biotecnoldgico
(Holmes et al., 2019). En eucariotas como Arabidopsis thaliana, las mPPasas se localizan en
las membranas del aparato de Golgi (Mitsuda et al., 2001), en las vacuolas en el caso de Vigna
radiata (Gaxiola et al., 2007) en los acidocalcisomas en el caso de protistas como T. cruzi
(Moreno & Docampo, 2009), T. gondii (Rodrigues et al., 2000) y Plasmodium berghei
(Marchesini et al., 2000) y en la membrana celular interna de bacterias como Bacteroides
vulgatus (Luoto et al., 2013b). Los acidocalcisomas son organelos globulares con una
membrana de 8 nm de grosor, contienen una matriz electrodensa con altas concentraciones de
compuestos de fosforo dentro de su estructura en forma de PPiy PolyP (Docampo et al., 2005).
Son reservorios de Ca?* y otros cationes como: Mg?*, Na*, K*, Zn** y Fe?* su membrana
contiene una serie de bombas (Ca?*-ATPasa, V-H*-ATPasa, V-H*-PPasa), intercambiadores de

cationes (Na*/H*, Ca?*/H") y canales (acuaporinas) (Moreno & Docampo, 2009).

Las mPPasas son completamente diferentes a las PPasas solubles y se pueden clasificarse segun
su ion especifico a bombear (Na* / H" 0 ambos) y su activacion dependiente o independiente de
K* (Daouda et al., 2017). Las PPasas membranales son bombas de iones que se encuentran
mayoritariamente en plantas, algas, algunos protozoos, bacterias y arqueas (Kajander et al.,
2013). Producen reacciones reversibles que acoplan la energia de hidrolisis de la PPi y el proton
(H*-mPPasas) o el sodio (Na*™-mPPasas). Ademas, las Na*, H*-mPPasas requieren Na* para su
actividad hidrolitica y de transporte y se activan con K* (Luoto, et al., 2013).

Las mPPasas que bombean H*, también suelen denominarse PPasas vacuolares porque se
localizan preferentemente en compartimentos vacuolares, como las vacuolas de las plantas
(Maeshima, 2000) y los acidocalcisomas de las bacterias (Seufferheld et al., 2004) y de los
protistas (Docampo & Moreno, 2011). A diferencia de las H*-ATPasas vacuolares

multisubunitarias (V-H™-ATPasas), las H*-PPasas forman homodimeros (Maeshima, 2000) y
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se dividen en subfamilias dependientes e independientes del K* (Liu et al., 2014). Se ha
reportado que la membrana de los acidocalcisomas de algunos parasitos, pertenecientes al orden
de los tripanosomatidos, como T. cruzi (Scott et al., 1998), Leishmania donovani (Rodrigues et
al., 1999b) y T. brucei (Rodrigues et al., 1999a), poseen una pirofosfatasa vacuolar
translocadora de protones (V-H-PPasa (EC 3.6.1.3)), una enzima descrita también en plantas,
que utiliza exclusivamente PPi como fuente de energia para catalizar la translocacion
electrogénica de H* desde el citosol al lumen de la vacuola, generando una diferencia de pH
acido en el interior (ApH) y una diferencia de potencial eléctrico positiva en el interior (AY) y
que se emplea para energizar una amplia gama de procesos de transporte secundarios, acoplados
al AY y/o ApH (Rea & Poole, 1993).

En el caso de T. gondii, Rodrigues et al. (2000) demostraron que los taquizoitos poseen una V-
H*-PPasa (TgVP1) con caracteristicas comunes a las enzimas de los tripanosomatidos y de las
plantas. Ademas, recientemente se ha reportado un organelo multivesicular post-Golgi en los
taquizoitos de T. gondii, denominado vacuola vegetal (PLV) o compartimento vacuolar (VAC).
Este organelo pudo ser identificado con anticuerpos contra proteinas con similitud a las bombas
y canales vacuolares de las plantas, como una H*-PPasa sensible al K" (TgVP1), y una
acuaporina similar a la del tonoplasto (TgAQP1). Esta Gltima enzima se ha identificado como
de importancia para la supervivencia del parasito bajo estrés extracelular y la preparacion para
la invasion de las células del hospedero (Liu et al., 2014). Sin embargo, la TgVP1 como bomba
translocadora de H*, no ha sido identificada en la formacion del quiste tisular y tampoco en

quistes aislados de cerebro.

Por otra parte Drozdowicz et al (2003), clono el gen TgVP1 (TgME49_248670) y la version
modificada pudo expresarse funcionalmente en levadura. La caracterizacion bioquimica de la
TgVP1 se realizd utilizando fracciones purificadas de T. gondii enriquecidas en la enzima
(Miranda et al., 2010).

2.6.3. Inhibidores de PPasas

Una propiedad que distingue a las mPPasas, independientemente de si son transmembranales o
vacuolares es su alta sensibilidad a la inhibicion competitiva por el 1,1-difosfonato,
aminometilendifosfonato (AMDP) y su relativa insensibilidad a la inhibicion irreversible por
fluoruro a diferencia de las sPPasas (Baykov et al., 1993). EI AMDP es un compuesto que
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pertenece a los bifosfonatos, los cuales se caracterizan por un carbono metileno substituido con
dos atomos de fosforo oxidados. La estructura resultante, P-C-P, tiene dos grupos fosfato unidos
por enlaces fosfoéter no hidrolizables. El atomo de carbono central puede albergar ademas dos
sustituyentes adicionales mediante enlaces covalentes con otro elemento, como el carbono, el
oxigeno, el nitrogeno, el azufre o un halégeno, dando lugar a una enorme variedad de
compuestos, que pueden variar mucho en cuanto a reactividad y quimica (Ghosh et al., 2004;
Ling et al., 2005). Se han estudiado varios bifosfonatos, como el pamidronato, el alendronato,
el tiludronato, el risedronato, el etidronato, el clodronato y el ibandronato; establecido como
terapias eficaces en el tratamiento de trastornos de la resorcion 6sea, como la osteoporosis y la
enfermedad de Paget, asi como el mieloma y las metéstasis dseas (Russell et al., 1999). Los
fosfonatos y bifosfonatos son analogos quimicamente con estabilidad ante los fosfatos y
pirofosfatos. Los bifosfonatos, son especialmente utiles como inhibidores de las enzimas
implicadas en las vias de biosintesis de isoprenoides, inhibiendo el transporte de protones y la
hidrdlisis del PPi. (Park et al., 2021). Estos farmacos mas recientemente se han evaluado como
potentes agentes antiparasitarios (Eubank & Reeves, 1982; Ghosh et al., 2004).

Partiendo del hallazgo de que las mPPasas son sensibles a la inhibicion por el AMDP tanto en
células vegetales como bacterianas fotosintéticas (Drozdowicz et al.,, 2003), varios
investigadores han demostrado que este compuesto inhibe el crecimiento de parésitos como P.
falciparum (Mcintosh et al., 2001), T. gondii (Rodrigues et al., 2000). y T. cruzi (Urbina et al.,
1999). El potencial para el desarrollo de derivados farmacologicos de este compuesto o de
agentes alternativos especificos para inhibir las mPPasas es de gran interés en parasitos

intracelulares.

Por otra parte, las sPPasa son una de las pocas enzimas inhibidas con concentraciones
micromolares (UM) de flGor (F) por lo que ha sido empleado como un monitor del PPi (Baykov
et al., 1992). Este ion ha sido probado en otras sPPasas como en el caso de la PPasa de
Saccharomyces cerevisiae (Y-PPase) y en la PPasa de Escherichia coli, observado una
disminucion instantanea (tiempo medio <1 s) de la actividad después de la adicion de fluor a la
enzima (Baykov et al., 1992). El ion F también ha sido estudiado como un veneno enzimatico,
que induce estrés oxidativo, trastornos hormonales y neurotoxicidad en el ser humano
(Strunecka & Strunecky, 2020).
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2.6.3.1. NaF como inhibidor de sPPasas

El fluoruro de sodio (NaF) es el reactivo cominmente utilizado en la inhibicién de sPPasas y
ha demostrado inhibir la actividad de la luciferasa de luciérnagas en un 80 % utilizando 10 mM
de NaF para inhibir su sPPasa (Eriksson et al., 2001). En el caso de T. gondii, se ha demostrado
que 2 mM de NaF inhibe la hidrolisis de PPi en homogenado de taquizoitos (Rodrigues et al.,
2000).

La capacidad del NaF para inhibir a las sPPasas se debe a la habilidad del ion F~ para ocupar el
sitio de la molécula de agua, activada para realizar el ataque nucleofilico del fosforo, en una
reaccién de hidrolisis que semeja una reaccion de substitucion nucleofilica 2 (SN2) (Wu et al.,
2021). Como resultado de la ocupacién, se forma un derivado de monofluorofosfato de
magnesio en el sitio activo, que se mantiene fuertemente retenido e impide la complecion del

ciclo catalitico (Heikinheimo et al., 2001).

2.6.3.2. C10 bifosfonato como inhibidor de mPPasas

En sus primeros trabajos, Eubank & Reeves, (1982) descubrieron que los bifosfonatos,
analogos hidroliticamente estables del PPi, tenian actividad contra E. histolytica, y propusieron
que estos compuestos inhibian la PFK dependiente del PPi del parasito. Posteriormente, se
dieron a conocer otros resultados sobre E. histolytica utilizando varios bifosfonatos que
contienen nitrégeno. Ahora se sabe que estos compuestos son potentes inhibidores de la enzima
PPasa (Ghosh et al., 2004).

En el caso de T. gondii, se han estudiado la actividad de 60 tipos bifosfonatos como inhibidores
del crecimiento del parasito de manera in vitro con el fin de identificar posibles compuestos
antiparasitarios (Ling et al., 2005). EI C10 bifosfonato (C10-bisphosphonate) pertenece a los
bifosfonatos. Posee una larga cadena de carbonos y ha sido reportado como un inhibidor de la
esfingomielinasa &cida y como una opcion de tratamiento para las enfermedades pulmonares
inflamatorias, la fibrosis quistica y la aterosclerosis (Roth et al., 2009); (Fig. 13). Este
compuesto interactda con los iones metalicos divalentes y forma complejos bidentados. Los
bifosfonatos son un inhibidor de la farnesil difosfato (FDP) sintasa citosélica (geranil difosfato

(GDP) y geranilgeranil difosfato (GGDP) sintasa y de la via del isopreno. Ademas, tienen
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funcionalidad antimicrobiana y ha sido reportado como inhibidor en el crecimiento de E.
histolytica y P. falciparum (Eubank & Reeves, 1982; Ghosh et al., 2004).

H, 0,P— O — PO, H,

Pyrophosphate
R1
I
H,O;P— C -— PO;H; O\’OH
“P-OH
R2 \/\/\A/\<NH3+
Bisphosphonate A
0=R-0
OH
a b

Figura 13.Estructura quimica de C10 bifosfonato. a) Comparacion de pirofosfato y la estructura
general del bifosfonato. b) Estructura quimica de C10 bifosfonato.
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

T. gondii, poseen dos PPasas, una V-H*-PPasa denominada TgVP1, con caracteristicas
similares a las enzimas de los tripanosomatidos y de las plantas (Pace et al., 2011; Rodrigues
et al., 2000) y de la cual solo se conoce su secuencia aminoacidica y algunas caracteristicas
generales de las mPPasas. Ademaés, posee una TgPPasa que regula los niveles citosolicos de
PPi en el parésito, cuya estructura atomica se encuentra dilucidada cristalograficamente
(Jamwal et al., 2017).

La distribucion de las PPasas se ha reportado en el citoplasma de taquizoitos extra e
intracelulares en el caso de la TgPPasa (Pace et al., 2011). Sin embargo, la distribucion de la
TgVP1 se encuentra asociada a los acidocalcisomas en parasitos extracelulares, de acuerdo con
Moreno & Zhong (1996); Rodrigues et al (2000) y han sido identificadas con una distribucion
en vacuolas y en la superficie celular a partir de anticuerpos policlonales especificos para una
V-H*-PPasa previamente probados en células vegetales y que genera reaccion cruzada con la
V-H*-PPasa de tripanosomatidos (Rodrigues et al., 2000).

La translocacion de H* a través de las membranas actualmente es de interés, debido a que la
ubicacién de las mPPasas ha ayudado a proponer farmacos antiparasitarios, ya que, hasta el
momento, no se ha reportado la presencia de las mPPasas en células humanas (Folgueira et al.,
2021; Valueva et al., 2020).

Como parte de los farmacos evaluados como inhibidores de mPPasas, los derivados de
bifosfonatos han demostrado inhibir la actividad de la TgVP1 de T. gondii sin efectos
apreciables a la célula hospedero (Rodrigues et al., 2000). Y en el caso de la TgPPasa, el NaF,
inhibe la hidrolisis de PPi (Szabo & Oldfield, 2001).

Durante el ciclo de vida de los parasitos protozoarios ocurren transiciones entre huésped,
hospedero y entornos intracelulares y extracelulares, lo que significa que la célula protozoaria
debe sobrevivir y adaptarse en distintas condiciones (Castro-Elizalde et al., 2018). De acuerdo
con Holmes et al (2019), en términos de la funcion de las mPPasas, el cambio mas relevante
que sufren los parasitos es la diferencia en la presion osmética que las células experimentan en

los diferentes entornos.

El principal mecanismo para regular la presion osmatica interna implica a los acidocalcisomas
debido a las bombas presentes en su membrana en donde se encuentra la Ca**-ATPasa, la V-

H*-ATPasa y la V-H"-PPasa e intercambiadores Na*/H" y acuaporinas (Docampo & Moreno,
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2011). Estudios de knock-down y knock-out en T. brucei (Lemercier et al., 2002) T. gondii (Liu
et al., 2014), y P. falciparum (Zhang et al., 2018) han demostrado que las mPPasas son
necesarias para mantener la acidificacion de los acidocalcisomas, la virulencia parasitaria y el

crecimiento in vitro del estadio asexual de los parésitos.

Actualmente se ha logrado inducir el enquistamiento de la cepa RH por dos métodos, induccion
in vitro, mediante MPA (Castro-Elizalde et al., 2018) y mediante IFN-y (Cruz-Mirén, 2021),
por loque se tienen estandarizados dichos métodos.
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4. JUSTIFICACION

Estudios realizados en nuestro grupo de trabajo han demostrado que la VP es una estructura
que sirve como andamiaje para la construccion de la pared del quiste tisular de T. gondii. A la

fecha, se desconoce la distribucion y la funcion de las PPasas en el estadio de quiste tisular.

Dado que TgVP1 se encuentra en la VP, el estudio de los posibles cambios de la TgVP1 durante
la formacion del quiste tisular y su funcion son de interés para el conocimiento de la biologia

de T. gondii.

Ademas, puesto que T. gondii, posee también una pirofosfatasa citosélica (TgPPasa), es de

interés aportar informacion sobre su participacion en el proceso de enquistamiento.

5. HIPOTESIS

Las pirofosfatasas citosolica (TgPPasa) y membranal translocadora de protones (TgVP1), estan

relacionadas en la formacion del quiste tisular de Toxoplasma gondii.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcién y la distribucion de la TgPPasa y la TgVP1 en el enquistamiento de

Toxoplasma gondii inducido por IFN-y in vitro y en quistes aislados de cerebro.

6.1. Objetivos particulares in silico

1. Realizar el analisis bioinformatico de las secuencias proteicas de la TgPPasa y la TgVP1
de T. gondii, con el fin de disefiar péptidos inmunogénicos que nos permitan generar
anticuerpos especificos

2. Determinar la capacidad antigénica de cada péptido generado, para ser reconocidos por
linfocitos B.

3. Determinar la especificidad de cada péptido generado, descartando sitios conservados,
sitios activos y mediante pBLAST con respecto a Mus musculus, Homo sapiens y T. gondii
con el fin de evitar reacciones inespecificas.

4. Revisar la disponibilidad espacial de cada péptido mediante modelado tridimensional.

5. Realizar un modelo estructural de la TgVP1 mediante AlphaFold2.
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6.2.

Objetivos particulares in vivo

Inmunizar ratones Balb/c con los péptidos inmunogénicos sintetizados para la TgPPasa y

la TgVP1, con el fin de generar y obtener anticuerpos policlonales monoespecificos.

. Evaluar los anticuerpos policlonales mediante Western blot y ELISA.

Evaluar la distribucion de la TgPPasa y TgVP1 por microscopia de fluorescencia y

confocal, en taquizoitos y células invadidas

. Evaluar la presencia de la TgPPasa y TgVP1, mediante microscopia de fluorescencia y

confocal en quistes inducidos por IFN-y.

Evaluar la presencia de la TgPPasa y TgVP1, mediante microscopia de fluorescencia y
confocal en quistes de la cepa ME49 aislados de cerebros de ratones infectados.

Realizar el analisis de la participacion de las PPasas en el enquistamiento inducido por

IFN-y, mediante el uso de inhibidores especificos para la TgPPasay TgVP1.

[42]



7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Evaluacion de la distribucién y funcién de las PPasas: TgPPasa y TgVP1 de Toxoplasma
gondii, durante la formacion del quiste tisular

I
Anadlisis in silico

Analisis in vitro

Andlisis bioinformatico para el disefio de
péptidos inmunogénicos para la TgPPasa y
TgVP1

Determinar la capacidad antigénica de cada
péptido generado, con el algoritmo Kolaskar &
Tongaonkar

Inmunizacion de
ratones Balb/c con
los péptidos

Quistes cerebrales
de la cepa ME49

Enquistamiento de
lacepaRH de T.
gondii inducido por

Determinar la accesibilidad espacial de cada
péptido generado, para que sean reconocidos
por linfocitos B

inmunogénicos
C IFN-
sintetizados Y
[ : :
Produccion de Analisis de la
acr)];[ilgluoer:gloe SS Evaluacion de la participacion de las
P distribucidn de las PPasas en el

monoespecificos

Determinar la especificidad de cada péptido
generado, descartando sitios conservados y
sitios activos

Determinar la especificidad de cada péptido
generado, mediante pBLAST

Evaluacion de los
anticuerpos
mediante por
Western blot y
ELISA

PPasas por
microscopia
confocal en quistes
ME49

enguistamiento
mediante el uso de
inhibidores
especificos para
cada PPasa

Revisar la disponibilidad espacial de cada
péptido disefiado

Biosintesis de cada péptido disefiado por la
compariia GeneScript®
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8. METODOS

8.1. Andlisis bioinformético

La busqueda de secuencias aminoacidicas se realiz6 en el Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI por National Center for Biotechnology Information

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y en la base de recursos informaticos sobre el Toxoplasma

(ToxoDB por Toxoplasma Informatics Resources https://toxodb.org/toxo/app).

La clasificacion de las enzimas pirofosfatasas (PPasas) se realizo en el servidor web InterPro
(Blum et al., 2021). Para el analisis de parametros fisicoquimicos como el peso molecular
(PW), el punto isoeléctrico (pl), composicién de aminoacidos, promedio de hidrofobicidad e
indice alifatico, se empled el servidor web ProtParam de EXPASy (Gasteiger et al., 2005).
Las caracteristicas funcionales de las enzimas se obtuvieron de la base de datos de UniProt
(Bateman et al., 2021).

Las interacciones proteina-proteina se determinaron con el software STRING (https://string-
db.org/).

8.2. Disefio de péptidos inmunogénicos

Para el disefio de los péptidos inmunogénicos se utilizé la Base de Datos de Epitopos Inmunes
(IEDB) (https://www.iedb.org/) con la herramienta de prediccion de epitopos de células B y

los métodos Emini Surface Accessibility Prediction (Emini et al., 1985) y Kolaskar &
Tongaonkar Antigenicity (Kolaskar & Tongaonkar, 1990) para determinar la accesibilidad y
antigenicidad, respectivamente. Se obtuvieron varias secuencias peptidicas con distinto
grado de antigenicidad por lo que se realizd una comparacion de las secuencias predichas,
con el fin de determinar los péptidos exclusivos para la PPasa membranal TgVP1 y la PPasa

citosélica TgPPasa.

La especificidad de cada péptido generado se determind descartando sitios conservados y
sitios activos de cada proteina. Adicionalmente, se verifico la especificidad mediante protein
BLAST (pBLAST) para descartar reaccion cruzada de los péptidos con respecto a raton (Mus
musculus), humano (Homo sapiens) y T. gondii. La disponibilidad espacial de cada péptido

disefiado fue verificada con respecto a la estructura terciaria con el software PyMOL
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(Mooers, 2020). La prediccion conformacional de los epitopos para que fueran reconocidos

por linfocitos B fue verificada con el software Disco Tope 2.0 (Kringelum et al., 2012).

Las secuencias candidatas para la produccion de Ac se sintetizaron con cuatro MAP’s en el
extremo C-terminal. La secuencia de cada péptido se envid a sintetizar con la compafiia
GenScript® (USA).

8.3. Prediccion estructural de la PPasa membranal TgVP1 mediante AlphaFold2

La prediccion estructural de la TgVP1 (V-type H(+)-translocating pyrophosphatase VVP1 de
Toxoplasma gondii (ID: B6KH90), se realiz6 a partir de una Red Neuronal, con base en un
alineamiento mdltiple de secuencias (MSAs Multiple Sequence Alignments), calculando los
patrones de covarianza entre los residuos de la secuencia con el software AlphaFold2,
producido por DeepMind™, usando MMseq2 (Mirdita et al., 2022; Varadi et al., 2022). Las
estructuras 3D fueron visualizadas con el programa PyMOL (Mooers, 2020).

En el caso de la estructura terciaria de la TgPPasa [Inorganic pyrophosphatase (Toxoplasma
gondii)] (5WRT) se tomo de la base de datos PDB (Jamwal et al., 2017).

8.4. Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa BALB/c para el mantenimiento de la cepa RH de T.
gondii.
Se utilizaron ratones de la cepa C57BL6 para el mantenimiento y extraccion de quistes

cerebrales de la cepa ME49 de T. gondii.

Los ratones fueron mantenidos en la Unidad de Produccion Experimental de Animales de
Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN en condiciones de temperatura, humedad y
ventilacion regulada, de acuerdo con la norma oficial mexicana “Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999)”.
Los animales fueron proporcionados por la Unidad de Produccion y Experimentacion de
Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV.
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8.5. Obtencion y mantenimiento de la cepa RH de T. gondii

El mantenimiento de la cepa RH de T. gondii se realizé en ratones macho BALB/c, mediante
la inoculacion intraperitoneal con 5x10° taquizoitos en PBS pH 7.2 estéril (para la
preparacion de soluciones ver el anexo I1). Después de cuatro dias después de la infeccion,
los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y se inocul6 PBS en la cavidad
peritoneal para recuperar el liquido peritoneal rico en taquizoitos. La suspension se centrifugo
a 1,700 rpm x 10 min, y el pellet de parasitos se resuspendio en PBS. Los taquizoitos se
purificaron por filtracién a través de una membrana de policarbonato de 5 um de poro

(Milipore, Bedford MA) con el fin de eliminar los macré6fagos.

Durante todo el proceso para el mantenimiento de la cepa RH de T. gondii, se emplearon las
medidas de bioseguridad tipo Il, como son el uso de bata, guantes, cubrebocas, goggles,
condiciones asépticas y uso de la campana de bioseguridad tipo Il. EI manejo de los animales
se realizd de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.

8.6. Extracto total de taquizoitos

Se solubilizaron 200 x 10° taquizoitos purificados en buffer de lisis. Posteriormente, la
muestra se sonico a 40 Hz por 4 veces durante 30 seg (Procesador Ultrasénico GE 130PB
Cole-Parmer, Vernon Hills, USA). El extracto total fue mantenido a 4 °C para su uso
inmediato y a -20 °C para su resguardo.

8.7. Cuantificacidn de proteinas por el método Bradford

Se prepar6 una curva estandar a partir de una solucion stock de albumina de 1 mg/mL, se
realizaron concentraciones crecientes de albumina sérica bovina (BSA) de 5 hasta 50 pg/mL
en PBS. En una placa de ELISA de 96 pozos se colocaron, por triplicado, 10 uL de cada
concentracion de la curva y de las muestras problema, posteriormente, se agregaron 200 pL
de solucion Bradford (1 mL de solucion de Bradford méas 4 mL de agua bidestilada). Se
registrd la absorbancia a 595 nm en un lector de microplaca (Micro Plate Reader S80XR,
BioRad). La curva de calibracion se grafico para conocer la concentracion proteica de la

muestra.
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8.8. Inmunizacion de ratones BALB/c con los péptidos inmunogénicos sintetizados y

recoleccion de sueros

Se trabaj6 con dos grupos de ratones BALB/c, cada grupo consto de tres ratones. Un grupo
fue inmunizado con el péptido disefiado para TgPPasa y el otro grupo fue inmunizado con el
péptido disefiado para la TgVPL1; en ambos casos, las inmunizaciones se realizaron con 50
Hg de su respectivo péptido inmunogénico via intraperitoneal con PBS estéril y Titer Max
como adyuvante. Se realizaron cuatro inmunizaciones con un intervalo de 14 dias entre cada
una, tres inmunizaciones intraperitoneales y una inmunizacion intravenosa por la cola. Cinco
dias después de la Gltima inmunizacion se realizd el sangrado en blanco y se determiné el

titulo de anticuerpos IgG.

Previo a las inmunizaciones se realizd un sangrado preinmune. La sangre preinmune e
inmune se incubaron a 37 °C por 30 min y posteriormente fueron centrifugados a 2,000 rpm
por 10 min. Los sueros recolectados preinmunes e inmunes fueron mantenidos a 4 °C durante

todo su uso. A partir de los sueros se realizé la caracterizacion inmunoquimica de cada PPasa.

8.9. Determinacion semicuantitativa de la inmunoglobulina 1gG mediante ELISA

En placas de ELISA de 96 pozos se colocaron 100 pL (1 pg/pozo) del antigeno
correspondiente a cada PPasa (TgPPasa y TgVP1) en buffer de carbonatos.Las placas se
incubaron toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se lavaron con PBST (PBS pH 7.2 + Tween
20 al 0.05%). Posteriormente, se realiz6 el bloqueo con 100 uL de leche descremada al 5 %
en PBST por 30 minutos a 37 °C.; transcurrido el tiempo, las placas se lavaron PBST. Se
colocaron 100 pL de los sueros preinmunes e inmunes correspondientes, en dilucion 1:100
en PBST; las placas se incubaron a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron con PBST
y se coloco el anticuerpo secundario anti-conejo 1gG-HRP de raton (Sigma-Aldrich) dilucion
1:5000 y se incubaron las placas por 2 h a TA en agitacion constante. Se lavaron las placas
con PBST y se colocaron 100 uL de solucion de revelado en cada pozo, se incub6 hasta
observar un cambio de color a amarillo. La reaccion se detuvo agregando 100 uL de &cido
sulfurico 2N. Finalmente, se realiz0 la lectura de la longitud de onda (A) en un
espectrofotometro modelo 680 XR (Bio-Rad) a 490 nm.
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Los valores obtenidos de absorbancia para cada PPasa fueron extrapolados con respecto a
una curva estandar de 1gG que se realizé a la par de cada PPasa evaluada. Se empleo el suero
de referencia 1gG de raton (Bethyl. No. Cat. RS10-101, lote 6) con valor asignado de acuerdo

con la hoja técnica de 19G = 9.5 mg/mL. Los valores fueron reportados en pg/mL.

Para la preparacion de soluciones ver el anexo I1.

8.10. SDS-PAGE

Los patrones electroforéticos del ET se visualizaron mediante SDS-PAGE en geles al 7.5 %
de acrilamida-bis acrilamida. El gel se tifié con azul de Coomassie R-250. Las imagenes de
los geles se digitalizaron en un foto-documentador (EZ Imager, BioRad, Hercules, CA,
USA), mediante el programa ImageTM Lab Software Version 4.1 (BioRad, Hercules, CA,
USA).

8.11. Western blot

Para evaluar el reconocimiento de los anticuerpos contra las PPasas, 200 ug de ET se
hirvieron por 5 min, posteriormente el volumen de ET se coloco en un gel de poliacrilamida
al 10 %y se corrio a 80 V por 20 min 'y 100 V por 40 min en una cdmara Mini PROTEAN®
Tetra Cell (Bio-Rad). EI marcador de peso molecular empleado fue Blue Prestained Protein
Standard, Broad Range (11-190 kDa) P7718 NEB®. Posteriormente, el gel se coloco en
buffer de transferencia por 5 min y se transfirié en cdmara semi humeda a una membrana de
nitrocelulosa durante 60 min a 200 mA. La membrana fue bloqueada con leche descremada
al 6 % en TBST durante 2 h, posteriormente se incub6 con los anticuerpos primarios
preinmunes e inmunes de cada PPasa (dilucion 1:150) por 2 ha TAy a 4 °C toda la noche.
Se hicieron lavados exhaustivos con TBST en agitacion constante. La membrana se incubd
con el anticuerpo secundario anti-IgG de raton acoplado a HRP (dilucién 1:7 000) por 2 h a
TA 'y finalmente se realizaron lavados con TBST. La membrana se revelo utilizando el kit de

quimioluminiscencia ECL-Plus (GE Healthcare, UK).

Para la preparacion de soluciones ver el anexo Il.
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8.12. Cultivo celular

La linea celular HEp-2 (células epiteliales humanas de carcinoma de laringe) (HEp-2, ATCC-
CCL 23), se mantuvo en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %, penicilina 20 U/mL y estreptomicina 20
pg/mL, incubadas a 37 °C en una atmdsfera de 5 % de CO..

Las células se cultivaron mediante pases consecutivos en frascos de cultivo celular de 25 cm?
(Corning™) en una campana de flujo laminar de bioseguridad clase II tipo A/B3 (Nuaire
Biological Safety Cabinets, Plymouth, MN, USA). Cuando las células alcanzaron el 80 % de
confluencia se lavaron con 1 mL de verseno (EDTA al 0.5% en PBS) a pH 7.2, se
tripsinizaron (Tripsina grado cultivo celular al 0.025 %) en presencia de EDTA por 1 min a
37 °C, y se resembraron en medio DMEM. El cultivo celular se trabajé en una campana de
flujo laminar de bioseguridad clase Il tipo A/B3 (Nuaire Biological Safety Cabinets,
Plymouth, MN, USA).

8.13. Conteo de taquizoitos

En cada experimento correspondiente, el conteo de taquizoitos de realizé con una camara de
Neubauer (Hoechst, Mx) a través de un microscopio Axiolab (Zeiss) y se realizo el calculo
para determinar la relacién de taquizoitos extracelulares correspondientes. La férmula

empleada fue: Total de parasitos = (N° de parasitos)(10,000)(factor de dilucion)

8.14. Distribucion de la TgPPasa y la TgVP1 mediante inmunofluorescencias en

parasitos extracelulares de T. gondii

Para determinar la ubicacion de la TgPPasa y de la TgVP1, 5x10° taquizoitos purificados
fueron colocados sobre cubreobjetos previamente tratados con 2 pg/mL de Poli-L-lisina
(SIGMA®) por 30 min. Los parasitos se fijaron con paraformaldehido (PAF) al 2 % por 30
min. Transcurrido el tiempo, se realizaron lavados con PBS. Se permeabilizaron los

taquizoitos con tritdn X-100 al 0.5 % en PBS por 5 min y se bloque6 con SFB 1 % durante
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30 min. Los parésitos se incubaron con su respectivo anticuerpo primario, correspondiente al
suero preinmune e inmune de 1gG de ratén anti-TgPPasa e 1gG de ratdn anti-TgVP1 (1:100)
por1 haTAYy 4 °C toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron exhaustivamente con PBS y
posteriormente se les colocd el anticuerpo secundario IgG de cabra anti-lgG de raton
acoplados a FITC o TRITC (10 pg/mL); (Jackson Inmuno Research, USA) por 2 h a TA.
Como control positivo se utilizé el anticuerpo primario IgG de ratén anti-GAP45 y se revelo
con el anticuerpo secundario IgG de cabra anti-1gG de ratén acoplado a TRITC. Los ndcleos
fueron tefiidos con DAPI (1 pg/mL) por 10 min a TA y finalmente se realizaron varios
lavados con PBS. Para realizar el montaje, se lavaron los cubreobjetos con H>O para retirar
las sales del PBS y se montaron en portaobjetos con 5 ul de Vectashield (Vector
Laboratories, UK). Las orillas fueron selladas con barniz transparente. Las laminillas fueron

observadas en un microscopio de fluorescencia Axioscope I1-Mot/Zeiss, Germany.

Los canales empleados constan de las siguientes A: FITC (Excitacion: 495 nm, Emisién: 517
nm), DAPI (Excitacidon: 358 nm, Emision: 464 nm) y TRITC (Excitacion: 557 nm, Emision:
576 nm).

8.15. Distribucion de la TgPPasa y la TgVP1 mediante inmunofluorescencias en

proliferacion intracelular de T. gondii

Se cultivaron células HEp-2 con 1.6x10° células/mL sobre cubreobjetos estériles colocados
en cajas Petri de 35 x 10 mm (Thermo Scientific™) y se mantuvieron en medio DMEM con
SFB al 10 %. Al alcanzar el 60 % de confluencia, las células fueron infectadas con taquizoitos
en una relacion 1:20 (célula/paréasito) y se mantuvieron por 1 h en incubacion a 37 °C en una
atmosfera de 5 % de COa. Posteriormente, se retird el medio y se lavaron las células tres
veces con medio MEM sin SFB, con el fin de eliminar los parasitos extracelulares. Las
celulas se mantuvieron con medio DMEM con SFB al 10 % a 37 °C en una atmdsfera de 5
% de COz durante 2, 6, 12, 24y 48 h.

Después de cada tiempo, se retir6 el medio de cultivo y se realizaron varios lavados con PBS.
Las células infectadas con taquizoitos se fijaron con PAF al 4 % por 30 min y transcurrido el
tiempo, se realizaron lavados con PBS. Se permeabilizé con triton X-100 al 0.5 % en PBS

por 5 min y se bloqueé con SFB 1 % durante 30 min. Las células se incubaron con su
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respectivo anticuerpo primario, correspondiente al suero preinmune e inmune de 1gG de raton
anti-TgPPasa e 1gG de raton anti-TgVP1 (1:100) por 1 ha TAy a4 °C toda la noche. Al dia
siguiente, las células se lavaron con PBS y posteriormente se les coloco el anticuerpo
secundario anti-1gG de ratén acoplados a fluorocromos FITC o TRITC (10 pg/mL) (Jackson
Inmuno Research, USA) por 2 ha TA. Como control positivo se utilizo el anticuerpo primario
IgG de ratén anti-GAP45 y se revelo con el anticuerpo secundario 1gG de cabra anti-1gG de
raton acoplado a TRITC. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (1 pg/mL) por 10 mina TA
y finalmente se realizaron lavados con PBS. Para realizar el montaje, se lavaron los
cubreobjetos con H,O para retirar las sales del PBS y se montaron en portaobjetos con 5 puL.

de Vectashield, siguiendo la metodologia descrita anteriormente.

Las lamilillas se observaron en un microscopio de fluorescencia Axioscope Il1-Mot/Zeiss,

Germany.

8.16. Distribucion de la TgPPasa y la TgVP1 durante la induccién al enquistamiento de

T. gondii con IFN-y

Taquizoitos extracelulares purificados fueron tratados con 200 U/mL de IFN-y (Sigma
Aldrich, St Louis MO) en medio DMEM por 2 h a TA, posteriormente se centrifugaron a
1,700 rpm por 10 min, se retird el sobrenadante para eliminar la citosina del medio, los
taquizoitos fueron resuspendidos en 200 pL de medio DMEM sin SFB y se realizd la
infeccion de las células HEp-2 al 60 % de confluencia por 2 h. Transcurrido el tiempo, se
realizaron lavados con medio DMEM sin SFB, con el fin de eliminar el exceso de parasitos
extracelulares. Las células se mantuvieron con medio DMEM con SFB al 10 % a 37 °C en
una atmosfera de 5 % de CO; durante 48y 72 h.

Después de cada tiempo, se retird el medio de cultivo y se realizaron lavados con PBS. Las
celulas infectadas con taquizoitos se fijaron con PAF 4 % por 30 min y se lavaron con PBS.
Se permeabilizaron las células con tritén X-100 al 0.5 % en PBS por 5 min y se bloqueé con
SFB 1 % durante 30 min. Las células se incubaron con el suero preinmune o inmune de 1gG
de raton anti-TgPPasa e I1gG de raton anti-TgVP1 (1:100) por 1 ha TA. y a 4 °C toda la
noche. Al dia siguiente, se lavaron con PBS y posteriormente se les coloco el anticuerpo

secundario anti-1gG de raton acoplados a TRITC (10 pug/mL); (Jackson Inmuno Research,
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USA) por 2 h a TA, transcurrido el tiempo se lavaron exhaustivamente con PBS. La
glicoproteina CST1 fuer tenida con la lectina de D. biflorus acoplada a FITC (1:500). Los
nacleos fueron tefiidos con DAPI (1 pg/mL) por 10 min a TA y finalmente se realizaron
cinco lavados. EI montaje de las laminillas se realizé siguiendo la metodologia descrita
anteriormente. Las laminillas se observaron en un microscopio de fluorescencia Axioscope

I1-Mot/Zeiss, Germany.

8.17. Evaluacion de la viabilidad de parésitos extracelulares en presencia de inhibidores
de PPasas

Para determinar el efecto de los inhibidores en los parasitos extracelulares, se trabajé con
5x10° taquizoitos purificados, los cuales fueron incubados por 2 h con 40, 100 y 200 uM de
C10-Bifosfonato (860480P-500UG Sigma-Aldrich) como inhibidor de la TgVP1y con 2, 10
y 20 mM de NaF (7681-49-4 Merck) como inhibidor de la TgPPasa. Como controles
negativos se emplearon taquizoitos sin presencia de los inhibidores.

El NaF y el C10-Bifosfonato, son solubles en agua, por lo que fueron preparados en
soluciones concentradas en PBS y posteriormente se diluyeron a las concentraciones
requeridas. Con base en lo anterior, como controles negativos, los parasitos fueron

mantenidos solo en PBS.

Se determind la viabilidad de los parasitos mediante fluorescencia con Sytox green (SYTOX-
green nucleic acid stain (Molecular Probes, Eugene, OR.), dilucion 1:5000 en PBS. La

viabilidad fue reportada en porcentaje de taquizoitos vivos.

8.18. Ensayos de invasion celular en presencia de inhibidores de PPasas

Para evaluar el efecto de los inhibidores en la invasion celular, se trabajé con taquizoitos
extracelulares purificados, tratados por 2 h con 40, 100 y 200 uM de C10-Bifosfonato como
inhibidor de la TgVP1 y/o con 2, 10 y 20 mM de NaF como inhibidor de la TgPPasa. Como

controles negativos se emplearon taquizoitos en PBS sin los inhibidores.

Se cultivaron células HEp-2 con 1.6x10° células/mL sobre cubreobjetos estériles colocados

en cajas Petri de 35 x 10 mm y se mantuvieron en medio MEM con SFB al 8 %. Al alcanzar
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el 60 % de confluencia, las células fueron infectadas con los taquizoitos pre-incubados con
su respectivo inhibidor en una relacién 1:20 (celula/parasito) y se mantuvieron por 2 h en
incubacion a 37 °C en una atmosfera de 5 % de CO». Transcurrido el tiempo, las células
fueron lavadas con PBS para retirar el exceso de parasitos extracelulares y posteriormente
fueron fijadas con glutaraldehido al 2.5 % (Polysciences, Warrington, PA). Los cubreobjetos
montados fueron observados mediante microscopia en contraste de fase. Se cuantifico el

porciento de células conteniendo al menos una VP.

8.19. Ensayos de proliferacion intracelular de T. gondii en presencia de inhibidores de

PPasas

Para evaluar el efecto de los inhibidores en el proceso de proliferacion celular, se trataron
taquizoitos extracelulares purificados por 2 h con 200 uM y con 20 mM de NaF. Como
controles negativos se emplearon taquizoitos en PBS sin los inhibidores. Al alcanzar el 60 %
de confluencia, las células fueron infectadas con los taquizoitos pre-incubados con su
respectivo inhibidor en una relacion 1:20 (célula/paréasito) y se mantuvieron por 2 h en
incubacion a 37 °C en una atmosfera de 5 % de CO». Transcurrido el tiempo, las células
fueron lavadas con PBS para retirar el exceso de parésitos extracelulares y las células se
mantuvieron por 72 h en incubacién a 37 °C en una atmoésfera de 5 % de CO.. Transcurrido
el tiempo, se cosecharon los taquizoitos mediante el raspado de la monocapa celular, el
sobrenadante fue recuperado y se realiz6 el conteo de parasitos en cdmara de Neubauer.

Como control positivo, se evaluo la proliferacion de taquizoitos mantenidos en PBS.

8.20. Distribucién de la TgPPasa y la TgVP1 durante la induccién al enquistamiento de

T. gondii con IFN-y en taquizoitos pretratados con inhibidores de PPasas

Taquizoitos extracelulares purificados fueron tratados con 200 U/mL de IFN-y en medio
MEM por 2 h a TA, posteriormente se centrifugaron a 1,700 rpm por 10 min, se retiro el
sobrenadante para eliminar la citosina del medio, los taquizoitos fueron resuspendidos en
solucion por 2 h con su respectivo inhibidor 40, 100 y 200 uM de C10-Bifosfonato como
inhibidor de la TgVP1 y con 2, 10 y 20 mM de NaF como inhibidor de la TgPPasa. Como
controles negativos se emplearon taquizoitos en PBS sin inhibidores. Transcurrido el tiempo
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se realizo un lavado con PBS para retirar los inhibidores y se realizé la infeccion de las células
HEp-2 al 60 % de confluencia por 2 h. Posteriormente, se realizaron lavados con medio MEM
sin SFB, con el fin de eliminar el exceso de parésitos extracelulares. Las células se
mantuvieron con medio DMEM con SFB al 10 % a 37 °C en una atmdsfera de 5 % de CO2
durante 48y 72 h.

Después de cada tiempo, se retird el medio de cultivo y se realizaron lavados con PBS. Las
células infectadas con taquizoitos se fijaron con PAF 4 % por 30 min. Se permeabiliz6 con
tritdbn X-100 al 0.5 % en PBS por 5 min y se bloqued con SFB 1 % durante 30 min. Las
células se incubaron con su respectivo anticuerpo primario, correspondiente al suero
preinmune e inmune de TgPPasa y TgVP1 (1:100) por 1 ha TAy a 4 °C toda la noche. Al
dia siguiente, se lavaron con PBS y posteriormente se les coloco el anticuerpo secundario
anti-lgG de ratdn acoplados a fluorocromos FITC o TRITC (10 pg/mL) (Jackson Inmuno
Research, USA) por 2 h a TA. Los ndcleos fueron tefiidos con DAPI (1 pg/mL) por 10 min
a TA, finalmente, se realizaron lavados exhaustivos con PBS. EI montaje de las laminillas se
realizd siguiendo la metodologia descrita previamente y se observaron en un microscopio de

fluorescencia Axioscope Il1-Mot/Zeiss, Germany.

8.21. Purificacidn de quistes cerebrales de la cepa ME49

Los quistes de la cepa ME49 se obtuvieron a partir del cerebro de ratones de la cepa C57BL6,
previamente infectados via oral con aproximadamente 40 quistes. Los ratones se sacrificaron
de seis a ocho semanas después de la infeccion mediante dislocacion cervical. El cerebro se
macerd con 2 mL de PBS en un homogeneizador de vidrio, la suspension se filtro empleando
una gaza doble para eliminar los fragmentos tisulares, el filtrado se centrifugd a 1,000 rpm
por 5 min, se descartd el sobrenadante; el pellet se resuspendio en PBS y, mediante el uso de
un microscopio estereoscopico y una pipeta Pasteur se aislaron los quistes y fueron colocados

en una caja Petri.

El tejido infectado, asi como el material utilizado se neutraliz6 y descontamind con

hipoclorito de sodio al 5 %.
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8.22. Distribucion de la TgPPasa y la TgVP1 mediante inmunofluorescencia en quistes

cerebrales de la cepa ME49

Los quistes cerebrales se colocaron en cubreobjetos previamente tratados con 10 ug/mL de
Poli-L-lisina (SIGMA®) por 30 min. Posteriormente, se fijaron con PAF al 4 % por 30 min.
Se realizaron lavados exhaustivos con PBS y se permeabilizaron con triton X-100 0.5 % en
PBS por 7 min y se bloque6 con SFB 1 % durante 30 min. Los quistes se incubaron con su
respectivo anticuerpo primario, correspondientes al suero preinmune e inmune de TgPPasa
y TgVP1 (1:100) por LhaTAy a4 °C toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron cinco veces
con PBS y posteriormente se les coloco el anticuerpo secundario anti-1gG de ratén acoplados
aal fluorocromo TRITC (10 pug/mL) por 2 ha TA. Para la deteccion de la glicoproteina CST1
de la pared quistica, se incubo con la lectina DBA, acoplada a FITC (Vector Laboratories,
Inc., Burlingame CA); (dil 1:200 en PBS) 10 pg/mL, por 2 h a TA. Los nucleos fueron tefiidos
con DAPI (1 pg/mL) por 10 min a TA y se realizaron lavados exhaustivos con PBS. Se
realiz6 el montaje con Vectashield como se ha descrito previamente y se observaron al
microscopio de fluorescencia ZEISS Axioscope 2 Mot Plus, en el microscopio confocal LSM
700 ZEN 2009 ambos de Carl Zeiss Inc. (Gottingen, Germany) y en el microscopio confocal

laser system TCS-SP5, Leica.

8.23. Andlisis estadistico

El analisis estadistico y sus respectivas representaciones en graficos fueron generados con el

software Prism8.
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9. RESULTADOS

Los resultados se presentan de manera secuencial, cumpliendo con los objetivos planteados
en el presente trabajo. Todos los resultados experimentales se repitieron al menos tres veces.

9.1. Andlisis bioinformatico de la pirofosfatasa citosolica (TgPPasa)

Se realizo el analisis bioinformatico de las dos PPasas de T. gondii, con el fin de conocer sus
propiedades estructurales, espaciales y de composicidn. A continuacion, presento lo obtenido

mediante el anéalisis antes mencionado.

Las caracteristicas de la TgPPasa se encuentran resumidas en la tabla 3. El andlisis in silico
con el software ProtParam mostro que la TgPPasa con 381 aa en su secuencia, previamente
mostrada en la tabla 2, posee un punto isoeléctrico de 5.56 pl, 36 residuos con carga negativa
(Asp + Glu); mientras que el nimero total de residuos con carga positiva (Arg + Lys) es de
31. Como parte de su composicion atdbmica posee 1,205 carbonos (C), 1,876 hidrogenos (H),
336 nitrégenos (N), 343 oxigenos (O) y 6 azufres (S). Un indice alifatico de 89.11 y media
general de hidropatia (GRAVY) de -0.383.

Tabla 3. Caracteristicas generales de la TgPPasa

Tipo Datos

Nombre de la proteina Soluble inorganic pyrophosphatase
cNoodr?flijcl:n?ee oen sPP1

Tipo de enzima Difosfatasa inorganica; pirofosfatasa inorganica
Cofactor Mg?

Organismo Toxoplasma gondii

ID Taxondmico 5811 [NCBI]

ID PDB SWRT [PDB]

ID UniProt Q4VUZ3 [UniProt]

Ligandos Magnesio, fijacion de metales

Actividad de la difosfatasa inorganica
Unio6n de iones de magnesio
Funciones moleculares Hidrolasa

Actividad de pirofosfatasa

Actividad hidrolasa, que actta sobre los anhidridos acidos
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Proceso bioldgico Proceso metabdlico de compuestos que contienen fosfatos
La composicion aminoacidica de la TgPPasa esta conformada principalmente por Leucina

(11.1 %) y en menor porcentaje por Cisteina (0.4 %); (Tab. 4). La prediccion de estructuras
secundarias, basadas en la propension de su secuencia es: 48.09 % Random coil, 33.62 %
Alpha helix y 18.30 % Extenden strand.

Tabla 4. Composicion porcentual de aminoacidos en la
secuencia de la TgPPasa

Conformacion en la

Tipo de aminoacido secuencia (%)

Leucina (L) 11.1
Valina (V) 9.8
Arginina (R) 8.9
Glutamato (E) 8.5
Glicina (G) 8.5
Prolina (P) 7.2
Aspartato (D) 6.8
Alanina (A) 6.0
Lisina (K) 4.3
Serina (S) 4.3
Fenilalanina (F) 3.8
Asparagina (N) 3.0
Isoleucina (I) 3.0
Tirosina (Y) 3.0
Treonina (T) 2.6
Triptéfano (W) 2.6
Glutamina (Q) 2.1
Histidina (H) 2.1
Metionina (M) 2.1
Cisteina (C) 0.4

Con respecto a las interacciones proteina-proteina, los resultados obtenidos determinaron la
homologia estructural de la TgPPasa con respecto a otras proteinas. En la figura 14, se
observan los nodos de la red que representan proteinas generadas a partir de un unico locus
proteico. El analisis evidencio las interacciones proteicas putativas, subdivididas en 11 nodos
y 24 conexiones (edges), con un grado de nodo medio de 4.36 y un coeficiente medio de

agrupacion local de 0.646.
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Figura 14. Red de interacciones proteina-proteina de la TgPPasa. Se muestran las
interacciones entre proteinas como una red intrincada de interaccion proteina-proteina (la
descripcion de las abreviaturas se describen en la tabla 5). Generado en STRING string-db.org
(Jensen et al., 2009).

De acuerdo con la red haplotipica, las probables interacciones de la TgPPasa predichas por
STRING, mostrados en la tabla 5, indican que la interaccién proteina-proteina de la enzima
TgPPasa, tiene mayor score con la proteina que contiene el dominio N-terminal de la familia
SNF2 (TGME49_036970) y menor score con respecto al &cido delta-aminolevulinico
deshidratado, perteneciente a la familia ALAD (TGME49 053900). Estos resultados

corresponden a los nodos mostrados en la figura 14.
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Tabla 5. Probables interacciones de la TgPPasa predichos por STRING. Se muestra la
descripcion detallada de los nodos. La red asociada se muestra en la figura 14.

ID Descripcion Organismo Score
1 TGME49 083830 Pirofosfatasa inorgéanica soluble ;gﬁgﬁlasma --
2 TGME49_036970 Proteina que contiene el dominio N-terminal Toxoplasma 0.998
de la familia SNF2 gondii
Subunidad proteolipidica de 22 kDa de la
3 TGME49_ 091310 ATP sintasa vacuol_ar, putativa ; F_’erte_nece a Toxop_lasma 0.939
la familia de subunidades proteolipidicas de  gondii
la V-ATPasa
Proteina que contiene el dominio catalitico ~ Toxoplasma
4 TGME49_054370 de la adenilato y la guanilato ciclasa gondii 0.911
Histona-lisina N-metiltransferasa; proteina
SET1 - . ' Toxoplasma
5 TGMEA49_026810 con domlnl_o _SET / proteina con gondii 0.909
bromodominio
Pertenece a la familia de las ATPasas Toxoplasma
6 TGME49 052640 transportadoras de cationes (tipo P) (TC on dﬁ 0.906
3.A.3). Subfamilia tipo 1A g
Produce ATP a partir de ADP en presencia Toxoplasma
7 TGME49 004400 de un gradiente de protones a través de la on d|ioi 0.878
membrana g
RbAD46 Proteina de union al retinoblastoma,
8 P putativa; dominio WD, proteina que Tgﬁgﬁlasma 0.870
TGME49_047250  contiene dominio de repeticion G-beta g
9 RbAp48 RbAp48; proteina de repeticion WD-40, Toxoplasma 0.870
TGME49_064820 Putativa gondii '
10 TGME49 078280 Proteina que contiene repeticiones de WD- Toxop_lasma 0.870
40 gondii
1 PBGS Acido delta-aminolevulinico deshidratado; ~ Toxoplasma 0.833
TGME49 053900 Pertenece a la familia ALAD gondii '

9.2. Analisis bioinformatico de la pirofosfatasa membranal translocadora de protones
(TgVPl)

La TgVP1les un transportador activo de H* mediante la hidrolisis del PPi. Su estructura es

homodimérica y utiliza como cofactor al Mg?* (Lin et al., 2012). En la tabla 6 se muestran

las caracteristicas generales de esta enzima.
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Tabla 6. Caracteristicas generales de la pirofosfatasa membranal translocadora
de protones (TgVP1)

Tipo

Datos

Nombre de la proteina H(+)-exporting diphosphatase
ORF Names: TGME49_248670
BN1205_003120

Difosfatasa; pirofosfatasa

Nombre del gen
codificante

Tipo de enzima

Cofactor Mg?

Organismo Toxoplasma gondii (strain ATCC 50861 / VEG)
ID Taxondmico 432359 [NCBI]

ID PDB N/A

ID UniProt B6KH90 [UniProt]

ID ToxoDB TGME49_048670

Ligando Magnesio

Actividad de la difosfatasa inorganica

Actividad del transportador transmembrana de protones
impulsada por la hidrdlisis del pirofosfato.

Hidrolasa
Translocasa
Transporte de iones

Funciones moleculares

Proceso bioldgico

La secuenciade la TgVP1, mostrada en la tabla 7, consta de 816 aminoéacidos en su secuencia
peptidica. Sin embargo, hasta el momento no ha sido dilucidada su estructura terciaria a

través de cristalografia o algin otro método experimental.

Tabla 7. Secuencia aminoacidica de la TgVP1

Tipo Secuencia Longitud
PPasa 1  MGGRRRSFFLSTAGALAPAVATTTVSLIVLSSSFPLLSS
membranal 40 SSPESEGDRFQVTAATRDVPEEASVAASRELSEEDATLRI

80 DKATTCLLLLPSIIGLFWAVYEAWKVSKIQOMDGPLGDDKR 816 aa
s 120 LTDPLYLEMSGNTIQQQLNMMKSISRCIADGATTFLTQEFK
B6KHO0 Tox 160 KYMAVYIVVFSSILGIFVGIPTMAAFVLGALTSILCGEVG
v H (T 200 MKIAVYSNVRTCHEAWMELGRGFQVALTAGSVMGFALVST
: 240 GCLTLVAITILLYRLPSLFGTNPEDQRALFEAVAGYGLGGS
eXporting 580 SIALFARVGGGIYTKAADVGADLSGKNEYGMSEDDPRNPA
diphosphat 354 1ADNVGDNVGDVAGMGADLFGSLAEASCAGLVIAGASIA
ase|Toxopl 360 T9ASGGPOGLAHSWSGLMFPVLISSTGIFTGIFTVVLVRA
asma - 400 CFSVRCYDDIEKALKWVMFISTGLEMPVLILLSYFFLPSE
gondii 440 FLLDGCOGTTAWWHAAVCVVLGLWAGLATGYVTEYYTSHS
(strain 480 YFPVREISQTQIVSAATGIIYGLALGYSSTVVPIICLGVT
520 TLVSHTLCGMYGTALAALGMLSTLTMGLMIDGYGPTSDNA
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ATCC 50861 560 GGIAEMAGLGPEVRSRTDALDAAGNTTAAVGKGYAIGSAA

/ VEG) 600 LVSLALFGAFTVRAHITAVDVLDPWTFTGLLFGAMMPYAF
640 SAMTMKSVGIAASDMVQECLQQFPLIIQGNIEPQYKRCIE
680 ISTRASLHEMIAPGALVICAPVAAGMMFGKNCTAGLLAGA
720 LVSGIQLAISASTSGSAWDNAKKYIESGALGADHGKGSQA
760 HKNAVTGDTVGDPLKDTSGPSLNILIKLSAIISLVEFGAFI
800 AEHFSNAQGGPAWVRVL

El anélisis in silico con el software ProtParam mostré que la TgVP1 posee un punto
isoeléctrico de 5.05 pl con un total de 63 residuos con carga negativa (Asp + Glu) y 45
residuos con carga positiva (Arg + Lys). Como parte de su composicion atdmica posee 3,837
carbonos (C), 6,051 hidrégenos (H), 977 nitrgenos (N), 1,124 oxigenos (O) y 45 azufres
(S). Un indice alifatico de 103.48 con una media general de hidropatia (GRAVY) de 0.539.
La composicion porcentual de aminoacidos se presenta en la tabla 8; la TgVP1 esta
conformada principalmente por Alanina (12.4 %) y en menor porcentaje por Histidina (1.2
%).

Tabla 8. Composicion porcentual de aminoacidos en la
secuencia de la TgVP1

Conformacion en la

Tipo de aminoacido secuencia (%)

Alanina (A) 12.4
Glicina (G) 10.9
Leucina (L) 10.8
Serina (S) 8.8
Valina (V) 7.4
Isoleucina (I) 7.1
Treonina 6.0
Fenilalanina (F) 4.4
Aspartato (D) 4.0
Glutamato (E) 3.7
Prolina (P) 3.6
Metionina (M) 3.4
Arginina (R) 2.9
Tirosina (Y) 2.8
Lisina (K) 2.6
Glutamina (Q) 2.5
Asparagina (N) 2.1
Cisteina 2.1
Triptéfano 1.3
Histidina 1.2
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Por otra parte, en las interacciones proteina-proteina identificadas por STRING, basadas en
la semejanza de secuencia la TgVP1 con respecto a otras proteinas, los resultados obtenidos
muestran 11 interactores (nodos) y 15 conexiones (edges) con una media entre nodos de 2.73

y un coeficiente medio de agrupacion local de 0.843 (Fig. 15)
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Figura 15. Red de interacciones proteina-proteina de la TgVP1. Se muestran los
interactores detectados como circulas (11 nodos) y las relaciones entre ellos como
conexiones (15 edges). El significado de los simbolos se describe en la tabla 9. Generado
en STRING string-db.org (Jensen et al., 2009).

De acuerdo con la red haplotipica de la interaccion proteina-proteina, la enzima con una
conexion mas robusta (higher score) es con la pirofosfatasa inorganica soluble
(TGME49_083830) y una mucho menos soportada (lower score) con respecto a la proteina
que contiene un motivo de reconocimiento de RNA (TGME49_104760) (Tab. 9). Estos

resultados corresponden a los nodos mostrados en la figura 15.
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Tabla 9. Probables interacciones de la TgVP1 predichos por STRING. Se muestra la
descripcion detallada de los nodos. La red asociada se muestra en la figura 15.

ID Descripcion Organismo  Score
Pirofosfatasa translocadora de H(+) tipo V  Toxoplasma
VP1; Pirofosfatasa inorganica translocadora  gondii
1 TGME49_048670 de H+ TVP; Pirofosfatasa inorganica
translocadora de H+ TVP, putativa
2 TGMEA9 083830 P!rofosfatasa _ inorganica de tipo I; Toxop_lasma 0.672
Pirofosfatasa inorganica soluble gondii
Familia RPAP1, proteina C-terminal; Toxoplasma
3 TGME49 114530 proteina que contiene el dominio N C gondii 0.671
similar a RPAP1
4 GAPA0 Prot_ema _GAP40; Proteina 40 asociada al Toxop_lasma 0.542
deslizamiento gondii
5 RON3 Rhoptry neck protein RON3 ‘gl,'gﬁgﬁlasma 0.509
Acuaporina; Acuaporina, putativa ; Toxoplasma
6 TGME49 015450 Pertenece a la familia MIP/acuporina (TC  gondii 0.507
1.A.8)
7 Coronin Coronin, putativa Toxop_lasma 0.483
gondii
ATPasa de tipo P transportadora de Toxoplasma
fosfolipidos, proteina de la subfamilia gondii
8 TGME49 045510 flippase; ATPasa de tipo P, putativa; 0.456
ATPasa transportadora de fosfolipidos,
putativa
ATPasa putativa de protones; ATPasa de Toxoplasma
9 TGME49 057720 tipo P transportadora de fosfolipidos, gondii 0.456
putativa
Proteina que contiene el dominio catalitico ~ Toxoplasma
de la poli(adp-ribosa) polimerasa; Poli gondii
10 TGMEA9_070840 [ADP-ribosa] polimerasa; NAD(+) ADP- 0.448
ribosiltransferasa, putativa
11 TGME49 104760 Proteina que contiene un motivo de Toxop_lasma 0.446
- reconocimiento de RNA gondii

9.3. Modelado estructural de la TgVP1 mediante AlphaFold2

La estructura de las proteinas puede facilitar la comprension mecanica de su funcion. El
desarrollo de métodos computacionales para predecir las estructuras tridimensionales (3D)
de las proteinas a partir de la secuencia proteica ha sido de gran ayuda en casos en donde no
se conoce la estructura cristalizada, tal como es el caso de TgVP1 (ID: B6KH90). Con la
finalidad de obtener un modelo confiable de la TgVP1 y conocer su probable estructura 3D
para el disefio de péptidos inmunogénicos, se utilizo el software AlphaFold2 (Jumper et al.,
2021).
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La proteina TgVP1 fue modelada empleando mas de 5,000 secuencias disponibles en las
bases de datos de referencia, para generar diversos alineamientos maltiples (MSA) utilizando
el método de deteccion de homologia HMMer y HHblits (Mirdita et al., 2022) con lo cual,
un médulo separado, emplea los mapas de contactos, la abundancia de secuencias disponibles
y la calidad de las interacciones no covalentes, para predecir un score de calidad llamado
pLDDT. EL mapa pLDDT se interpreta como la distancia entre las posiciones nativa y
predicha para el aminoacido Y, cuando se elige la posicion X como referencia. El analisis
debe repetirse para todos los aminoécidos, tomando una a una todos los otros aminoacidos
como referencia y el resultado es una matriz de distancias putativas (PDM: protein distance

matrix) el cual se muestra como un mapa de calor (Fig. 16a).

Puesto que la estructura nativa es desconocida, AlphaFold 2.0 emplea otro bloque mas de
inteligencia artificial para producir esta calificacion. Con las secuencias se produce primero
un mapa de cobertura, que indica las posiciones del alineamiento frente al numero de
secuencias en las que dicha posicion esta representada, generando un histograma, mostrado
en la figura 16b, con la cobertura de las secuencias analizadas la secuencia primaria de la
TgVP1y las secuencias alineadas de homdlogos como entradas. EI modelado estructural de
la TgVP1 se encuentra conformado por 44.36 % Random coil, 35.91 % Alpha helix y 19.73
% Extended strand.

Como se observa en las figuras 16ay b, la confianza en la prediccion estructural de la TgVP1
por parte de AlphaFold2, se encuentra mayormente en el corazén del plegamiento,
aproximadamente a partir del aminoacido 100 y hasta el 300 y, en menor medida, en los
extremos. Esto se debe principalmente a la disponibilidad de informacion en las bases de

datos con la que trabajo AlphaFold2.

Debido a limitaciones en el poder de computo disponible, en la figura 16c se muestra la
representacion esquematica del dimero predicho. Sobre esta prediccion se encalld la
estructura del complejo Mg?*-PPi, con base en la estructura experimental del complejo de la
proteina con fosfato y magnesio (Li et al., 2016). Tal como lo indica la bibliografia para el
caso de PPasas translocadoras de protones dependientes de Mg?* (Daouda et al., 2017), cada
subunidad de la TgVP1 consiste en un dominio integral de membrana formado por 16 hélices

transmembranales con dos Mg?* en cada sitio activo, representados en color verde en la
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figura 16d. EI con un porcentaje de confiabilidad obtenido en la prediccion estructural fue

del 99 % de confianza, de acuerdo con Jumper et al. (2021).
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Figura 16. Estructura tridimensional predicha por AlphaFold2 para la TgVP1. a) Mapa de
calor del indice confianza pLDDT, tanto el eje X como el eje Y representan la posicién en la
secuencia de aminoacidos y el color indica la confianza en la escala de colores indicada a la
derecha. b) Histograma con la cobertura de secuencias, la barra de color indica el porcentaje de
identidad de secuencia, medido por regiones en el alineamiento mdaltiple (MSA). c¢)
Representacion esquematica de la prediccion estructural de la TgVP1 mostrando la estructura
homodimérica en color verde y azul. d) Estructura del ligando unido al sitio activo mostrado en
modelo espacial compacto (Oxigenos (Oz) rojo; Fosforo (P) naranja; Mg?* verde.
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9.4. Disefio de péptidos inmunogénicos

Para el disefio de las diferentes construcciones peptidicas se utilizaron las secuencias
correspondientes a la TgPPasa y a la TgVP1, las cuales fueron tomadas de la base datos de

UniProt y fueron utilizadas en formato .FASTA en la plataforma de IEDB.

9.4.1 Péptido inmunogénico para la TgPPasa

Durante el disefio del péptido inmunogénico para la TgPPasa se selecciond el epitopo lineal
con mayor antigenicidad y accesibilidad, utilizando los métodos de Kolaskar & Tongaonkar,
(1990) y Emini et al., (1985), respectivamente. La secuencia del péptido inmunogénico
disefiado para la TgPPasa consta de 14 aminoacidos, iniciando en M146 y terminando en
A159, con un score de 0.983 con respecto a la antigenicidad y un peso molecular (PM) de
1.65 KDa.

La disponibilidad espacial del epitopo se confirmo con respecto a la estructura terciaria de la
proteina, tomando como base la estructura cristalizada de la TgPPasa (Fig. 17) en donde se
observa la disponibilidad del disefio en la estructura dimérica de la TgPPasa, lo que permitio

una adecuada produccion de anticuerpos.

Por otra parte, al evaluar la prediccion conformacional del epitopo para ser reconocido por
linfocitos B, se observo en la figura 18a, una elevada accesibilidad, acorde con las
predicciones del software Distope 2.0 (Kringelum et al., 2012). Por otra parte, al evaluar los
posibles plegamientos que pudiera tener el disefio del péptido con RPBS web portal, no se
encontrd interaccion entre los aminoacidos que conforman el disefio (Fig. 18b) y esto se
corrobord al identificar la secuencia del péptido en la estructura 3D de la TgPPasa.
Adicionalmente, se corroboro la confiabilidad del disefio, evaluando la secuencia del péptido
en AlphaFold2 para generar el mapa de calor como medida de confianza (Fig. 18c)
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Péptido inmunogénico

P I M Q D L K K D GG S L R E Y A/ S T
144 145 | 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 | 160 161

Figura 17. Modelo de la estructura cristalina de la TgPPasa e identificacion del péptido
inmunogeénico disefiado. Se observa la estructura dimerica en color verde, resaltando en color
rojo la regién correspondiente al péptido inmunogénico disefiado, el cual inicia en M146 y
terminando en A159. Generado con PyMoL.
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Figura 18. Evaluacion del péptido disefiado para la TgPPasa. a) Se muestra la disponibilidad
espacial del péptido disefiado para ser reconocido con linfocitos B. Generado en DiscoTope 2.0.
b) Evaluacion de los posibles plegamientos del péptido con RPBS web portal en donde se muestra
que no hay interaccion entre los aminoacidos del disefio. ¢) Mapa de calor mostrando la
confiabilidad del disefio. Generado en AlphaFold2
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En el caso de la especificidad del disefio peptidico, se comparé la secuencia del epitopo
“MQDLKKDGSLREYA” en pBLAST, dirigiendo la busqueda con respecto a Homo
sapiens (taxid:9606) y Mus musculus (taxid:10090) y posteriormente realizando una
comparacion no dirigida para descartar interacciones cruzadas entre especies relacionadas y
no emparentadas, principalmente con respecto al modelo empleado M. musculus para evitar
reactividad inmunoldgica cruzada. La secuencia del epitopo también fue descartada de las
proteinas identificadas en el analisis de interaccidn proteina-proteina previamente mostrado
en la figura 14 y tabla 5. El resultado obtenido al realizar pBLAST no dirigido mostro
inmediatamente un 100 % de identidad con respecto a la TgPPasa; por otra parte, los
resultados al dirigir el alineamiento en pBLAST mostraron que no hay interaccion entre la
secuencia del péptido y H. sapiens y M. muculus, los cuales se incluyen en el anexo Il1I.
Finalmente, la secuencia peptidica se envio a sintetizar para realizar los experimentos

inmunoldgicos in vitro.

9.4.2. Péptido inmunogénico para la TgVP1

Para el caso del péptido inmunogénico de la TgVP1, el disefio también consto de la mayor
antigenicidad y accesibilidad, utilizando los métodos de Kolaskar & Tongaonkar (1990) y
Emini et al., (1985), respectivamente. La secuencia del péptido inmunogénico disefiado
consta de 16 aminoéacidos, iniciando en G112 y terminando en L127, con un score de 1.008

con respecto a la antigenicidad y un pM de 1.67 KDa.

Como se muestra en figura 19, la disponibilidad del péptido se confirmé con respecto a la
estructura 3D obtenida a partir del modelado con AlphaFold2, en donde se observa la
disponibilidad del disefio en la estructura dimérica de la TgVP1, lo que permitié una

adecuada produccion de anticuerpos.
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Péptido inmunogénico
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Figura 19. Modelado predicho para la estructura tridimensional de la TgVPl e
identificacion del péptido inmunogeénico disefiado. Se observa la estructura dimerica en color
verde, resaltando en color rojo la regidn correspondiente al péptido inmunogénico disefiado,
iniciando en G112 y terminando en L127. Generado con PyMoL.

Al evaluar la prediccion conformacional del epitopo para ser reconocido por linfocitos B
(Kringelum et al., 2012), se observé una correcta disponibilidad del péptido disefiado para
ser reconocido en la interaccion antigeno-anticuerpo (Fig. 20a). Adicionalmente, como parte
de la evaluacion del diseno del péptido “GPLGDDNKRLTDPLYL” se evaluaron los
posibles plegamientos del disefio en RPBS web portal (Fig. 20b) y no se encontraron
interaccion entre los aminoacidos que conforman el disefio y esto se corrobord al identificar
la secuencia del péptido en la estructura 3D de la TgVP1. Adicionalmente, se corroboré la
confiabilidad del disefio, evaluando la secuencia del péptido en AlphaFold2 para generar el

mapa de calor como medida de confianza (Fig. 20c).
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Figura 20. Evaluacion del péptido disefiado para la TgVPL1. a) Se muestra la disponibilidad
espacial del péptido disefiado para ser reconocido con linfocitos B. Generado en DiscoTope 2.0.
b) Evaluacion de los posibles plegamientos del péptido con RPBS web portal en donde se muestra
que no hay interaccién entre los aminoacidos del disefio. ¢) Mapa de calor mostrando la
confiabilidad del disefio. Generado en AlphaFold2

Al igual que en el caso del péptido inmunogénico para la TgPPasa, la especificidad del disefio
peptidico para TgVP1 se compar6 en pBLAST, la secuencia “GPLGDDNKRLTDPLYL”
fue comparada con respecto a Homo sapiens (taxid:9606) y Mus musculus (taxid:10090) y
posteriormente se realizdé una comparacion no dirigida para descartar interacciones cruzadas
entre especies relacionadas y no emparentadas, principalmente con respecto al modelo
empleado M. musculus para evitar reactividad inmunoldgica cruzada. La secuencia del
epitopo también fue descartada de las proteinas identificadas en el analisis de interaccion
proteina-proteina mostradas anteriormente en la figura 15 y tabla 9. El resultado obtenido
al realizar pBLAST no dirigido mostro inmediatamente un 100 % de identidad con respecto
a la TgVPL. Los resultados del alineamiento en pBLAST se muestran en el anexo Ill. La
secuencia peptidica se envid a sintetizar para realizar los experimentos inmunolégicos in

vitro.

9.5. Caracterizacion inmunoquimica de los péptidos disefiados para la TgPPasa y la
TgVP1 mediante Wb

Una vez sintetizados los péptidos por la compafiia GeneScript® fueron inmunizados los dos
grupos de ratones, uno con el péptido inmunogénico disefiado para la TgPPasa y otro para el

péptido de la TgVP1l. Los sueros inmunes recolectados fueron evaluados mediante
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reconocimiento inmune contra los péptidos disefiados para lo cual, se corrieron 10 g de cada
péptido en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 1.5 %. Posteriormente, los geles se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para verificar mediante Wb con un suero
inmune, el inmuno-reconocimiento de la banda correspondiente a 1.65 kDa para el caso de
la TgPPasa (Fig. 21b) y de 1.67 kDa para la TgVP1 (Fig. 21d), respectivamente. Los
resultados mostrados en la figura 21, demuestran que los anticuerpos generados tanto para
la TgPPasa como para la TgVP1 reconocieron el disefio peptidico sintetizado. Ademas, el
control de carga evaluado mediante SDS-PAGE demostro la integridad de los péptidos

utilizados durante las inmunizaciones (Fig. 21ay c).
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Figura 21. Reconocimiento inmune de los péptidos sintetizados para la TgPPasay TgVP1.
a) SDS-PAGE de 10 pg del péptido inmunogénico TgPPasa. b) Inmunoblot con el suero inmune
de la TgPPasa mostrando una banda tnica con un peso de ~1.65 kDa. ¢) SDS-PAGE de 10 ug
del péptido inmunogénico TgVPL1. d) Inmunoblot con el suero inmune de la TgVP1 mostrando
una banda Unica con un peso de ~1.67 kDa. PM, Marcador de peso molecular Blue Prestained
Protein Standard, Broad Range (11-250 kDa) P7718 NEB®.

Por otra parte, se realizd el ensayo de Wb para la TgPPasa y TgVP1, utilizando los sueros
inmunes (dilucion 1:150) en extractos totales de taquizoitos, asi como los sueros preinmunes
correspondientes como controles negativos. Como controles positivos, se utilizaron

anticuerpos contra a-tubulina con un pM de 50 kDa y a-actina con un pM de 45 kDa.
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La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para el caso del extracto total,
gener0 el bandeo caracteristico con las distintas proteinas que posee T. gondii al ser tefiido
mediante azul de Coomassie tal como se ha reportado anteriormente por nuestro grupo de
trabajo (Castro-Elizalde, 2015; Cruz-Miro6n, 2021), este bandeo valido la correcta aplicacion
de la técnica de electroforesis (Fig. 22a). El analisis del Wb con los sueros inmunes mostro
que en el suero inmune contra la TgPPasa se detectd una banda con un peso de ~42 kDa que
corresponde al peso de la proteina reportado por (Pace et al., 2011) (Fig. 22d). En el caso del
suero inmune contra la TgVP1 se detecté una banda de ~85.9 kDa correspondiente al peso
reportado para la proteina por (Liu et al., 2014) (Fig. 22b). En ambos casos de detecto una
sola banda por lo que el disefio de péptidos inmunogénicos produjo anticuerpos policlonales
monoespecificos.
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Figura 22. Inmunoblot de la TgPPasa y TgVP1 en extracto total de T. gondii. a) Extracto
total de T. gondii [200 ug] (SDS-PAGE). b) Suero inmune de la TgVP1 mostrando una banda
Unica con un peso de ~85.9 kDa. c) Suero preinmune de la TgVP1. d) Suero inmune de la
TgPPasa mostrado una banda tnica con un peso de ~42 kDa. ) Suero preinmune de la TgPPasa.
f) Control positivo anti-tubulina correspondiente a 50 kDa. g) Control positivo anti-actina
correspondiente a 45 kDa. PM, Marcador de peso molecular Blue Prestained Protein Standard,
Broad Range (11-190 kDa) P7718 (NEB®, UK).
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El hecho de que en los sueros preinmunes no se detectara reaccion alguna, demuestra que no
hubo reaccion cruzada en el Wb (Fig. 22c y e). En el caso de los controles positivos observo

una Unica banda para tubulina de 50 ~kDa y para actina de 45 kDa (Fig. 22f y g).

9.6. Expresion de la inmunoglobulina 1gG inducida por los péptidos inmunogénicos

parala TgPPasay TgVP1

Se analizé por ELISA, la produccion de isotipos de inmunoglobulinas 1gG en los sueros
preinmunes e inmunes obtenidos de los tres ratones problema de cada grupo. Los valores de
absorbancia obtenidos para cada PPasa fueron extrapolados con respecto a una curva estandar
de 1gG que se realizé a la par de cada PPasa evaluada. Se empleo el suero de referencia IgG
de raton (Bethyl. No. Cat. RS10-101) por lo que los resultados se presentan cuantitativamente

en la figura 23.

50 - 60+ Preinmune
- = mm Inmune
E 404 E
2 2 40-

304 -

2 5
T
@ 20+ >
= k= 20
}: -
< - Q
o 10 <
<
0- 0-
a b

Figura 23. Evaluacion de la expresion del isotipo de 1gG en sueros preinmunes e inmunes.
a) Evaluacion de anticuerpos obtenidos al inmunizar los ratones con el péptido inmunogénico
para TgPPasa con respecto al suero inmune como control. La barra representa el promedio (n=3)
* el error estandar (***) con respecto al control (p< 0.005). b) Evaluacion de anticuerpos
obtenidos al inmunizar los ratones con el péptido inmunogeénico para TgVP1 con respecto al
suero inmune como control. La barra representa el promedio (n=3) + el error estandar (***) con
respecto al control (p< 0.005).
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Se obtuvo un incremento en los niveles de produccion de IgG en los plasmas inmunes
obtenidos al dia 47 de acuerdo con el protocolo de inmunizacion establecido. En los dos
grupos de ratones evaluados, los péptidos inmunogénicos realizaron la activacion de
linfocitos B con lo que se validd el correcto disefio de ambos péptidos. Se obtuvieron valores
promedio de 43.069 pg/pL de IgG en los sueros inmunes de los ratones a los que se les
administro el péptido de la TgPPasa (Fig. 23a), mientras que en el caso de los sueros inmunes
de los ratones a los que se les administro el péptido de la TgVP1, se obtuvieron valores
promedio de 48.970 pg/uL de IgG (Fig. 23b). En ambos casos los sueros preinmunes

utilizados como control no presentaron valores de IgG.

9.7. Distribuciéon de la TgPPasa y TgVP1 en taquizoitos extracelulares de T. gondii

Una vez determinada la especificidad de los anticuerpos mediante inmunoblot y ELISA, se
realizo la localizacion celular de la TgPPasa y de la TgVP1 en taquizoitos extracelulares para
lo cual, se realizaron inmunofluorescencias utilizando los anticuerpos correspondientes a

cada PPasa.

Puesto que la distribucion de la TgPPasa se encuentra en el citoplasma del parasito (Pace et
al., 2011), se estandarizaron los tiempos de permeabilizacién con tritdn X-100 para la
inmunofluorescencia y el éptimo fue de 5 min. Como se observa en la figura 24, el analisis
de la distribucion de la TgPPasa se realizd mediante microscopia de fluorescencia y fue
comparada con respecto a los sueros preinmunes, los cuales no mostraron marca. En contraste
de fases (phase) se observa la forma caracteristica de media luna de los taquizoitos. En los
sueros inmunes se muestra la presencia de la TgPPasa en el citoplasma del parésito
particularmente en la zona perinuclear y hacia el extremo anterior en forma de agregados

fluorescentes usando un anticuerpo secundario acoplado a FITC.
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Figura 24. Distribucion de la TgPPasa en taquizoitos extracelulares. Phase, corresponde a
micrografias de microscopia de contraste de fases. Nucleo, corresponde a la tincién con DAPI.
TgPPasa corresponde a la deteccidn de esta enzima y revelada con un anticuerpo secundario
acoplado a FITC. Se evalu6 el suero preinmune como control negativo y el suero inmune
especifico contra la TgPPasa. Con fin de facilitar la deteccion de los parésitos, se delimitaron las
periferias de los taquizoitos. Escala= 5 pm.

Para el caso de la distribucion de la TgVP1 se tom6 el mismo tiempo de permeabilizacion (5
min). En este caso, el grupo de Rodrigues et al.,, (2000) reportaron mediante
inmunofluorescencia el marcaje de vacuolas y de la superficie celular de paréasitos
extracelulares, mientras que los taquizoitos intracelulares se tefilan intensamente. Sin
embargo, en el grupo de trabajo de Rodrigues et al., (2000) emplearon anticuerpos
policlonales especificos para un V-H*-PPasa previamente probados en células vegetales y

obtuvieron reaccion cruzada la V-H*-PPasa de T. gondii.

Por nuestra parte, en el presente trabajo de tesis se trabajé con los sueros obtenidos después
de la inoculacion con péptidos inmunogénicos disefiados especificamente para T. gondii y al
realizar la inmunolocalizacion en parasitos extracelulares se identifico en el figura 25, la
presencia de marcas de la TgVP1 en forma de agregados citosolicos distribuidos en el cuerpo

de los taquizoitos, posiblemente presentes en los acidocalcisomas como se ha reportado
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previamente (Moreno & Zhong, 1996; Rodrigues et al., 2000). Con respecto al suero

preinmune, los taquizoitos no presentaron marca fluorescente.

Nucleo

Suero
preinmune

2]

Suero inmune

Figura 25. Distribucion de la TgVP1 en taquizoitos extracelulares. Phase, corresponde a
micrografias de microscopia de contraste de fases. Nucleo, corresponde a la tincion con DAPI.
TgVP1 corresponde a la deteccion de esta enzima y revelada con un anticuerpo secundario
acoplado a FITC. Se evalu6 el suero preinmune como control negativo y el suero inmune

especifico contra la TgVP1. Con fin de facilitar la deteccion de los parasitos, se delimitaron las
periferias de los taquizoitos. Escala= 5 pm.

Escala= 5 um

En ambas inmunolocalizaciones se emple6 como control positivo parasitos extracelulares
marcados con el anticuerpo policlonal anti-GAP45 que marca todo el parasito contra los
sueros preinmunes de cada PPasa. Los resultados fueron observados mediante microscopia

de fluorescencia y se presentan en la figura 26.
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Figura 26. Distribucion de GAP45 en taquizoitos extracelulares. Se evaluaron el suero
preinmune como control negativo y como control positivo, un anticuerpo contra GAP45 que tifie
la membrana plasmatica de T. gondii. Phase, corresponde a micrografias de microscopia de
contraste de fases. NUcleo, corresponde a la tincion con DAPI. TgPPasa y TgVP1 corresponde
al origen de los sueros preinmunes evaluados y detectados con anticuerpos secundarios
acoplados a FITC. Escala= 5 pm.

9.8. Distribucion de la TgPPasa y TgVP1 en la proliferacion celular de T. gondii

Con el objetivo de determinar la ubicacion de la TgPPasa y la TgVP1 durante el proceso de
proliferacion celular, se infectaron células HEp-2 con taquizoitos extracelulares purificados.
Las células infectadas se fijaron en distintos tiempos para conocer la distribucion de las

PPasas a las 2, 6, 12, 24 y 48 h fueron los tiempos evaluados.

Como se observa en la figura 27, la TgPPasa se detecta en el citosol de los taquizoitos
intracelulares. A las 2 h post-invasion cuando hay solo un parasito al interior de la VP, la
marca fluorescente se detecta en uno de los extremos del parasito, aunque es dificil
determinar a cudl extremo se refiere. A las 6 h de incubacion, ya se detectan dos parasitos
intravacuolares y cada uno de ellos tiene la marca de la TgPPasa aparentemente en el extremo
posterior en donde estan los nucleos de los parasitos. A partir de las 12 h de proliferacion, se
tiene una VP con 4 parasitos intravacuolares con la presencia de un cuerpo residual que nos

indica la orientacion del extremo posterior.
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Escala=5 pm

Figura 27. Distribucion de la TgPPasa en el proceso de invasion y proliferacion intracelular
de taquizoitos. Phase, corresponde a micrografias de microscopia de contraste de fases de
parasitos proliferando a diferentes tiempos. TgPPasa fue revelada con el suero inmune y un
anticuerpo secundario acoplado a FITC. Nucleos, corresponden a los nlcleos de las células HEp-
2 que se encuentran tefiidos con DAPI. Con el fin de facilitar la deteccion de los parasitos, se
delimitaron las periferias de los taquizoitos. Escala= 5 pum.

En esta condicion, la marca fluorescente se detecta en la parte media de los parésitos y algo
de marca en el extremo apical. A las 24 y 48 h de proliferacion cuando los taquizoitos ya se

encuentran organizados en la VP en forma de roseta, la marca de TgPPasa se encuentra
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mayoritariamente distribuida por el citoplasma de los parasitos, y con agregados en el
extremo apical. Como se muestra en la figura 28, la marca de la TgPPasa no se detecta en la
membrana de la VP ni en el citoplasma o membrana de la célula hospedera. La evaluacion
del suero preinmune no mostré marcaje fluorescente en ninguno de las fases de proliferacion
intracelular evaluadas lo que demuestra la ausencia de anticuerpos reactivos contra proteinas
de T. gondii en los ratones sin inmunizar y apoya la especificidad de los inmunomarcajes
obtenidos.
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Figura 28. Evaluacion de la reactividad del suero preinmune de la TgPPasa en el proceso
de proliferacion intracelular de taquizoitos. Phase, corresponde a micrografias de
microscopia de contraste de fases, de parasitos proliferando a diferentes tiempos; Se evalu6 el
suero preinmune y un anticuerpo secundario acoplado a FITC. Los nucleos de las células HEp-
2 se encuentran teflidos con DAPI. Con fin de facilitar la deteccién de los parasitos, se
delimitaron las periferias de los taquizoitos. Escala= 5 pum.
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Por otra parte, se evalud la distribucion de la TgVP1 durante el proceso de invasion y
proliferacion intracelular de los taquizoitos. La distribucion de la TgVP1, mostrada en la
figura 29, se monitore6 con FITC. A las 2 h de invasion, se observo la marca de la TgVP1
ubicada en la parte media y orientado hacia uno de los extremos del parésito. A las 6 h de
proliferacion por endodiogenia, la marca de la TgVP1 se sigue detectando en la parte media
con cierta orientacion hacia uno de los extremos, aun dificil de determinar a este tiempo si la
marca corresponde al extremo posterior o al extremo anterior. Sin embargo, a las 12 h de
proliferacion, donde se tiene una VP con racimo de parasitos, la marca de la TgVP1 se
muestra con mayor evidencia hacia el extremo apical, particularmente en donde estan

ubicadas las roptrias de los parasitos.

La distribucion de la TgVP1 hacia el extremo apical fue mas evidente a las 24 y 48 h de
proliferacion. No se detectd6 marca de la enzima en la membrana de la VP, en el cuerpo
residual, en la red intravacuolar o en el citoplasma de la célula hospedero.

La especificidad generada por el suero inmune contra la TgVP1 fue evidenciada con el

control negativo de suero preinmune en el cual no se detectd ningun marcaje (Fig. 30).
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Escala= 5 um

Figura 29. Distribucion de la TgVP1 en el proceso de invasion y proliferacion intracelular
de taquizoitos. Phase, corresponde a micrografias de microscopia de contraste de fases, de
parasitos proliferando a diferentes tiempos; La TgVP1 fue revelada con el suero inmune y un
anticuerpo secundario acoplado a FITC. Los nucleos de las células HEp-2 se encuentran tefiidos
con DAPI. Con fin de facilitar la deteccion de los parasitos, se delimitaron las periferias de los
taquizoitos. Escala= 5 pm.
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Figura 30. Evaluacion de la reactividad del suero preinmune de la TgVP1 en el proceso de
proliferacion intracelular de taquizoitos. Phase, corresponde a micrografias de microscopia
de contraste de fases, de parasitos proliferando a diferentes tiempos; Se evalud el suero
preinmune y un anticuerpo secundario acoplado a FITC. Los nucleos de las células HEp-2 se
encuentran tefildos con DAPI. Con fin de facilitar la deteccion de los parésitos, se delimitaron
las periferias de los taquizoitos. Escala= 5 pum.

Hasta el momento, la evidencia recabada durante el proceso de proliferacion celular de T.
gondii en células HEp-2, sugiere que la TgPPasa se concentra en el citoplasma,
probablemente asociado a algun organelo adn no identificado con ubicacion central, quiza,
los granulos densos. Adicionalmente, la TgQVP1 se detecta en la parte apical de los parasitos
probablemente perfilandose hacia la VP. Aunque no se detecté marca en la membrana de la
VP, no se descarta la posibilidad que la TgVP1 esté en una cantidad limitada que haya

imposibilitado un inmunomarcaje evidente de la VP.
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En ambas inmunolocalizaciones se emple6 como control positivo el anticuerpo policlonal
anti-GAP45 que marca todo el parasito con respecto a los sueros preinmunes de cada PPasa.

Los resultados fueron observados mediante microscopia de fluorescencia (Fig. 31)
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Figura 31. Distribucion de GAP45 en proliferacion intracelular de taquizoitos. Se evalug el
suero preinmune como control negativo y como control positivo, un anticuerpo contra GAP45
que tifie a la membrana plasmética de T. gondii. Phase, corresponde a micrografias de
microscopia de contraste de fases. Nucleo, corresponde a la tincion con DAPI. TgPPasa y
TgVP1 corresponde al origen de los sueros preinmunes evaluados y detectados con anticuerpos
secundarios acoplados a FITC. Escala= 5 pm.

Suero Preinmune

: Anti IgG de raton-FITC

9.9. Inmunolocalizacion de la TgPPasa y la TgVP1l durante la induccion al

enquistamiento de T. gondii con IFNy

Con el fin de determinar la localizacion topologica de la TgPPasa y la TgVP1 durante el
proceso de cistogénesis de T. gondii, se tomo en cuenta un reporte previo de nuestro grupo
de trabajo (Cruz-Miron, 2021) en donde, se evalUa a partir de taquizoitos extracelulares, un
tratamiento con distintas concentraciones de IFN-y dentro del rango fisiologico de la
respuesta inmune, que va de 50 a 1000 U/mL vy a distintos tiempos. Posteriormente, realiza

la invasion de células HEp-2.

Los resultados del tratamiento demuestran que se logré inducir el enquistamiento in vitro de
taquizoitos de la cepa RH de T. gondii con 200 U/mL de IFN-y por 2 h, de manera optima.

Este proceso es monitoreado con la lectina D. biflorus acoplada a FITC con el fin de detectar
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la presencia de la glicoproteina de quiste CST1, mediante fluorescencia a las 48 y 72 h de

proliferacion.

Como parte del proceso de proliferacion, los taquizoitos contenidos en las VP forman las
rosetas caracteristicas y la reproduccion por endodiogenia mantiene el equilibrio de
proliferacion 2", es decir los parasitos se multiplican de 2 en 2. Sin embargo, al inducir el
proceso de enquistamiento con IFNy, los taquizoitos contenidos en las VP pierden ese
equilibrio y la proliferacion se lleva a cabo de manera asincronica. Ademas, en algunos casos,

los taquizoitos empiezan a sufrir el cambio de estadio a estructuras similares a los bradizoitos.

Como se observa en la figura 32, a las 48 h de proliferacion, los taquizoitos ya presentan una
cierta desorganizacion intravacuolar y se detecta la expresion de CST1 al interior de los
parasitos y en el espacio intravacuolar, observado como una tincibn homogénea y con una
cierta delimitacion de la estructura esferoidal de la VP. A las 72 h, la desorganizacion
intravacuolar de los parésitos es evidente y la VP ya ha adquirido una forma esferoidal
caracteristica de los quistes, asimismo, se detecta una mayor expresion de CST1 fluorescente
en la estructura quistica. En los dos tiempos de incubacion esta presente CST1 indicada con

flechas.
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Figura 32. Expresion de CST1 a las 48 y 72 h en taquizoitos extracelulares expuestos a 200
U/mL de IFN-y y posteriormente invadidos en células HEp-2. Phase, corresponde a
micrografias de microscopia de contraste de fases, de parasitos en proceso de enquistamiento
inducido con IFN-y y a diferentes tiempos; Se evalud la distribucion de la glicoproteina CST1
con ayuda de la lectina de D. biflorus acoplada a FITC. Los nucleos de las células HEp-2 se
encuentran tefiidos con DAPI. Escala= 5 pm.

Para conocer el porcentaje de VP positivas a CST se realizé el conteo de las estructuras
“quisticas” en los dos tiempos evaluados. Como se puede observar en la figura 33, después
de contar ~1 000 células, se identificd un 63 % de VP positivasa CST1 a las 48 hy un 69 %
a las 72 h de incubacién, lo cual concuerda con los resultados reportados por Cruz-Mirén,
(2021). Aunque los resultados obtenidos no son significativamente distintos entre si (Fig.
31), lo que se busca evidenciar es la identificacion de CST1 como indicador del proceso de
cistogénesis.
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Figura 33. Vacuolas parasitoforas positivas a CST1. Se muestra el porcentaje obtenido
después de inducir al enquistamiento con 200 U/mL de IFN-y a las 48 y 72 h. Las columnas
representan el promedio con n=3 y las barras de error son error estandar ns, no significativo
estadisticamente vs., los tiempos de incubacion con IFN-y (p<0.05)

Por otra parte, se evalué la distribucion de la TgPPasa y la TgVP1l mediante
inmunofluorescencia, con ayuda de los respectivos sueros inmunes durante la induccion al
enquistamiento de T. gondii inducido con IFN-y y evidenciado con la lectina de D. biflorus
para CST1.

Para fines comparativos, se insertd la distribucion de la TgPPasa en taquizoitos a las 48 h de
proliferacion intracelular la cual, fue extraida de la figura 27. Cuando se evalu6 la
distribucion de la TgPPasa, durante el enquistamiento inducido por IFN-y, se observa en la
figura 34, que con respecto a la proliferacion de taquizoitos, hay un cambio evidente en la
marca, de estar la TgPPasa en los taquizoitos se encuentra distribuida con una ubicacion
apical y con cierta distribucion difusa en el citoplasma, a 48 h de enquistamiento, la TgPPasa,
muestra una disminucion en la marca, asi como, una distribucion difusa y la presencia de

agregados en los paréasitos.

A las 72 h de enquistamiento, la marca fluorescente de la TgPPasa esta muy disminuida,
permaneciendo Unicamente en forma de agregados esferoidales. En contraste, la marca de

CST1 prevalece asociada a la estructura quistica observada por Nomarsky.
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Figura 34. Distribucion de la TgPPasa durante la induccién al enquistamiento de T. gondii
con IFNy. Las micrografias de “Taquizoitos en proliferacion” fueron extraidas en parte de la
figura 25 correspondiendo a las 48 h de proliferacion para facilitar la comparacion con la
distribucion de la TgPPasa durante el enquistamiento. La marca de la TgPPasa en taquizoitos en
proliferacion se monitore6 con FITC mientras que, durante el enquistamiento, se monitored con
TRITC. Los nucleos de las células HEp-2 se encuentran tefiidos con DAPI. El enquistamiento
fue monitoreado por la expresion de CST1 y detectado con la lectina de D. biflorus-FITC.
Escala=5 pm

Por otra parte, se evalud la distribucion de la TgVP1 durante el enquistamiento de T. gondii
inducido con 200 U/mL de IFNy. Para fines comparativos, se insertd la distribucion de la
TgVP1 en taquizoitos a las 48 h de proliferacién intracelular, la cual fue extraida de la figura
29. Cuando se evaluo la distribucion de la TgVP1 durante el enquistamiento inducido por
IFNy, en la figura 35, se observo una clara disminucion de la marca de TgVP1 a las 48 h,
encontrandose principalmente como agregados en la parte apical de los parasitos,
aparentemente, con direccién hacia la VP. Sin embargo, a las 72 h de enquistamiento, la
disminucion de la marca de TgVP1 fue ain maés evidente, quedando solo en agregados

fluorescentes limitados la periferia de la VP. La marca de CST1 no se modifico
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aparentemente a los tiempos evaluados (48 h'y 72 h) encontrando a CST1 asociada a la pared
quistica nesciente y co-localizando en la periferia con los agregados de TgVP1. La presencia
de las TgPPasa y la TgVP1 solo se identifico en los parasitos intracelulares o en la VP o

quiste en formacion, pero no en estructuras de la célula hospedero.

Taquizoitos en proliferacion

Enquistamiento inducido por IFNy

Figura 35. Distribucion de la TgVP1 durante la induccion al enquistamiento de T. gondii
con IFNy. Las micrografias de “Taquizoitos en proliferacion” fue extraida en parte de la figura
27 correspondiendo a las 48 h de proliferacion para facilitar la comparacién con la distribucion
de la TgVP1 durante el enquistamiento. La marca de la TgVP1 en taquizoitos en proliferacion
se monitored con FITC mientras que, durante el enquistamiento, se monitoreé con TRITC. Los
nucleos de las células HEp-2 se encuentran tefiidos con DAPI. El enquistamiento fue
monitoreado por la expresion de CST1 y detectado con la lectina de D. biflorus-FITC. Escala=
5 pm

48 h

72 h

Escala=5 um
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9.10. Efecto de los inhibidores de PPasas en la viabilidad de taquizoitos extracelulares

Una vez realizada la inmunolocalizacion de las PPasas en parasitos extracelulares, en el
proceso de proliferacion celular y en la induccién al enquistamiento inducido con IFNy, se
evalud el efecto de inhibidores de PPasas en el proceso de enquistamiento. Los inhibidores
que se utilizaron fueron NaF (2, 10 y 20 mM) para inhibir a la TgPPasa y C10-bifosfonato
(40, 100 y 200 uM) para inhibir a la TgVPL1.

Primeramente, se determind el posible efecto de los inhibidores de las PPasas en la viabilidad
de los taquizoitos extracelulares tratados con las concentraciones de cada inhibidor
anteriormente indicadas, por 2 h a TA. Posteriormente, se determind la viabilidad de los
parésitos mediante suspension en Sytox Green y se determind el porcentaje de viabilidad de
los taquizoitos. El colorante Sytox Green produce una tincion verde fluorescente para
cromosomas y nucleo, y es impermeable en células vivas, lo que lo convierte en un indicador

util de parésitos extracelulares muertos.

Los taquizoitos recién extraidos del peritoneo de ratones infectados, presentan una viabilidad
superior al 90 %. Cuando los taquizoitos se incubaron con el inhibidor NaF (2, 10 y 20 mM)
para inhibir a la pirofosfatasa citosélica (TgPPasa), se obtuvo un 88 % de viabilidad en los
taquizoitos mantenidos en solucion con 2 mM de NaF, mientras que para los taquizoitos
tratados con 10 mM la viabilidad fue del 85 % y para 20 mM del 81 %. Estos valores,
presentados en la figura 36, fueron comparados con respecto a los taquizoitos mantenidos
en PBS como control, los cuales mantuvieron una viabilidad del 96 %. EIl tiempo de
incubacidn fue de 2 h en todos los casos. Al observar los parasitos en el microscopio, no se

observo alteracion en su morfologia.

Por otra parte, en la figura 37, se presentan los resultados del tratamiento de parasitos
extracelulares con C10-bifosfonato (40, 100 y 200 uM) para inhibir a la TgVP1, se observd
un 89 % de viabilidad en los taquizoitos mantenidos en solucion con 40 uM de C10-B,
mientras que para los taquizoitos tratados con 100 uM de C10-B la viabilidad fue del 86 %
y para 200 uM de C10-B de 81 %. Estos porcentajes fueron comparados con respecto a los
taquizoitos mantenidos en PBS como control, en donde se observo un 95 % de viabilidad. El
tiempo de incubacion fue de 2 h en todos los casos. La incubacion con este inhibidor no altero

la morfologia de los parasitos.
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Figura 36. Viabilidad en parasitos extracelulares tratados con distintas concentraciones de
NaF como inhibidor de la TgPPasa. Las columnas representan el promedio, con n=3 y las
barras de error son error estdndar **, *** y **** yg |as concentraciones de NaF evaluadas
(p<0.01, p<0.005 y p<0.0001, respectivamente).
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Figura 37. Porcentaje de viabilidad en parésitos extracelulares tratados con distintas
concentraciones de C10-Bifofonato como inhibidor de la TgVVP1. Las columnas representan
el promedio, con n=3y las barras de error son error estandar *, ** y *** ys, las concentraciones
de C10-bifosfonato evaluadas (p<0.05, p<0.01 y p<0.005, respectivamente).
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9.11. Efecto de los inhibidores de PPasas en el proceso de invasion celular

Toda vez que se determind que los inhibidores de PPasas evaluados no eran toxicos en

taquizoitos extracelulares, se evaluo el efecto de estos inhibidores en la invasion celular.

Se trataron taquizoitos extracelulares con los inhibidores NaF y C10-Bifosfonato para la
TgPPasa y TgVP1, respectivamente, utilizando las concentraciones antes indicadas.
Posteriormente, se invadieron células HEp-2 y transcurridas 2 h se fijaron con glutaraldehido.
Se determino el porcentaje de invasion en cada tratamiento. Como controles negativos se

emplearon taquizoitos en PBS sin inhibidores.

Al evaluar cada tratamiento se identificd que, a las 2 h de invasidn, los taquizoitos mantenidos
en solucion con 2, 10y 20 mM de NaF previo a la invasion celular no alteraron la morfologia
de los taquizoitos y tampoco de las células HEp-2, como se muestra en la figura 38. No se
identificd toxicidad por parte del NaF de manera considerable, en la maxima concentracion
evaluada (20 mM) se obtuvo una disminucidn en el porcentaje de invasion de alrededor de

dos unidades.
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Figura 38. Efecto del NaF en la morfologia intracelular de los taquizoitos. PBS, células HEp-
2 invadidas con taquizoitos mantenidos en PBS; NaF, células invadidas con taquizoitos tratados
con 2, 10 y 20 mM de NaF. Escala= 5 pum.

El efecto de NaF en el proceso de invasion fue monitoreado mediante el conteo de 1,000
células HEp-2 y se determind el porcentaje de invasividad. Como se muestra en la figura 39,
se observo ligera variabilidad en la invasividad de los taquizoitos a las diferentes

concentraciones de NaF usadas.
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Figura 39. Efecto del NaF en la invasividad de los taquizoitos. Las columnas representan el
promedio con n=3y las barras de error son error estandar **, *** y **** ys_ |as concentraciones
de NaF evaluadas (p<0.01, p<0.005 y p<0.0001, respectivamente).

Por otra parte, al evaluar el efecto de C10-Bifosfonato como inhibidor de la TgVP1 en la
invasividad de los taquizoitos en células HEp-2, el tratamiento de los taquizoitos por 2 h con
las diferentes concentraciones de C10-Bifosfonato (40, 100 y 200 uM), no presentd
alteraciones en la morfologia de los parasitos ni en las células HEp-2, como se muestra en la

figura 40, en comparacion con el control negativo de taquizoitos solo mantenidos en PBS.

C10-B (uM)
)

100
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Figura 40. Efecto del C10-Bifosfonato en la morfologia intracelular de los taquizoitos. PBS,
células HEp-2 invadidas con taquizoitos mantenidos en PBS; C10-B, células invadidas con
taquizoitos tratados con 40, 100 y 200 uM de C10-Bifosfonato. Escala=5 pm.
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En relacion con la invasividad de los parésitos tratados con el farmaco C10-Bifosfonato, se
encontré que este inhibidor, no modificé de forma sustancial la capacidad invasiva de los
parasitos ya que a la maxima concentracion evaluada (200 uM) disminuy0 alrededor de tres
unidades el porcentaje de invasividad (Fig. 41).

Los resultados obtenidos demuestran que los inhibidores no afectan de manera contundente
el proceso de invasion de T. gondii, tampoco alteran la morfologia de los parasitos y tampoco

de las células hospederas.

an 100- ok ko
é 80 |'"I e e
U I-—4 %k kK
p - mm PBS [IX]
E 60- T mE C10-B [40 uM]
=)
2 40- C10-B [100 uM]
z C10-B [200 uM]
= 20+
X
0 T T

Figura 41. Efecto del C10-Bifofonato en la invasividad de taquizoitos. Las columnas
representan el promedio con n=3y las barras de error son error estandar **, **** y **** yg |35
concentraciones de Cl10-bifosfonato evaluadas (p<0.01, p<0.0001 y p<0.0001,
respectivamente).

9.12. Efecto de los inhibidores de PPasas en la proliferacion celular de T. gondii

Para evaluar el efecto de los inhibidores en el proceso de proliferacion celular, se trabajé con
taquizoitos extracelulares purificados, los cuales fueron incubados por 2 h con 200 uM de
C10-Bifosfonato y con 20 mM de NaF, posteriormente, se elimind el sobrenadante y despues
de un lavado con PBS, se infectaron células HEp-2. Como controles negativos se emplearon
taquizoitos mantenidos Unicamente en PBS. Se decidio trabajar con la maxima concentracion
de cada inhibidor para evaluar el porcentaje de proliferacion. Después de 72 h de
proliferacion, las células se rompieron con un raspador de células, con el fin de liberar los

parésitos intracelulares y poder realizar el conteo en camara de Neubauer. Como se muestra
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en la figura 42, el nimero de parasitos recuperados tanto en el control negativo como en las
condiciones tratadas con los dos inhibidores no son significativamente distintos, lo cual
indica que estos inhibidores (NaF y C10-B) no afectan el proceso de proliferacion

intracelular.
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Figura 42. Evaluacion de la proliferacion celular de T. gondii en taquizoitos tratados con
inhibidores de PPasas. Las columnas representan el promedio con n=3'y las barras de error son
error estandar ns, no significativo estadisticamente vs., las concentraciones de inhibidores
evaluadas (p= 0.9296 y p=0.1313, respectivamente).

9.13. Distribucién de la TgPPasa y la TgVP1 durante la induccién al enquistamiento de

T. gondii con IFN-y en presencia de inhibidores de PPasas

Con el fin de determinar la localizacion de la TgPPasa y de la TgVP1, durante el proceso de
enquistamiento inducido de manera in vitro por exposicion a IFNy, se infectaron células
HEp-2 con taquizoitos extracelulares purificados mantenidos en solucion por 2 h con 200
U/mL de IFN-y y, posteriormente, 2 h con 40, 100 y 200 uM de C10-Bifosfonato y con 2,
10 y 20 mM de NaF como. Como controles negativos se emplearon taquizoitos sin
inhibidores. Las células se fijaron a las 48 y 72 h de proliferacion y se evalud el
enquistamiento mediante la deteccion de CST1 con la lectina de D. biflorus fluorescente. El
porcentaje de enquistamiento se determind contando al menos 500 células invadidas y

determinando aquellas que fueran positivas a CST1.
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Los resultados obtenidos para la TgPPasa se muestran en la figura 43. Como se habia
descrito previamente en la figura 34, la marca de la TgPPasa se observa en forma de
agregados intravacuolares que van desapareciendo durante el enquistamiento. La adicion de
NaF aparentemente y a medida que se aumentd su concentracion, produjo a desaparicion em
mayor medida, de la marca fluorescente para la TgPPasa, de tal manera que a la maxima
concentracion (20 mM) fue dificil detectar a la TgPPasa. Aparentemente, las concentraciones
de NaF evaluadas no afectaron la formacion de los quistes tisulares, manteniendo estos la

presencia de CST1 y su forma esferoidal.

En contraste, cuando los taquizoitos fueron incubados con el C10-Bifosfonato (inhibidor de
TgVP1), desde la concentracion méas baja evaluada de 40 puM, se not6 una dréstica
disminucion en el marcaje de la TgVP1 en los tiempos de enquistamiento evaluados de 48 y
72 h, como se muestra en la figura 44. Ademas, la expresion de CST1 fue muy atipica, en
forma de agregados al interior de las VP, no se detectaron quistes clasicos con CST1
limitando la estructura quistica. Sin embargo, las imagenes de Nomarsky muestran parasitos
intravacuolares desorganizados y caracteristicos de arreglos intraquisticos, por los que estas
estructuras pueden ser clasificadas como “quistes no convencionales”. Con estos resultados,
se puede sugerir que el C10-Bifosfonato afect6 el proceso de enquistamiento en T. gondii in

vitro.

El conteo de VP positivas a CST1 como indicativo de la induccion al enquistamiento con
IFN-y, dilucido el impacto que generaron los farmacos, como se muestra en la figura 45, se
detectdé menor porcentaje de enquistamiento con la mayor concentracion de NaF (20 mM)
disminuyendo alrededor del 50 % la deteccion de CST1, mientras que a 2 mM de NaF no se
observo diferencia significativa con respecto al control en el cual se indujo al enquistamiento,

pero no hubo presencia de NaF.

Sin embargo, el tratamiento con C10-Bifosfonato, generd importantes diferencias con
respecto al control, en donde solo se indujo al enquistamiento con IFN-y. En la figura 46 se
muestra que desde la concentracion mas baja evaluada de 40 uM de C10-B, el porcentaje de
VP positivas a CST1 disminuyo drasticamente y la disminucion fue constante con forme se

aumento la concentracion de C10-B.
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Figura 43. Distribucion de la TgPPasa en el enquistamiento de T. gondii inducido con IFN-
y en presenca de NaF. Se muestra la distribucion de la marca de la TgPPasa marcada con TRITC
alas 48y 72 h de cistogeénesis. CST1 corresponde a la lectina de D. biflorus acoplada a FITC.
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Figura 44. Distribucion de la TgVP1 en el enquistamiento de T. gondii inducido con IFN-y
en presenca de C10-Bifosfonato. Se muestra la distribucion de la marca de la TgVP1 marcada
con TRITC alas 48y 72 h de cistogénesis. CST1 corresponde a la lectina de D. biflorus acoplada
aFITC.
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Figura 45. Porcentaje de induccion al enquistamiento con IFN-y en presencia de NaF. Las
columnas representan el promedio con n=3 y las barras de error son error estandar ns, no
significativo estadisticamente, * y ** vs., las concentraciones de C10-bifosfonato evaluadas (ns,
p<0.05 y p<0.011, respectivamente).
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Figura 46. Porcentaje de induccion al enquistamiento con IFN-y en presencia de C10-
Bifofonato. Las columnas representan el promedio con n=3 y las barras de error son error
estandar **** *x*x y *xxk g |as concentraciones de C10-bifosfonato evaluadas (p<0.0001,
p<0.0001 y p<0.0001, respectivamente).
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9.14. Distribucion de la TgPPasa y la TgVPL1 en quistes cerebrales de la cepa ME49

Con el fin de determinar la distribucién de la TgPPasa y de la TgVP1 en quistes aislados de
cerebro de ratones infectados con la cepa ME49 de T. gondii y compararlos con las
distribuciones descritas anteriormente en quistes tisulares inducidos in vitro por exposicion
a IFN-y, los quistes purificados se procesaron mediante inmunofluorescencia con los sueros
preinmunes e inmunes contra la TgPPasa y la TgVP1 y fueron observados mediante

microscopia confocal.

Al aislar los quistes cerebrales mediante fraccionamiento del tejido cerebral, se observé a
partir del microscopio estereoscopico, que los quistes tenian forma esferoidal con tamafios
de entre 20-100 um. Como se muestra en la figura 47a, la TgPPasa se encontro distribuida
en el citoplasma de los bradizoitos contenidos al interior del quiste tisular, mientras que la
TgVP1, mostrada en la figura 47b, se detectd distribuida Unicamente en la periferia del
quiste, aunque no queda claro especificamente a qué estructura se encuentra asociada, podria
estar en la membrana derivada de la VP ya que la TgVP1 podria permanecer ain después de

la formacion del quiste cerebral.

b

Figura 47.Distribucion de la TgPPasa y TgVP1 en quistes cerebrales de la cepa ME49. a)
Distribucion de la TgPPasa. b) Distribucion de la TgVP1. En ambos casos las PPasas se
encuentran marcadas con TRITC. CST1 corresponde a la lectina de D. biflorus acoplada a FITC.
Los nucleos de los bradizoitos fueron tefiidos con DAPI. Escala= 10 pm
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La ubicacion de la TgVPL1 sugiere una posible funcién en el quiste, aunque se desconoce en
gué mecanismos podria estar participando En ambos casos, la lectina de D. biflorus acoplada

a FITC marco las glicoproteinas de CST1.

En contraste con los sueros preinmunes, no se generaron marca fluorescente como se muestra

en la figura 48.

Nucleos

Escala= 10 pm

Figura 48. Evaluacion de la distribucion de la TgPPasa y TgVP1 en quistes cerebrales de
la cepa ME49 en sueros preinmunes. CST1 corresponde a la lectina de D. biflorus acoplada a
FITC. Los nucleos de los bradizoitos fueron tefiidos con DAPI. Escala= 10 um
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10. DISCUSION

Toxoplasma gondii, un parésito apicomplexa que invade y prolifera en todo tipo de células
nucleadas de mamiferos, es el agente causal de la toxoplasmosis. Este padecimiento en los
seres humanos puede producir coriorretinitis, dafio en el sistema nervioso central, puede
provocar malformaciones en el feto, aborto y, en personas inmunocomprometidas, la muerte
(Dubey, 2020). La ingesta de carne mal cocida contaminada con quistes tisulares, son las
principales formas de transmision del parasito (Mayoral et al., 2020).

Cuando Toxoplasma se encuentra dentro del organismo infectado, es capaz de proliferar
dentro de todas las células nucleadas (English & Striepen, 2019) y cuando este es atacado
por el sistema inmune del hospedero se diferencia generando quistes en los tejidos. Estos
quistes lo protegen contra el embate de la respuesta inmune y contra la accion de farmacos
antitoxoplasmicos asegurando asi la supervivencia del parasito y la transmisién entre las
especies, por lo que es considerado uno de los parasitos mas exitosos debido a su alta
capacidad de diseminacién tisular (Filisetti & Candolfi, 2004; Kim & Weiss, 2004). Por lo
anterior, el estudio del enquistamiento del parasito juega un papel muy importante para
entender los mecanismos a través de los cuales Toxoplasma es capaz de prevalecer y ser un

importante patégeno hasta nuestros dias para el cual aun no hay vacunas disponibles.

El disefio de péptidos inmunogénico de diferentes proteinas mediante estrategias
bioinformaticas ha representado una valiosa herramienta en el estudio de la funcion de
diversas proteinas no solo en Toxoplasma. Desde el punto de vista de la inmunoproteccion,
los péptidos han sido empleados para realzar la inmunizacion de modelos animales y la
evaluacion de la respuesta imunitaria de anticuerpos y de citocinas, asi como, de su capacidad
para inducir inmunoproteccion ante retos letales con los patogenos (Flower, 2013). Por otra
parte, los péeptidos disefiados y sintetizados también pueden ser empleados para generar
anticuerpos con reconocimiento policlonal monoespecifico con el fin de caracterizar la
distribucion topografica de moléculas y como herramientas para la caracterizacion
bioquimica de multiples componentes. Gracias al conocimiento del genoma de T. gondii
(Kissinger et al., 2003) fue posible conocer la secuencia de dos tipos de PPasas, por una
parte, la sPPasa de la Familia | denominada TgPPasa (5SWRT), de la que se tiene actualmente
su estructura cristalizada y que esta caracterizada bioquimicamente. Esta TgPPasa contiene

dos iones Mg?* en su sitio activo, coordinados en sus motivos de unién (M1y M2) por
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Aspl190, Aspl95 y Asp227 (Jamwal et al., 2017). Adicionalmente, se tiene identificada la
secuencia de la pirofosfatasa membranal translocadora de protones TgVP1 (B6KH90) la
cual, ha sido descrita como un transportador activo de H* mediante hidrdlisis del PPi. De
acuerdo con predicciones topoldgicas y a proteinas relacionadas (Lin et al., 2012; Mclntosh
& Vaidya, 2002), se sabe que su estructura es homodimeérica, sin embargo, hasta el momento
no ha sido dilucidada su estructura terciaria a través de cristalografia o de algin otro método
experimental. Con base en la informacién disponible para cada PPasa, se procedio al disefio
y sintesis de péptidos correspondientes a las dos PPasas descritas en Toxoplasma, con fin de
poder generar anticuerpos especificos que nos permitieran determinar su distribucién tanto
en parasitos extracelulares y en proliferacion, asi como en el proceso de enquistamiento tanto

in vitro como en quistes aislados de cerebros de ratones con encefalitis toxoplasmica.

Para poder estudiar la distribucion y funcion de la TgPPasa y la TgVP1 de T. gondii, durante
la formacidn del quiste tisular, primeramente, fue necesario conocer las estructuras proteicas
de ambas PPasas, esto nos permitio disefiar péptidos inmunogénicos confiables, accesibles
para ser reconocidos por linfocitos B y especificos para cada PPasa. EI modelado estructural
de la TgVP1 mediante AlphaFold2, evidencié una estructura homodimérica con 16 pases
transmembranales que utiliza como cofactor al Mg?", caracteristicas que han sido reportadas
en mPPasa de otros parasitos como T. cruzi (Scott et al., 1998), L. donovani (Rodrigues et
al., 1999b) y T. brucei (Rodrigues et al., 1999a). Estas caracteristicas no son Unicas de Unica
de los parasitos, de hecho, inicialmente fueron descritas este tipo de moléculas en organismos
del Reino Plantae, en donde las mPPasas han sido ampliamente caracterizadas, como en el
caso de Vigna radiata, de quien se conoce su estructura a partir del analisis por difraccion
por rayos X en la molécula cristalizada (PDB: 4A01) (Lin et al., 2012). Precisamente, la
mPPasa de V.radiata ha sido utilizada como plantilla para realizar predicciones topoldgicas
de la pirofosfatasa translocadora de protones de P. falciparum (Mclntosh & Vaidya, 2002).
Desafortunadamente, no en todas las moléculas de interés se conoce la estructura molecular
obtenida a partir de cristales por lo que, es necesario recurrir a herramientas bioinformaticas
que nos permitan predecir sus conformaciones espaciales e interacciones con otras
moléculas. En el andlisis de prediccion estructural con la herramienta AlphaFold2, no es

necesario realizar comparaciones estructurales con respecto a una sola estructura obtenida
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por cristalografia, sin embargo, se han obtenido estructuras con una alta confiabilidad, al no

estar basadas en una sola proteina, sino en MSA.

Con base en la aplicacion de Alpha Fold2 y otras herramientas bioinformaticas sobre todo
enfocadas a la busqueda de péptidos inmunogénicos, se pudo determinar dos secuencias
inmunogénicas correspondientes a las dos PPasas de T, gondii. El péptido inmunogénico para
la TgPPasa “MQDLKKDGSLREYA” de 14 aminoacidos, entre M146 al A159, y el péptido
para la TgVP1 “GPLGDDNKRLTDPLYL”, de 16 aminoacidos, entre G112 y L127, ambos
con pardmetros adecuados de antigenicidad establecidos por los algoritmos (Emini et al.,
1985; Kolaskar & Tongaonkar, 1990). En el disefio de los epitopos antes descritos, se
consideraron insertos de secuencias de MAP’s en el extremo C-terminal con fin de hacer mas
inmunogénicas las moléculas y evitar asi reacciones de tolerancia inmunoldgica, ya que como
es bien sabido, la inmunizacion de ratones o conejos con péptidos por debajo de los 25
aminoacidos, conocidos como haptenos, en lugar de inducir una respuesta de produccién de
anticuerpos, produce una tolerancia en el animal sin produccion de anticuerpos y citocinas
(Flower, 2013). Las MAP’s cumplen la funcién de ser acarreadores e inductoras de la

respuesta inmunitaria enfocada hacia el epitopo inmunogénico (Posnett et al., 1988).

La respuesta positiva mediante inmunoblot con los sueros inmunes recolectados para ambas
PPasas demostrd que los disefios peptidicos fueron apropiados ya que, no solo reconocieron
los péptidos usados para inmunizar los ratones BALB/c, sino que también reconocieron las
proteinas nativas respectivas en los pesos moleculares descritos: ~42 kDa para la TgPPasa
(Pace et al., 2011) y ~85.9 kDa para la TgVP (Liu et al., 2014). EI hecho de que se hayan
reconocidos bandas Unicas para ambos sueros inmunes, indica que el reconocimiento fue
monoespecifico por los anticuerpos policlonales y que el procesamiento de las muestras fue
adecuado ya que no se detectd ninguna degradacion proteolitica en las muestras,
considerando la amplia gama de proteasas que se han descrito en Toxoplasma (Ramirez-
Flores et al., 2019).

La especificidad de los anticuerpos generados permitié caracterizar la distribucion
topografica de ambas PPasas, tanto en parésitos extracelulares como en parasitos en
proliferacion intracelular. Igualmente, fueron Utiles para determinar su distribucion en quistes
tisulares inducidos de manera in vitro y en quistes tisulares aislados de cerebros de ratones

infectados y con encefalitis toxoplasmica. En este sentido, la deteccion a la TgPPasa se
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realizd en el citoplasma de taquizoitos extracelulares, cercano a la zona perinuclear y hacia
el extremo anterior en forma de agregados fluorescentes, nuestro resultado coincide con lo
publicado por (Pace et al., 2011). En contraste, en el caso de la TgVP1, nuestros resultados
indican que en taquizoitos extracelulares se detectd la TgVP1 en agregados citosolicos
distribuidos en el cuerpo de los taquizoitos, mientras que en taquizoitos en proliferacion
intracelular se observé que, a medida que progresaba la proliferacion intracelular, la marca
se distribuia en el citoplasma de los parasitos intravacuolares con una distribucion de la
TgVP1 hacia el extremo apical a las 24 y 48 h de proliferacion y hacia la VP pero no como
una marca selectiva y exclusiva de la membrana de la VP, tampoco se detectd en el
citoplasma o en la membrana de la célula hospedero, contrario a lo que se habia reportado
previamente (Rodrigues et al., 2000). Su ubicacion citosolica, podria responder a los
acidocalciosomas como también lo publicaron (Moreno & Zhong, 1996; Rodrigues et al.,
2000). Es importante aclarar que los Unicos reportes sobre la distribucion espacial de estas
PPasas en T. gondii se realizaron utilizando anticuerpos generados contra una V-H*-PPasa
de células vegetales y que reconocieron mediante reaccién cruzada, a las PPasas de
Toxoplasma y de tripanosomatidos, por lo que nuestro estudio es el primer reporte que
muestra esta distribucion con anticuerpos especificos de las PPasas de este parésito. Esto
podria explicar por qué encontramos variaciones en la distribucion de estas moléculas con
nuestros anticuerpos en comparacion con los reportes existentes. Sera necesario en
experimentos futuros considerar realizar ensayos de inmuno-microscopia electronica con el

fin de precisar la distribucion subcelular de la TgVP1.

El enquistamiento de Toxoplasma es un proceso que se puede inducir in vitro en células
infectadas con T. gondii, sometiendo a las células infectadas o a los parasitos, bajo
condiciones de estrés ya sea por la exposicion a farmacos o a condiciones de cultivo
especificas como deprivacion de nutrientes, presencia de farmacos antiparasitarios o
presencia de citosinas cono IFNy y TNFa (Sullivan & Jeffers, 2011), sin embargo, estos
enquistamiento in vitro solo se habian logrado en ciertas células y solo con cepas cistogénicas
como la cepa tipo Il (Bohne et al., 1994). En un reporte reciente de Castro-Elizalde et al.
(2018), se demostro que la exposicion de taquizoitos de la cepa RH (una cepa considerada
como no cistogénica) a MPA, inducia en enquistamiento in vitro en tan solo 24 horas. En

este estudio, se demostro que la VP funcionaba como un andamio o soporte sobre el cual se
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estructuraba la pared de los quistes tisulares in vitro. Es decir, la glicoproteina de quiste
tisular CST1 se insertaba gradualmente a la membrana de la VP hasta conformar una
estructura pseudoquistica con presencia de bradizoitos intravacuolares. Este mismo hallazgo
fue corroborado posteriormente mediante la induccion al enquistamiento de taquizoitos
extracelulares de la cepa RH, tratados con IFN-y, previo a la infeccion celular (Cruz-Miron,
2021), observando que al cabo de 12 h comenzaba a haber presencia de la glicoproteina CST1
y alas 48y 72 h, ya se encontraba delimitada la VVP con esta glicoproteina de pared de quiste.
CST1, es una glicoproteina rica en N-acetilgalactosamina y es propia de la pared de los
quistes tisulares y ha sido utilizada como un marcador de enquistamiento o diferenciacion de
Toxoplasma al pasar del estadio de taquizoito a bradizoito, utilizando para su deteccion la
lectina de D. biflorus (Zhang et al., 2001).

Hasta el momento no hay reportes de la distribucion de las PPasas en el proceso de
enquistamiento. Sin embargo, dado que la TgVP1 se encuentra reportada durante la
proliferacion celular en la VP (Rodrigues et al., 2000), nos planteamos la hipétesis de que la
TgVP1 pudiera estar presente durante el enquistamiento dado que la membrana de la VP era
el templete sobre el cual se estructuraba la pared quistica y seria de mucho interés conocer si
esta TgVP1 se conserva en la estructura quistica. Al mantenerse la membrana de la VP como
el andamio para la formacion de la pared quistica, cabe la posibilidad que esta estructura
membranal pueda preservarse a lo largo del proceso de enquistamiento y tener funciones de
excrecion/secrecion o de introduccion de componentes del medio extracelular al interior de
los quistes y posteriormente al interior de los bradizoitos con fines metabdlicos y de nutricién,
un aspecto fundamental que ain no ha sido estudiado y menos aun reportado. La pared del
quiste tisular ha sido descrita como una pared gruesa que alberga a la glicoproteina CST1
proveniente de granulos densos y a las proteinas, BPK1, MCP4 MAGL1 y GR6, provenientes
de micronemos, y otras proteinas recientemente identificadas mediante analisis protedmico
(Tu et al., 2020). Sin embargo, en la induccidn al enquistamiento, de manera in vitro, no hay
reportes de la interaccidn de las proteinas quisticas antes mencionadas, por lo que un analisis
protedmico de los productos de excrecion/secrecion de quistes tisulares, podria ser de interés
para tratar de identificar y caracterizar posibles complejos moleculares y sus funciones en el

enquistamiento de T. gondii.
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Un aspecto interesante de nuestro trabajo fue el encontrar que, durante la proliferacion de los
taquizoitos, ocurrieron cambios evidentes en la distribucion de las PPasas. En relacion con
la TgPPasa, se detectd en los taquizoitos intravacuolares una ubicacién apical, con cierta
distribucion difusa en el citoplasma, la cual no cambié a lo largo de la proliferacion
intracelular. En contraste, durante el enquistamiento, esta TgPPasa present6 una disminucion
gradual en su expresion, lo cual se evidenci6 por la disminucion de la marca fluorescente y
solo se detectd como una distribucion difusay termino con un patron de agregados citosélicos
esferoidales de la marca fluorescente. En contraste, la marca de CST1 no modifico su
distribucion, detectandose en los parasitos y en la estructura quistica. Muy probablemente
esta disminucion de la expresion de la marca de la TgPPasa podria estar relacionada con la

conversion del estadio de taquizoito a bradizoito.

El hecho de que no se haya modificado la expresion de CST1 mientras que la TgPPasa
disminuia y se alteraba su distribucion en el enquistamiento, sugiere que la formacion del
quiste tisular, es un proceso en el que aparentemente no esta participando la TgPPasa, y esto
fue corroborado cuando se llevaron a cabo ensayos de induccion al enquistamiento con IFN-
vy en presencia del inhibidor NaF con el cual, se detectd una disminucion en la deteccion de
la marca fluorescente correspondiente a la TgPPasa, sin que se afectara el desarrollo de la
expresion de CST1. A la fecha, no hay reportes que indiquen si los bradizoitos expresan o no
a la TgPPasas ni de las funciones que pudieran tener, mas alla de su funcion obvia como
mecanismo para evitar la acumulacion de PPi. Sin embargo, tampoco se descarta la
posibilidad de que el NaF pueda inhibir a otras enzimas celulares, tales como las ATPasa de

protones y algunas fosfatasas, incluyendo ciertas fosfatasas de proteinas.

Por otra parte, cuando se evalud la distribucion de la TgVP1 durante la induccion al
enquistamiento de T. gondii con IFN-y, se observé una clara disminucién de la marca de
TgVP1 permaneciendo en forma de agregados esferoidales conforme avanzaba el tiempo de
enquistamiento, a las 72 h de enquistamiento, se encontraron agregados fluorescentes
delimitando la periferia de la VVP. La marca de CST1, como se esperaba, fue aumentando en
su intensidad y delimitando la forma esferoidal de la pared quistica naciente y co-localizando
en la periferia con los agregados de TgVP1. La ubicacién periférica de la TgVP1 en el quiste
en formacion podria sugerir que dicha molécula es transportada desde las estructuras

tubulares y vesiculas que estdn embebidas en la pared del quiste, segun los reportado
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previamente (Ferguson & Hutchison, 1987). El analisis ultraestructural de los quistes
tisulares de T. gondii, ha sugerido que la pared quistica presenta una capa externa membranal
que lo rodea por completo y una capa interna con apariencia esponjosa y de mayor grosor,
que aparentemente es la pared del quiste (Herndndez-Contreras, 2012; Ferguson &
Hutchison, 1987). Aparentemente, la TgVP1 quedaria insertada en la capa membranal que
rodea a todo el quiste y que se ha descrito como una membrana que tuvo su biogénesis en la
membrana de la VP (Ferguson & Hutchison, 1987). La presencia de una TgVP1 en la
membrana quistica, probablemente, podria contribuir con la demanda energética requerida
en el proceso de interconversion de los estadios, de taquizoito a bradizoito, con formacién
del quiste tisular. En este sentido, la TgVPL, al ser una proteina integral de membrana,
garantizaria la acidez y funcionalidad de la VP y posteriormente de la MVP en la formacién
del quiste, en forma similar a como ocurre en plantas, en donde las mPPasas cumplen un
papel importante como reservorios de energia durante periodos de latencia (Garcia-Contreras
et al., 2004;Zhang et al., 2011). Con el fin de corroborar la funcion sugerida en el
enquistamiento de T. gondii, es necesario conocer la ubicacion exacta de estas moléculas y
una posibilidad es mediante inmuno-electromicroscopia electronica. Adicionalmente,
nuestro grupo de trabajo también ha identificado pequefias vesiculas de excrecidn/secrecion
de ~200 nm de diametro, emergiendo de los quistes tisulares, cuya composicion y funcién
aun es desconocida (Hernandez-Contreras, 2012), por lo que, no se descarta la presencia de
la TgVP1 en la membrana de dichas vesiculas. Probablemente un andlisis protedmico de los
productos de excrecion/secrecion en quistes tisulares de T. gondii, podria ampliar el

panorama y evidenciar las proteinas involucradas en estas regiones.

Interesantemente, cuando se inhibié la TgVP1 con el C10-bifosfonato, se observé que no
solo no se detectaba la TgVP1 a lo largo del enquistamiento y en todas las concentraciones
utilizadas del inhibidor, sino que, no se detectdé la formacion de estructuras quisticas
convencionales y, por otro lado, la molécula CST1 presento arreglos atipicos sin la formacion
de los caracteristicos quistes tisulares nacientes con apariencia esferoidal y fluorescentes ante
la presencia de CST1. Estos resultados sugieren que la TgVP1 de alguna manera se encuentra
insertada en la membrana externa que rodea los quistes en formacion y que contribuye en la
organizacion de los parésitos al interior de la VP y durante el proceso de interconversién para

la formacion de los quistes tisulares. La caracterizacion mediante microscopia electronica
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nos permitira determinar en el futuro, los detalles morfoldgicos finos de estas estructuras

fallidas en su formacion como quistes tisulares.

Las PPasas de T. gondii no son solamente enzimas que degradan PPi, sino que también estan
implicadas en el funcionamiento y equilibrio de distintas reacciones bioquimicas. En el caso
de la TgPPasa, es probable que no solo proporcione un impulso termodinamico en la
biosintesis de las reacciones a traves de la liberacion del PPi (Heinonen, 2001). Esta enzima
es de gran relevancia ya que el PPi, puede servir como moneda de cambio de energia, como
sustituto del ATP en la via glucolitica mediante la PFK, la cual consume PPi para impulsar
la fosforilacion de la fructosa-6-fosfato (Yang et al., 2022b). Por otra parte, la TgVP1 no solo
soporta la acidificacion y cambios en el AG®” de los acidocalcisomas (Docampo & Moreno,
2011; Rodrigues et al., 2000) sino que, gracias a las herramientas de prediccion evolutiva,
ahora sabemos que esta caracteristica no es exclusiva de los parasitos, sino que las plantas
poseen mPPsas vacuolares y/o transmembranales (Goodenough et al., 2019) y que la
translocacion de H* también es activada en condiciones de estrés, probablemente esta

condicion sea resultado de la evolucion celular a partir de la teoria endosimbidtica.

Dado que T. gondii, sufre cambios morfolégicos y moleculares durante la interconversién de
estadios, los resultados obtenidos durante la induccion al enquistamiento con IFN-y, sugieren
que la TgPPasa podria estar implicada en las reservas de energia en este parasito dado que
permanece en el citoplasma de los taquizoitos (48 h). Sin embargo, a mayor tiempo,
aparentemente la marca disminuye, aunque esto no descarta la posibilidad que esta enzima
se quede en el citoplasma de los parasitos degradando el PPi para garantizar la energia
necesaria para la interconversion parasitaria que se lleva a cabo el enquistamiento. En el
enquistamiento, los bradizoitos disminuyen su motilidad y su capacidad proliferativa y
expresan numerosos organelos de reserva como los granulos de glicogeno. No se sabe si esta
disminucion en la actividad metabolica de los bradizoitos pudiera estar regulada desde la
Unica mitocondria que posee T. gondii y que es en donde se genera la energia a través de la
fosforilacion oxidativa o si esta relacionada con la disminucion en la expresion de la TgPPasa
detectada durante el enquistamiento. Tomando en cuenta la evidencia recabada en nuestros
resultados, aparentemente la TgPPasa no es indispensable en el proceso de enquistamiento

inducido por IFN-y y tampoco de la formacién de la pared quistica, ya que al evaluar distintas
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concentraciones del inhibidor NaF, se observé que el proceso de enquistamiento se llevé a

cabo de manera normal, aunque si se alter6 la distribucion de la TgPPasa.

Aungue no hay informacion disponible de la interaccion de las PPasas en el proceso de
enquistamiento, los resultados obtenidos en la localizacion de la TgPPasa 'y TgVP1 en quistes
cerebrales de la cepa ME49, es un parteaguas en el proceso de entendimiento de la
distribucion de dichas PPasas en quites tisulares. Estudios posteriores podrian ayudar a

dilucidar la relacion de las PPasas con sus respectivos organelos de interaccion.

11. CONCLUSIONES

La TgVP1 es una enzima que ademés de contribuir en el proceso de hidrolisis de pirofosfato
activada bajo condiciones de estrés, aparentemente, también contribuye en el proceso de

enquistamiento de T. gondii, en contraste, la TgPPasa no parece contribuir en dicho proceso.

La distribucion de la TgPPasa en quistes cerebrales de la cepa ME49 se encuentra en el
citoplasma de los bradizoitos mientras que la distribucion de la TgVP1 en quistes cerebrales
de la cepa MEA49 se encuentra en la periferia del quiste tisular.

12. PERSPECTIVAS

Utilizar inmuno-microscopia electronica de transmision para determinar la presencia

subcelular de la TgPPasa y la TgVP1

Evaluar la participacion de los inhibidores de PPasas en la formacion de quistes cerebrales

de la cepa ME49 mediante el tratamiento de los ratones infectados (ensayo in vivo).
Evaluar el efecto de los inhibidores en otras cepas.

Evaluar la cinética del pirofosfato en bradizoitos y durante el proceso de enquistamiento in

Vivo e in vitro.

Generar un knockout de las TgPPasay TgVP1 mediante CRISPR Cas9 y evaluar la capacidad
de enquistamiento de dicha cepa.
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14. ANEXOS

I. Reacciones bioquimicas de liberacion del PPi

El pirofosfato inorgéanico (PPi) se descubrid ya en el siglo XIX. Como su nombre indica, se

sintetiza calentando sales de sodio o potasio de ortofosfato. La formacion de PPi en un

sistema bioldgico fue reportada en 1941 por Cori, quien encontrd que se acumulaba en el

extracto de higado de rata incubado aerébicamente en presencia de succinato y fructosa

(referido en Cori et al. 1951) (Heinonen, 2001).

Algunas de las reacciones bioquimicas de liberacion de PPi se enlistas a continuacion:

(Tomado y modificado de (Heinonen, 2001)).

1.NTP+X+Y =X-Y +AMP + PPi

1.1. Sintesis de aminoacil-ARNt
ATP + un aminoacido + ARNt = aminoacil-ARNt + AMP + PPi.
6.1.1.1-7; 6.1.1.9-12; 6.1.1.14-22. Hoagland et al. 1958.

1.2. Sintesis de la pared celular en algunas bacterias
ATP + D-alanina + poli(ribitolfosfato) = O-D-alanil-poli(ribitolfosfato) + AMP + PPi.
6.1.1.13. Baddiley y Neuhaus 1959.

1.3. Activacioén de los acidos carboxilicos
ATP + R-COO-+ CoenzimaA = R-CO-CoenzimaA + AMP + PPi.
6.2.1.1-3;6.2.1.7-8; 6.2.1.11-12; 6.2.1.14-17; 6.2.1.23-33. Chou y Lipmann 1952.

1.4. Degradacion de proteinas in vivo
ATP + ubiquitina + proteina-lisina = proteina-N-ubiquitilisina + AMP + PPi.
6.3.2.19; 6.3.2.21. Chiechanover et al. 1981.

1.5. Sintesis de péptidos no ribosomales

a. Sintesis de péptidos antibidticos en bacterias

nATP + naminoacidos = péptido + nAMP + nPPi.

Sin nimero EC. Gewers et al. 1968.

b. ATP + L-histidina + 6-alanina = carnosina + AMP + PPi.

6.3 .2.11. Kalyankar y Meister 1959.

c. Sintesis de la kiotorfina en el cerebro

ATP + L-arginina + L-tirosina = L-tirosil-L-arginina + AMP + PPi.
6.3.2.24. Veda et a/1987.

1.6. Sintesis de un anillo f-lactamico
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N2 -(2-carboxietil) arginina + ATP = deoxyguanidinoproclavaminate + AMP + PPi.
Sin ndmero de EC. Bachmann et al. 1998.

1.7. Sintesis de amidas

ATP + un aminoacido + NH4* = la amida correspondiente + AMP + PPi 0 ATP + un
aminodcido + L-glutamina = la amida correspondiente + L-glutamato + AMP + PPi.
6.3.1.1;6.3.1.7; 6.3.5.4. Ravel et al. 1962.

1.8. Sintesis de arginina 'y urea
ATP + L-citrulina + L-aspartato = L-argininosuccinato + AMP + PPi,
6.3.4.5. Petrac y Rattner 1958.

1.9. Sintesis de coenzimas

a. biosintesis de NAD.

ATP + deamidoNAD" + amoniaco = NAD* + AMP + PPi

ATP + deamidoNAD" + L-glutamina = NAD+ + L-glutamato + AMP + PPi.
6.3.1.5; 6.3.5.1. Preiss y Handler 1958.

b. biosintesis de la coenzimaA.

ATP + (R)-pantoato + B-alanina = (R)-pantotenato + AMP + PPi.

6.3.2.1. Maas y Novelli 1953. 6.3.2.4.

CTP + 4-fosfopantotenato + L-cisteina = 4-fosfopantotenoilcisteina + CMP + PPi,
6.3.2.5. Jackowski 1996.

1.10. Sintesis de guanilato

ATP + XMP + amoniaco = GMP + AMP + PPi

ATP + XMP + L-glutamina = GMP + L-glutamato + AMP + PPi.
6.3.4.1.; 6.3.5.2. Lagerqvist 1957.

1.11. Modificacion covalente de las proteinas con acidos carboxilicos

a. ATP + biotina + apoenzima-lisina = apoenzima-N-biotinilisina (holoenzima) +
AMP+PPi.

6.3.4.9-11; 6.3.4.15. Lane et al. 1964.

b. ATP + lipoato + apoenzima-lisina = apoenzima-N-lipoilisina (holoenzima) + AMP
+PPi.

Sin numero EC. Reed et al. 1958.

c. ATP + carboxilato + HS-enzima = carboxil-S-enzima + AMP + PPi.

6.2.1.19-20; 6.2.1.22. Schmellen y Eggerer 1974.

1.12. Ligadura de ARN y ADN

a. ATP + (NMP)p-3'-OH + P-5--(NMP)m = (NMP)n+m + AMP + PPI.
6.5.1.1; 6.5.1.3. Weiss y Richardson 1967.

b. ATP + ARN = ARN-terminal-2'3'-fosfato ciclico + AMP + PPi.
6.5.1.4. Filipovicz et al. 1985.

1.13. Sintesis de fosfoenolpiruvato en la fotosintesis C4

ATP + piruvato + ortofosfato = PEP + AMP + PPi.
2.7.9.1. Hatch y Slack 1968.
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2.ATP+ X =Y + AMP + PPi

2.1. Reduccion de un grupo carboxilo

a. ATP + aril-COO+ NADPH = aril-CHO + NADP* + AMP + PPi.

1.2.1.30. Gross 1971.

b. biosintesis de la lisina en los hongos

ATP + L-a-aminoadipato + NADPH = L-a-aminoadipato-3-semialdehido + NADP™ +
AMP + PPi,

Sin nimero de EC. Sagisaka y Shimura 1962

2.2. Produccion de luz por la luciferasa de luciérnaga
ATP + luciferina + 02 = luciferina oxidada + C02 + H20 + luz + AMP + PPi.
1.13.12.7. McElroy y Green 1956.

2.3. Racemizacion de fenilalanina
ATP + L-fenilalanina + H20 = D-fenilalanina + AMP + PPi.
5.1.1.11. Yamada y Kurahashi 1969

3.NTP + X =NMP-X + PPi

3.1. Activacion de los azUicares

NTP + azUcar-fosfato = NDP-azlcar + PPi.

2.7.7.9-11;2.7.7.13 ; 2.7.7.23-24 ; 2.7.7.27-30 ; 2.7.7.32-34. Munch-Petersen et al. 1953.
Sin nimero EC. NTP-p-glicero-D-mannoheptosa-I-fosfato nucleotidiltransferasa. Eidels y
Osborn 1971.

CTP-mioinositol-I-fosfato citidiltransferasa. Chen et al. 1998.
CTP-2-C-metileritritol-4-fosfato citidiltransferasa. Rohdich et al. 1999

3.2. Activacion de otros compuestos para la biosintesis de fosfolipidos, antibi6ticos, etc.
CTP + colinfosfato = CDP-colina + PPi.

2.7.7.14-15 ; 2.7.7.38-41 ; 2.7.7.43-44 ; 2.7.7.46-47 ; 2.7.7.55 ; 2.7.7.57-58. Kennedy y
Weiss 1956.

3.3. Activacion del sulfato
ATP + sulfato = APS + PPi.
2.7.7.4. Hilz y Lipmann 1955.

3.4. Sintesis de coenzimas

a. ATP + nicotinamida ribonucledtido = NAD+ + PPi.
2.7.7.1;2.7.7.18. Kornberg 1948.

b. ATP+FMN=FAD+PPi.

2.7.7.2. Schrerer y Kornberg 1950.

c. ATP + panteteina-4' -fosfato = desfosfocosfato A + PPi.
2.7.7.3. Hoagland y Novelli 1954.
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d. GTP + fosfato de adenosilcobinamida = adenosilcobinamida-GDP + PPi (sintesis
aerdbica de la vitamina BI2).

Sin nimero EC. Adenosilcobinamida fosfato guaniltransferasa. Barchielli et al. 1960.

e. GTP + 5-hidroxi-6-metilbenzimidazolilcobamida = cobinamida-GDP + a-ribazol + PPi
(sintesis anaerdbica de vitamina B12).

Sin nimero EC. Schulze et al. 1998.

3.5. Sintesis del acido nucleico
NTP + (NMP)n + template = (NMP)n+ | + template + PPi.
2.7.7.6-7; 2.7.7.48-49. Bessman et al. 1957.

3.6. Modificacion de los acidos nucleicos

a. Poliadenilacion del mMRNA

nATP + ARN-3'-OH (sin molde) = ARN-3'-(AMP)n + nPPi.
2,7.7.19. Edmonds y Abrams 1960

b. Adicion de nucleotidos al ADN independiente del molde
NTP + ADN-3'-OH = ADN-3'-NMP + PPi,

2.7.7.31. Krakowet al. 1961.

c. CaPPing del mARN

GTP + 5'ppPur-ARNm = GpppPur-ARNm + PPi.

2.7.7.50. Martin y Moss 1975.

d. Formacion del extremo aceptor del ARNt

NTP + ARNt-3'-OH = ARNt-3'-NMP + PPi.
2.7.7.21;2.7.7.25; 2.7.7.52. Hecht et al. 1958.

3.7. Sintesis de oligonucleétidos

a. (n+1)ATP = pppA-2'-(P-5'-A)n +nPPi.
Sin nimero EC. Justesen et al. 1980.

b. 2GTP = bis-guanosiltetrafosfato + PPi.
2.7.7.45. Warner y Huang 1974.

3.8. Regulacion de la glutamina sintetasa

a. NATP + glutamina sintetasa (mas activa) = glutamina sintetasa (AMP)n (menos activa)
+ nPPi.

2.7.7.42. Kingdon et al. 1967.

b. UTP + proteina Il = proteina I1(UMP) + PPi.

2.7.7.59. Mangum et al. 1973.

3.9. Modificacion de coenzimas
ATP + FactoC420 = FactoC390 (Factor420-AMP) + PPi.
Sin nimero de EC. Factor-390 sintetasa. Kengen et al. 19809.

3.10. Activacion de L-malato para la sintesis de polimalato

ATP + L-malato = B-L-malyl-AMP + PPi.
Sin nimero de EC. B-lI-malyl-AMP ligasa. Willibald et al. 1999.
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4.NTP + X = N-X + PPi + Pi

4.1. Sintesis de S-adenosilmetionina y adenosilcobalamina
ATP + L-metionina + H20 = SAM + PPi + Pi.
2.5.1.6; 2.5.1.17. Mudd y Cantoni 1958.

5. NTP = NMP + PPi

5.1. Sintesis de nucleétidos ciclicos
NTP = cNMP + PPi.
4.6.1.1-2; 4.6.1.6. Rall y Sutherland 1962.

5.2. Hidrdlisis de NTP
NTP + H20 = NMP + PPi.
3.6.1.8;3.6.1.12; 3.6.1.19; 3.6.1.23. Heppel y Rilmoe 1953.

5.3. Sintesis de la histidina
N5 -(fosforibosil)ATP + iliO = N5 -(fosforibosil) AMP + PPi.
3.6.1.31. Smith y Ames 1965.

5.4. Sintesis del acido félico
H>-neopterina trifosfato + H.O = H»-neopterina monofosfato + PPi.
Sin nimero EC. Dihidroneopterina trifosfato pirofosfato. Suzuki y Brown 1974.

5.5. Sintesis de puromicina
3'-amino-3'-desoxiATP = 3'-amino-3'-desoxiAMP.
Sin nimero de EC. Proteina Pur7 de Streptomyces alboniger. Espinosa et al. 1999.

6. Fosforibosilpirofosfato + X = X-ribosa-5'-fosfato + PPi

6.1. Sintesis de nucleotidos de novo

a. nucledtidos de pirimidina

PRPP + orotato = OMP + PPi.

2.4.2.10. Liebetman et al. 1954.

b. nucleotidos de purina

PRPP + L-glutamina + H20O = 5-fosforibosilamina + L-glutamato + PPi.
2.4.2.14. Goldwait et al. 1955.

6.2. Sintesis de nucleétidos, reaccion de salvamento

PRPP + N = NMP + PPi,
2.4.2.7-9; 2.4.7.22. Kornberg et al. 1955.
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6.3. Biosintesis de aminoéacidos

a. histidina; PRPP + ATP = (5-fosforibosil)ATP + PPi.

2.4.2.17. Amesetal. 1961.

b. triptéfano; PRPP + antranilato = (5-fosforibosil) antranilato + PPi.
2.4.2.18. Smith y Yanofsky 1960.

6.4. Biosintesis de coenzimas
PRPP + nicotinamida = NMN + PPi.
2.4.2.11-12 ; 2.4.2.19-20. Preiss y Handler 1957.

6.5. Fosforibosilacion del imidazolacetato
PRPP + imidazol-4-acetato + ATP = (5-fosforibosil)imdazol-4-acetato + ADP + Pi + PPi.
6.3.4.8. Crowley 1964.

6.6. Sintesis de la pared celular micobacteriana
PRPP + poliprenilfosfato = poliprenilfosfato-5-fosforibosa + PPi.
Sin nimero EC. Poliprenilfosfato fosforibosiltransferasa. Scherman et al. 1996.

7. X-pirofosfato + Y = X-Y + PPi

7.1. Sintesis de esteroides, terpenos y robinémeros
R1-PP + R2-PP = R1-R2-PP + PPi (R = grupo isopentenilo o su oligémero).
2.5.1.1;25.1.10-11; 2.5.1.20-21 ; 2.5.1.28-33. Lynen et al. 1959.

7.2. Sintesis de coenzimas y pigmentos

X-PP +Y = X-Y + PPi.

2.5.1.3; 2.5.1.15; 2.5.1.34-36; 2.5.1.39-40. Caminier y Brown 1960. Sin nimero CE. 1,4-
dihidroxi-2-naftoato octapreniltransferasa. Shineberg y Young 1976.

7.3. Modificacion del ARNt
Isopentenil-PP + ARNt = isopentenil-ARNt + PPi.
2.5.1.8. Klineet al. 1969.

7.4. Sintesis de citoquinina
Isopentenil-PP + AMP = isopentenil-AMP + PPi.
2.5.1.27. Chen y Melitz 1979.

7.5. Sintesis de la pared celular de las arqueas
Geranilgeranil-PP + glicerilfosfato = geranilgeranilglicerilfosfato + PPIi.
2.5.1.41-42. Zhang et al. 1990.

7.6. Farnesilacion y geranilacion de proteinas

Farnesil-PP + HS-proteina = farnesil-S-proteina + PPi
Sin nimero de EC. Reiss et al. 1990.
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8. X-pirofosfato + H20 = X+ PPi

8.1. Hidrdlisis del terpenilpirofosfato
Preny1-PP + H>O = prenol + PPi.
3.1.7.1; 3.7.1.3. Tsai y Gaylor 1966.

8.2. Hidrolisis de guanosina-3",5" -bis(difosfato) (factor estricto)
ppGpp + H20 = GDP + PPi.
3.1.7.2. Heinemeyer y Richter 1978.

9. X-pirofosfato = Y + PPi

9.1. Reacciones de ciclacion en la sintesis de terpenos
X-PP =Y + PPi.
4.1.99.7;4.6.1.5;4.6.1.7-9 ; 4.6.1.11. Dueber et at. 1978.

10. X-pirofosfato = Y + PPi

10. Sintesis de pirofosfato de novo

10.1. Sintesis de PPi; utilizando la fuerza motriz de protones
2 ortofosfato = PPi + H20.

3.6.1.1. Baltscheffsky et at. 1966.

1. Preparacion de soluciones

PBS IX, pH 7.2
Reactivo Concentracion
NaCl 138 mM
KCI 2.7 mM
Na;HPO4 8.1 mM
KH2POq4 1.1 mM

Buffer de lisis
Reactivo Concentracion
B mercaptoethanol 2%
SDS 1%
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EGTA 20 mM
Tris-HCI (pH 7.5) 2 mM

PMSF 0.1 mM
TPCK 0.1 mM
TLCK 0.1 mM

Buffer de carbonatos

Reactivo Concentracion
N32C03 02 M
NaHCOs 02M

H-0 200 mL

Solucioén de revelado

Reactivo Concentracion
NazCeHsO7 0.1M

CeHsO 0.1M

CsHsN> 0.004 g

H->0> 4 uL

Buffer de transferencia pH 8.3

Reactivo Concentracion
Tris-OH 25 mM
Glicina 0.19M
Metanol 495 M
Buffer TBST
Reactivo Concentracion
Tris Base 20 mM
NaCl 137 mM
Tween 20 1%
H20 bidestilada 1L

I11. Especificidad evaluada en pBLAST para cada péptido inmunogénico disefiado

» Resultados obtenidos para la pirofosfatasa citosélica (TgPPasa) [Inorganic

pyrophosphatase (Toxoplasma gondii)] (5SWRT)
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type | inorganic pyrophosphatase PPase [Toxoplasma gondii RUB]
Sequence ID: KFG63422.1 Length: 498 Number of Matches: 1

Range 1: 263 to 276 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
48.6 bits(107) 3e-05 14/14(100%) 14/14(100%) 0/14(0%)
Query 1 MQDLEKDGSLREYA 14

MODLKKDGSLREYA
Sbjct 263 MQDLKKDGSLREYA 276

protein FAM135B isoform X9 [Homo sapiens]
Sequence ID: XP_011515375.1 Length: 1177 Number of Matches: 1

Range 1: 1039 to 1048 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
24.8 bits(51) 9.3 8/10(80%) 8/10(80%) 0/10(0%)
Query 1 MQDLKKDGSL 10

MQ LKK GSL

Sbjet 1039 MQKLKKSGSL 1048

transmembrane protein 16E [Mus musculus]
Sequence ID: EDL21896.1 Length: 405 Number of Matches: 1

Range 1: 47 to 63 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
24.8 bits(51) 5.0 9/17(53%) 11/17(64%) 5/17(29%)
Query 2 QDLEKDGSL-———— REY 13

+DLKKDG L RE+
Skjct 47 EDLKKDGELKAERRREF 63

» Resultados obtenidos para pirofosfatasa membranal translocadora de protones
(TgVP1) [V-type H(+)-translocating pyrophosphatase VP1 [Toxoplasma gondii]
(B6KH90)]

V-type H(+)-translocating pyrophosphatase VP1 [Toxoplasma gondii ME49]
Sequence ID: XP_002367213.1 Length: 816 Number of Matches: 1
See 7 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 112 to 127 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
54.1 bits(120) 5e-07 16/16(100%) 16/16(100%) 0/16(0%)
Query 1 GPLGDDNERLTDPLYL 16

GPLGDDNERLTDPLYL

Sbjet 112 GPLGDDNKRLTDPLYL 127
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unnamed protein product [Homo sapiens]
Sequence ID: BAH11659.1 Length: 382 Number of Matches: 1

Range 1: 247 to 254 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives
25.2 bits(52) 9.2 7/8(88%) 7/8(87%)

Query 7 NKRLTDPL 14

NKRL DPL
Sbjct 247 NKRLADPL 254

unnamed protein product [Mus musculus]
Sequence ID: BAE25808.1 Length: 208 Number of Matches: 1

Range 1: 97 to 112 GenPept Graphics

‘Score Expect Identities Positives
24.0 bits(49) 14 8/16(50%) 10/16(62%)
Query 4 GDDN---KRLTDPLYL 16

GD+ RLTD LY+

Sbjct 97 GDEHPSMNRLTDALYM 112
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0/8(0%)

Gaps
3/16(18%)



