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Resumen

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que infecta a organismos de
sangre caliente. La infeccion inicia con la ingesta de ooquistes esporulados
liberados en las heces de gatos infectados o por la ingesta de carne mal cocida
contaminada con quistes tisulares. Después de la infeccion, los parasitos se
diferencian taquizoitos (Taks) que atraviesan el epitelio intestinal y se distribuyen
por todo el cuerpo. La respuesta inmunitaria contra T. gondii es de tipo celular y
humoral. Cuando T. gondii alcanza la lamina propia, los macréfagos, neutrdfilos,
linfocitos y células dendriticas, participan en la produccién de anticuerpos (Ac) y de
citocinas. Proteasas excretadas/secretadas por T. gondii, modifican a las uniones
intercelulares de células epiteliales, facilitando su diseminacion tisular. Es posible
considerar a las proteasas, como antigenos (Ag) de interés en la busqueda de
estrategias contra la toxoplasmosis. Se han utilizado parasitos vivos, muertos,
atenuados, proteinas purificadas y recombinantes y ADN de T.gondii. Sin embargo,
ninguna de las vacunas ha inducido una inmunizacion exitosa contra el parasito, por
lo que sigue siendo objeto de estudio. En nuestro grupo de trabajo recientemente
se han identificado proteinas inmunogénicas del citoesqueleto con efecto
inmunoprotector, incluyendo a la Toxolisina 1 (TLN1). TLN1 es una metaloproteasa
de 250 KDa (pro-proteina) y de 181 KDa (proteina madura), localizada en roptrias y
secretada en la invasion de T. gondii . En el presente trabajo, se evalud la induccion
de la respuesta inmunitaria humoral y celular por la inmunizacién con péptidos
inmunogénicos de TLN1 madura (TLN1m), asi como su efecto en inmunoproteccién
en un modelo murino de toxoplasmosis aguda. Los péptidos sintetizados se
inocularon en grupos de ratones evaluando la respuesta humoral a partir de los
niveles séricos de IgM e IgG y la respuesta celular por medio de la determinacion
del patron de citocinas como interleucina (IL) -2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y y del TNF-
a. Se evalud la supervivencia de los animales inmunizados ante el reto con dosis
letales de Taks. Adicionalmente se realizd la localizacion de TLN1m en Taks
extracelulares e intracelulares y se confirmd la inmunoreactividad de los Ac

generados por medio de WB.
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Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that infects warm-blooded
organisms, including humans. The infection begins with the ingestion of sporulated
oocysts released in the feces from infected cats or by the ingestion of undercooked
meat contaminated with tissue cysts. After infection, the parasites differentiate into
tachyzoites that traverse the intestinal epithelium and are distributed throughout the
body. The immune response against T. gondii is cellular and humoral. When T.
gondii reaches the lamina propria, macrophages, neutrophils, lymphocytes, and
dendritic cells participate in the production of Ab and cytokines. Proteases
excreted/secreted by T. gondii, modify the intercellular junctions of epithelial cells,
facilitating their tissue dissemination. It is possible to consider proteases as antigens
of interest in the search for strategies against toxoplasmosis. To date there are no
vaccines available against toxoplasmosis. Vaccines with live, attenuated, killed
parasites, recombinant proteins, DNA and nanoparticles have been evaluated,
although the results have been partially successful. Our group reported an
immunoprotective effect of T. gondii cytoskeleton proteins in a model of toxoplasmic
encephalitis. Additionally, in the doctoral work of Lagunas-Cortés, immunogenic
proteins were identified in the cytoskeleton, including Toxolysin 1 (TLN1). TLN1is a
zinc metalloprotease M16A secreted in the invasion of T. gondii and located in
rhoptries with a MW of 250 KDa (pro-protein) and 181 KDa (mature protein). In the
present work, the induction of the humoral and cellular immune response by
immunization with TLN1 immunogenic peptides was evaluated, as well as its effect
on immunoprotection in a murine model of acute toxoplasmosis. The peptides
synthesized by GeneScript were inoculated into groups of mice evaluating the
humoral response from the serum levels of IgM and IgG and the cellular response
by determining the pattern of cytokines such as interleukin (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IFN-y and TNF- a. The survival of animals immunized against challenge with lethal
doses of tachyzoites was evaluated. Additionally, the localization of TLN1m in
extracellular tachyzoites was made and the immunoreactivity of the Ac generated by

means of WB was confirmed
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Introduccion

T. gondii es un parasito intracelular obligado con distribucién cosmopolita que
invade a todas células nucleadas de animales de sangre caliente (Sullivan & Jeffers,
2012; Black et al., 2000). Este parésito requiere ubicarse al interior de una VP para
su proliferacion, ya que depende de la célula hospedera para obtener varios
nutrientes esenciales, ya que no los adquiere de su propia via metabolica (Coppens
et al., 2000).

Cuando T. gondii infecta felinos, generalmente por la ingesta de roedores o
aves infectadas, se lleva a cabo la reproduccion sexual del parasito al interior de los
enterocitos intestinales entre la forma masculina denominada microgametocito y la
femenina denominada macrogametocito, por esta razén los felinos son
considerados como hospederos definitivos (Black et al., 2000). EI macrogametocito
es fertilizado por el microgametocito que es biflagelado, dando lugar a la formacién
de un ooquiste que es excretado en forma no esporulada (no infectiva) en las heces
del gato, contaminando fuentes de agua, pastos y hortalizas, etc. En un periodo de
7-10 dias bajo condiciones de humedad y temperatura templada, se lleva a cabo la
maduracion del ooquiste generando en su interior 8 esporozoitos altamente
infectivos. La desecacion destruye al ooquiste. Los animales de granja o el humano
se infectan al ingerir los ooquistes maduros, y por el proceso digestivo, se rompe la
pared quistica liberandose los esporozoitos que invaden a los enterocitos
intestinales para diferenciarse rapidamente a Taks que es una forma altamente
invasiva y dinamica. En estos hospederos, los Taks proliferan a través de una
reproduccion asexual conocida como endodiogenia y al interior de una vacuola
parasitéfora (VP). Los Taks pueden dividirse desde las 4 horas, saturando el
espacio intravacuolar lo que genera finalmente la ruptura de la célula con la
liberacion de los parasitos, a estos se les conoce como hospederos intermediarios.
Desde el intestino, el parasito inicia su diseminacion tisular para distribuirse por todo
el organismo (Dubey, 1994; Munoz et al., 2011). La presencia del parasito activa la

respuesta inmunitaria del hospedero, con la produccién de anticuerpos especificos,



activacion de células efectoras y liberacion de citocinas. La presencia de IFN-y y
del TNF-a, permite que los parasitos se diferencien al interior de la VP en bradizoitos
y se transformen las células invadidas en quistes tisulares. Los quistes tisulares, se
encuentran distribuidos en todos los tejidos, pero principalmente en musculo,
cerebro y 0jo, y en el embarazo, en la placenta y en el feto (Dubey et al., 1998). La
infeccion tanto de los hospederos intermediarios como de los definitivos también
puede llevarse a cabo por el consumo de carne cruda o mal cocida contaminada
con quistes tisulares. A las 18 h post infeccidén oral del parasito, estos se detectan
en los ganglios linfaticos mesentéricos, y en la circulacion sanguinea a las 24 h
(Betancourt et al., 2019). Existen dos formas en las que se desarrolla la
diseminacién parasitaria por el organismo, la primera consiste en la invasién con
proliferacion y ruptura de la célula infectada, luego de lo cual atraviesan las barreras
biolégicas por la liberacion de proteasas que alteran a los endotelios y epitelios,
permitiendo el flujo del parasito. La segunda se refiere al comportamiento migratorio
en los epitelios y endotelios, mediante la invasién y su transporte al interior de
células fagociticas como células dendriticas (CD), macréfagos y neutréfilos (Aliberti
et al., 2002).

La prevalencia de toxoplasmosis en la poblacion esta relacionada con su
ubicacion geogréfica, a nivel mundial se han reportado mas de mil millones de
individuos infectados (Hoffmann et al., 2012). Especificamente en Estados Unidos
y en Reino Unido se estima que un porcentaje del 16 al 40 % de la poblacion se
encuentra infectada, mientras que en México representa aproximadamente un
intervalo del 34-65 % de prevalencia de Ac dependiendo de la zona geografica, y
con la mayor prevalencia en las zonas costeras del pais (Hill et al., 2005; Velasco
et al., 1992)

En humanos inmunocompetentes, la toxoplasmosis, ocasiona sintomas
parecidos a los de una gripa normal con dolor muscular y fiebre transitoria. En
contraste, en personas inmunocomprometidas puede causar ceguera y encefalitis
con muerte del individuo. Adicionalmente, en mujeres embarazadas y dependiendo
del periodo del embarazo en el cual se infecta, puede ocasionar desde coriorretinitis

en el producto, dafio cerebral y malformaciones en el feto, e incluso aborto. Es



posible que nazcan bebés asintomaticos, sin embargo, en la adolescencia pueden
manifestar diversas alteraciones neuroldgicas (Barragan & David Sibley, 2002). La
parasitosis en mujeres embarazadas se conoce como toxoplasmosis congeénita.

La respuesta inmune del hospedero es compleja, e incluye respuestas
inmunitarias celulares y humorales comenzando cuando los esporozoitos o
bradizoitos invaden los enterocitos. En el momento que T. gondii alcanza la lamina
propia, las células inmunes como macrofagos, neutréfilos, linfocitos y CD participan
en las respuestas inmunitarias, especialmente en la produccion de Ac, citocinas y
en la presentacion de antigenos (Ag) (Sher et al., 2017). La respuesta inmunitaria
celular tiene un papel fundamental en el control de la infecciéon crénica (con
bradizoito dentro de quistes tisulares) y aguda (con Taks en proliferacién) por T.
gondii. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ son responsables de la inmunidad protectora,
mediante la produccion de interleucina -2 (IL-2) e IL-12. Estas citocinas son
necesarias para la regulacion de la producciéon de IFN-y (Aliberti, 2005). Otras
citocinas, como IL-4 e IL-10, tienen una funcion vital en el equilibrio de las
respuestas inmunitarias (Filisetti & Candolfi, 2004; Wagner et al., 2015). Por otra
parte, los Ac también tienen un papel importante en el control de la infeccion,
blogueando la adhesion del parasito a la célula hospedera y generando la muerte
de los Taks recubiertos con Ac o con factores del complemento por fagocitosis por
macrofagos activados (Kang et al., 2000). Estudios recientes de nuestro grupo, han
reportado que proteasas excretadas/secretadas por T. gondii, modifican a las
uniones intercelulares de células epiteliales, alterando la migracion a través de la
barrera epitelial (Ramirez-Flores et al., 2019). Por lo que es posible que las
proteasas puedan considerarse como componentes antigénicos de interés en la
busqueda de estrategias contra la toxoplasmosis.

El tratamiento contra la toxoplasmosis ha evolucionado de tal forma que hay
varias alternativas farmacologicas disponibles. Aunque la combinacién exitosa de la
pirimetamina, un inhibidor de la dihidrofolato reductasa, junto con la sulfadiazina,
una sulfonamida que inhibe a la sintetasa del acido dihidrofdlico, se sigue utilizando
ampliamente, y con éxito en encefalitis toxoplamica, este tratamiento no es

recomendado en mujeres embarazadas. La combinacion de trimeptropin con



pirimetamina ha mostrado mejores resultados respecto a la mortalidad en pacientes
con VIH. En mujeres embarazadas se ha utilizado combinaciones de sulfonamidas
con espiramicina, y en recién nacidos la espiramicina (Galvan-Ramirez et al., 2017).
Otros farmacos que se han estado evaluando en modelos murinos de toxoplasmosis
incluyen a la dapsona, las combinaciones de claritromicina con minociclina, la
azitromicina con pirimetamina y la azitromicina con sulfadiacina, la atovaquinona
con pirimetamina, y atovaquinona con sulfadiacina (Galvan-Ramirez et al., 2017)

La inmunoterapia también ha sido utilizada como una alternativa terapéutica
en las que se han usado a nivel experimental y con éxito en modelos murinos de
toxoplasmosis incluyen a, IFN-y, IL-2, TNF e IL-1. La administracion de IFN-y en
combinacion con antibiéticos, presenta una actividad sinérgica en toxoplasmosis
murina con roxitromicina, pirimetamina, clindamicina y azitromicina (Galvan-
Ramirez et al., 2017).

A la fecha no hay vacunas disponibles contra la toxoplasmosis en humanos.
En los ultimos afios se han propuesto protocolos de inmunizacién contra T. gondii
que han incluido el uso de parasitos vivos, atenuados, muertos, proteinas
recombinantes y ADN aunque los resultados han sido exitosos parcialmente.

En el desarrollo de una vacuna exitosa, deben considerarse aspectos tales
como el tipo de antigeno o inmundgeno, la ruta de administracién, asi como del
adyuvante, que en conjunto puede influir en la respuesta inmunitaria inducida.
Especificamente, Titermax (TM) se ha reportado como un adyuvante menos toxico
y mas eficaz, que potencializa la capacidad antigénica del péptido mediante el
acarreador, el cual contiene tres ingredientes esenciales: un nuevo copolimero en
bloque, CRL-8300, escualeno (un aceite metabolizable) y un mono oleato de
sorbitan (Bennett et al., 1992).

A la fecha, solo se ha comercializado la vacuna llamada ToxoVax, la cual es
producida por Intervet Schering-Plough Animal Health, y que se caracteriza por ser
una vacuna atenuada de la cepa S48 de T. gondii que ha controlado de manera
exitosa la infeccion en ovejas en paises como Escocia. Aunque ToxoVax ha
disminuido la tasa de abortos, no ha erradicado la infeccion por completo. Ademas

de ser es un producto caro, siempre existe la posibilidad de la reversion y



transformacion de la cepa S48 en una forma patdégena, por lo que no es apropiada
para el uso humano (Buxton, 1993; Wilkins, 1988)

Dentro de los estudios referentes al desarrollo de alternativas
inmunoprotectotras contra la toxoplasmosis, se destaca el trabajo realizado por
nuestro grupo, el cual reporté un efecto inmunoprotector de proteinas del
citoesqueleto de T. gondii en un modelo de encefalitis toxoplasmica (Martinez-
Gbomez et al., 2009). Adicionalmente, esté el trabajo realizado por Lagunas-Cortes,
quién en su tesis de doctorado (en proceso), identifico diversas proteinas
inmunogénicas en la fraccion de citoesqueleto del parasito incluyendo a la
Toxolisina 1 (TLN1). TLN1 es una metaloproteasa de zinc M16A funcional secretada
durante la invasion de T. gondii con 50 % de homologia a la enzima degradativa de
insulina isoforma 3 e isoforma X2 en el caso de humano y con la enzima degradativa
de insulina isoforma X2 de ratén con un 48 % de identidad. TLN1 tiene un peso
molecular (PM) de 250 KDa (pro-proteina) y 181 KDa (madura), debido a que sufre
un corte inusual en el C-terminal antes de que se dirija a las roptrias y el cual es
importante para la correcta clasificacion en el organelo prematuro. Ademas, se ha
reportado que no cataliza su propia maduracion proteolitica y tanto su extremo N-
terminal como su C-terminal se asocian en un complejo resistente a los detergentes
y forman multimeros (Hajagos et al., 2012).

Con base en lo anterior, el presente trabajo se enfocara al estudio de péptidos de la
TLN1m en su capacidad de induccién de la respuesta inmunitaria y su efecto

inmunoprotector en un modelo murino de toxoplasmosis aguda.

Generalidades

Taxonomia

T. gondii se clasifica taxonémicamente de la siguiente forma. Dominio: Eukaryota,
Reino: Protista, Phylum: Apicomplexa, Clase: Conoidasida, Orden: Eucoccidiorida,
Familia: Sarcocystidae, Género: T., Especie: Toxoplasma gondii. Toxoplasma
gondii ID: 5811 (NCBI 2022).



Formas parasitarias de T. gondii

Existen tres estadios parasitarios infecciosos durante el ciclo de vida de T. gondii;
1. el taquizoito de alta virulencia y de rapida movilidad e infectividad; 2. el bradizoito,
de lenta movilidad y proliferacion, localizado dentro de quistes tisulares; y 3. el
esporozoito, presente en el interior de ooquistes maduros y que son excretados en
las heces de gatos infectados (Dubey, 1998). De los tres estadios, el taquizoito, es
el més estudiado, dado que es la forma mas virulenta y de facil mantenimiento en
el laboratorio tanto por infeccion de cultivos de celulas de mamifero como por

infeccion intraperitoneal en un modelo murino.

Taquizoito

El taquizoito, es la forma infectiva asexual de T. gondii, tiene la capacidad de invadir
a todas las células nucleadas de los tejidos de hospederos intermediarios y de
hospederos definitivos, asi como a eritrocitos, aunque no prolifera en ellos

(Dubey, 1998).

El taquizoito tiene forma de media luna, con un tamafio aproximado de 6 a 8 micras
(Otify, 2012), su extremo anterior o apical es caracteristica del Phylum Apicomplexa
ya que contiene organelos de gran importancia involucrados en la adhesion y
penetracion a la célula hospedera, como el conoide, los micronemos y las roptrias
(6-8 roptrias). En su extremo posterior, se ubica principalmente el nacleo rodeado
por el reticulo endoplasmico y granulos densos que participan en la formacion de la
VP.

Adicionalmente, el taquizoito contiene organelos como: anillos polares, peliculo, un
citoesqueleto subpelicular formado por un conjunto de 22 microtubulos
subpeliculares organizados desde el anillo polar asi como una red submembranal
de filamentos que envuelve a todo el parasito, microporos, granulos de amilopectina
(escasos 0 ausentes), apicoplasto y una Unica mitocondria alargada localizada
cerca del nucleo (Dubey, 1998). (Fig. 1)



Figura 1. Diagrama de un taquizoito de T. gondii. P, membrana plasmatica; C, conoide;
MT, microtdbulos; Mn, micronemos; R, roptrias; N, nucleo; pim, particulas
intermembranales; RE, reticulo endoplasmico; Ap, apicoplasto; GD, granulos densos y M,
mitocondria. Figura de R. Mondragén. Tomada de Muhiz y Mondragon, 2009.

Bradizoito

El bradizoito, es la forma de lenta reproduccion de T. gondii y se localiza

dentro de los quistes tisulares los cuales estan distribuidos en diferentes tejidos,
pero son mas comunes en musculo (corazén), neuronas (cerebro) y ojo. El quiste
tisular mide entre 50 a 70 micras y contiene aproximadamente entre 1000 y 2000
bradizoitos que poseen forma de media luna con un tamafio aproximado de 7 x 1.5
pm (Ferguson & Hutchison, 1987; Gémez de Ledn et al., 2014)
Dentro de las caracteristicas de los bradizoitos se encuentran la presencia de un
nudcleo situado hacia el extremo posterior; el complejo apical que es el responsable
de la invasion a la célula hospedera, y que esta formado por nimerosos granulos
de amilopectina, anillo apical 1 y 2, conoide, membrana interna, micronemo
(abundantes y con una distribucion submembranal), plasmalema, roptrias (1-3 mas
electrodensas), microtibulo subpelicular y anillos polares 1 y 2, (Dubey, 1998;
Gbomez de Ledn et al., 2014; Weiss & Kim, 2000); (Fig.2).
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Figura 2. Bradizoito de T. gondii en quiste. Am, granulos de amilopectina; Ce, centriolos;
Co, conoide; Dg, granulo denso; Ga, Golgi adjunto (apicoplasto); Vaya, Golgi complejo;
Im membrana interna; Mi, mitocondria; Mn, micronema; Nu, Ndcleo; Pm, plasmalema,;
Rh, roptria. (Dubey et al., 1998)

Esporozoito

Los esporozoitos son el tercer estadio infeccioso de T.gondii, y estan
localizados al interior de ooquistes maduros. El ooquiste al ser excretado en las
heces de los hospederos definitivos esporula después de dos o cinco dias,
generando una forma quistica altamente infecciosa que contiene en su interior ocho
esporozoitos que miden aproximadamente 6 a 8 micras X 2 micras.
Estructuralmente el esporozoito se caracteriza por tener una mayor presencia de
micronemos, roptrias y granulos de amilopectina y tener un nucleo sub-terminal.
(Fig. 3); (Dubey et al., 1998).



Figura 3. Esporozoito de T. gondii recién excretado dentro de un ooquiste. Am,
amilopectina; Co, conoide; Dg, granulo denso de electrones; Go, complejo de Golgi; Im,
complejo de membrana interna: Lb, cuerpo lipidico; Mi, mitocondria; Mn, micronema; Ow,
pared del ooquiste; PI, plasmalema; Rh, rhoptry; Sm, microtabulo subcelular; Sw, pared del
esporoquiste (Dubey et al., 1998)

Organelos secretores

T. gondii contiene tres organelos secretores; las roptrias, los micronemos y
los granulos densos (Black et al., 2000; Carruthers & Sibley, 1997; Kim, 2004;
Leriche & Franqois Dubremetz, 1991). Los micronemos Yy las roptrias estan
involucrados en la invasion celular ubicados preferentemente en la parte apical del
parasito (Carruthers & Sibley, 1997; Leriche & Franqois Dubremetz, 1991). Los
granulos densos participan en el desarrollo intracelular del parasito, en la biogénesis
de la VP y en la modificacion de la expresién génica de la célula hospedera,
distribuidos en el citoplasma del parasito (Mercier & Cesbron-Delauw, 2015). De
manera general, estos organelos se deben secretar de manera secuencial para
realizar la invasion y la proliferaciéon del parasito en la célula blanco (Carruthers &
Sibley, 1997).



Micronemos

Los micronemos son pequefios organelos vesiculares con forma ovoide de
30 nm de didmetro ubicados predominantemente en el extremo apical, contienen un
conjunto de proteinas denominadas como proteinas MIC, que patrticipan al inicio del
proceso de invasion ya que permiten tanto la adhesion del parasito a la célula blanco
como la motilidad de deslizamiento ejerciendo un efecto de lubricacion
intermembranal (Joiner & Francois, 1993; Carruthers & Sibley, 1997). Se ha
reportado que este tipo de proteinas son secretadas por un incremento de calcio
intracelular y puede inducirse in vitro y en ausencia de células hospedero utilizando
ionéforos para calcio como la ionomicina (Carruthers et al., 1999). Se han descrito
al menos 13 proteinas MIC que incluyen proteinas tanto solubles como
transmembranales que presentan diferentes dominios de adhesion. Las proteinas
MIC1, MIC3 y MIC4 tienen un dominio extracelular adhesivo que permite unir la
superficie del parasito con la membrana de la célula blanco (Carruthers et al., 2000;
Garcia-Re et al.,, 2000). La eliminacién de MIC1 reduce considerablemente la
invasion del T. gondii en fibroblastos, sugiriendo que es necesaria esta proteina
para dicho proceso (Cérede et al., 2005). MIC2 es movilizada desde los micronemos
para ocupar la superficie apical del parasito al momento de la invasion celular para
posteriormente re-localizarse en el extremo posterior del parasito al momento de la
interiorizacion de la célula hospedera, esta proteina puede ser recuperada en
sobrenadantes de Taks expuestos a iondéforos, sugiriendo su liberacion por el
pardsito (Carruthers et al., 1999). Ademas, se ha reportado que la expresion de las
proteinas MIC, depende del estadio en que se encuentre el parasito, por ejemplo,
MIC6 y MIC8 se expresan en Taks, mientras que los genes de MIC7 y MIC9 son

expresados predominantemente en bradizoitos (Meissner & Soldati 2000).

Roptrias

Las roptrias son organelos secretores en forma de saculos alargados con dos

aparentes sub-compartimentos, uno con apariencia alveolada y un delgado ducto
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insertado al interior del conoide (Gomez de Ledn et al.,, 2014; Tilney, 1998) El
extremo anterior de las roptrias se caracteriza por ser electrodenso visto al
microscopio electrénico, mientras que la porcion posterior contiene una serie de
componentes membranosos empacados en forma vesicular (Porchet-Hennere &
Nicolas, 1983). Dentro de las roptrias se encuentran las proteinas RON (derivadas
del cuello), y las ROP (derivadas de la parte abultada posterior). Adicionalmente se
sabe que también hay lipidos en el contenido de las roptrias como colesterol y
fosfatidilserinas que podrian participar en la formacion de la VP. (Besteiro et al.,
2008; Foussard et al., 1991; Leriche & Franqois Dubremetz, 1991).

Granulos densos

Los granulos densos son pequefios organelos esferoidales electrodensos

gue miden aproximadamente 200 nm de diametro, ubicados por todo el cuerpo del
parasito (Cesbron-Delauw, 1994; Mercier & Cesbron-Delauw, 2015). La cantidad de
granulos densos tiene cierta variacion de acuerdo con el estadio del parasito, se
encuentran mas predominantes en el taquizoito a diferencia de los bradizoitos y
esporozoitos. (Mercier et al., 2005) Las proteinas secretadas por los granulos
densos son denonimadas como GRA, NTPasas, TgPI (inhibidores de proteasas),
cilofilina y otras enzimas (Cesbron-Delauw, 1994; Mercier et al., 2005). A la fecha,
se han estudiado al menos 40 proteinas GRA (GRA1-gRA40) (Nadipuram et al.,
2016). Las proteinas GRA 1, 2, 4 y 6 son secretadas en el espacio intravacuolar
dando origen a la red vesiculo-tubular, la cual se extiende desde la membrana del
parasito, hasta la VP llenando el lumen intravacuolar.
Por otra parte, se han propuesto que las proteinas GRA 3, 5, 7,8, 10 y 14 son
proteinas que constituyen parte de la membrana de la VP, confiriendo cierta
proteccion a los parasitos por medio de la acidificacion y fusion lisosomal, de tal
manera que los parasitos no son degradados por los mecanismos de defensa de la
célula hospedera (Joiner et al., 1990; Sibley, 1985).
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Mecanismo de invasioén celular de T. gondii

T. gondii posee la capacidad de infectar a todas las células nucleadas,
incluyendo células fagociticas (macrofagos, neutréfilos y células dendriticas) y no
fagociticas (epiteliales, de tejido conectivo, muscular, etc.); (Dubey, 2008, 2009).
Por ello requiere de estrategias para invadir, replicarse y exteriorizarse. Se han
descrito dos tipos de mecanismos: la invasion pasiva y la invasion activa, y se
caracterizan en funcion del tipo de célula hospedera que infectan (Morisaki et
al.,1995; Sibley et al., 1985).

Mecanismo de invasién pasiva

La invasion pasiva es el tipo de mecanismo que el parasito utiliza para invadir
células con capacidad fagocitica, como macréfagos, neutréfilos y células dendriticas
y ocurre en un tiempo aproximado de dos a 15 min. (Morisaki et al., 1995). En la
invasion pasiva, los fagocitos son las células efectoras y da inicio con la adhesion
del parasito a la membrana del fagocito mediada por opsoninas que posteriormente
interactdan con los receptores apropiados en la superficie del fagocito, como son
las lectinas que pueden intervenir en la reorganizacion de microfilamentos de actina
y la formacién de filopodios que rodean al parasito para finalmente introducirlos en
un fagosoma. El fagosoma, es modificado en la composicién de su membrana por
componentes secretados por el parasito transformandolo asi en una VP la cual no
es fusogénica con lisosomas (Jones et al., 1972; Morisaki et al., 1995; Sibley et al,
1985; Galvan y Mondragdn, 2001) protegiéndose asi el parasito de su destruccion
por la digestion enzimatica. Una vez dentro de la VP, el parasito induce una
desregulacion metabdlica sobre la célula hospedera, que le permite replicarse
asexualmente por el proceso conocido como endodiogenia para ser exteriorizado

con la muerte consecutiva de la célula (Fig. 4) (Galvan y Mondragén, 2001).
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Figura 4. Proceso de invasion pasiva de T.gondii. El parasito se adhiere a los
macrofagos, neutrofilos y/o células dendriticas. Estas células organizan prolongaciones en
la membrana que rodea a losTaks; seguida de la internalizacién de los parasitos en un
fagosoma, el cual es modificado en la composiciébn de su membrana por componentes
secretados por T.gondii transformandolo asi en una VP evitando su destruccién y posterior
proliferacién del parasito intravacuolar por endodiogenia para ser exteriorizado con la
muerte consecutiva de la célula. Tomada de Galvan y Mondragén, 2001.

Mecanismo de invasidon activa

La invasién activa por Taks involucra una serie de eventos (Fig. 5): Iniciando
con la adhesion del parasito sobre la membrana plasmatica de la célula hospedera,
gracias a proteinas de los micronemos que son secretadas (Carruthers y Sibley,
1997; Huynh et al., 2003). En la siguiente etapa, previo a la penetracion, el parasito
elige un sitio blanco, protruye el conoide, y secreta el contenido de las roptrias,
generando una horadacion en la membrana de menos de 1 um, por donde en
pardsito se internalizara a través de movimientos tipo tornillo (Dubremetz et al.,
1998; Werk, 1985) generando una invaginacibn membranal y una vesicula
endocitica que aloja al parasito. Inmediatamente después, se secretan lipidos y
proteinas desde los granulos densos para modificar esa vesicula endocitica en un
compartimento que le conferira proteccion al parasito, esa nueva estructura se
conoce como VP (Sibley et al., 1995); A nivel intravacuolar, el parasito se replica
mediante un proceso asexual llamado endodiogenia (Sibley et al., 1995). Cuando
los parasitos saturan el espacio intravacuolar, se exteriorizan, lisando a la célula e

infectando a células vecinas (Radke & White, 1998).
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Figura 5. Proceso deinvasién activade T. gondii. 1) El parasito se adhiere a la superficie
de la célula y utiliza su motilidad basada en actina-miosina para invadir la célula hospedera
(secrecion de proteinas MIC) 2) seleccion de un sitio especifico, protrusion del conoide
sobre la membrana de la célula hospedera y secrecion del contenido de las roptrias, 3)
internalizacién mediante movimientos rotativos, 4) generaciéon de la VP, secrecién de
proteinas GRA, 5) divisién por endodiogenia y 6) exteriorizacién e 7) infeccién de otra célula.
Tomado de Castro-Elizalde, 2013; Cortesia de R. Mondragon, 2011.

Respuesta innata

Después de la infeccion de los hospederos intermediarios, el T. gondii evade
los mecanismos innatos de defensa del intestino delgado y atraviesa la lamina
propia directamente (Barragan & David Sibley, 2002). Los enterocitos tienen la
capacidad de secretar citocinas una vez infectados por el parasito permitiendo
reclutar CD en la lamina propia, donde seran invadidas por el parasito, promoviendo
la diseminacion de la infeccion a lugares distantes. Adicionalmente T. gondii tiene
la capacidad de secretar/excretar diversas proteinas que permitiran el
reconocimiento del parasito por las CD y macrofagos, que producen IL-12 a partir
del reconocimiento de paréasito por los receptores tipo Tool (TLR), lo que
desencadena la sintesis de IFN-y por parte de las células NK, NKT y T (Courret et
al., 2006).
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Respuesta humoral

El papel de los Ac y de los factores séricos del complemento en la eliminacion
de T. gondii sigue siendo incierto. Sin embargo, la respuesta inmunitaria humoral
también participa contra el parasito. Los Ac son la primera linea de defensa, los
cuales se producen en respuesta a la infeccion por T.gondii, y en individuos con una
infeccion cronica pueden mantenerse titulos altos de Ac contra T. gondii por toda la
vida (Suzuki, 2002.). Los Ac y los factores del complemento, actian sobre parasitos
extracelulares, liberados por la lisis de células infectadas, lisandolos a partir de la
via clasica del complemento o al opzonisarlos, activar su destruccion por
macréfagos circundantes. Se ha reportado que, aunque en ratones con deficiencia
de Ac, no se afecto el desarrollo de la infeccién aguda, sin embargo, si desempefian
un papel en la limitacion de la replicacion del taquizoito en los ratones,
especialmente en el pulmén y en el cerebro (Kang et al., 2000). La IgM, es la primera
inmunoglobulina que se incrementa desde el segundo dia posterior a la infeccion, y
su deteccion indica una infeccion aguda (Filisetti & Candolfi, 2004). Actualmente se
sabe que, en algunos casos, la IgM puede detectarse en suero hasta un afo
después de la infeccion (Montoya & Remington, 2008). Después de la respuesta
primaria, los niveles de IgM descienden y se presenta un aumento de los niveles
séricos de 1gG (Filisetti & Candolfi, 2004) ver Fig. 6.
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Figura 6. Dinamica de la respuesta humoral durante la infeccién por T. gondii. Una
vez iniciada la infeccién, el primer Ac en aparecer es la IgM, la presencia de esta
inmunoglobulina se relaciona con la fase aguda de la enfermedad, al finalizar esta fase, los
niveles de IgM disminuyen y son paulatinamente remplazados por el aumento IgG, que
persisten a lo largo de anos y se relacionan con la fase crénica de la enfermedad. (Tomado
de: Joynson y Wreghitt 2001).

Adicionalmente, la inmunoglobulina IgM es la principal activadora del complemento
y debido a su estructura, es un excelente aglutinante que posee niveles altos de
toxicidad y su blanco principal son las proteinas ubicadas en la superficie del
parasito (Filisetti & Candolfi, 2004). Por otra parte, la IgG también tiene actividad
citotoxica y opzonizadora, debido a que los macrofagos presentan receptores para
la porcion Fc de las IgG (Matrtin et al., 1998) y juega un papel principal en proteger
al feto ante la infeccion, ya que es capaz de atravesar la barrera placentaria (Filisetti
& Candolfi, 2004). Adicionalmente a la produccion de Ac por los linfocitos B, se ha
reportado que también éstas células tienen la capacidad de potencializar la
produccion de IFN-y por las células T CD4+ y CD8+ durante el curso de la respuesta

inflamatoria Th1l contra la infeccion con T.gondii (Menard et al., 2007).
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Respuesta celular

La respuesta celular requiere del procesamiento y presentacién del Ag para que
ocurra la activacion de la respuesta inmunitaria. En el caso de T. gondii, se han
reportado dos vias de activacion de la respuesta inmunitaria celular, la endégenay
la exdgena.

Laviaendogena inicia con la secrecion de proteinas de roptrias, en parasitos

intracelulares, las cuales son procesadas en proteosoma, y de ahi son dirigidas al
reticulo endoplasmico, donde tendran un segundo procesamiento por la
aminopeptidasa ERRAP, posteriormente ocurre el ensamblaje al complejo mayor
de histocompatibilidad de clase I, y su translocacion a la membrana plasmética de
la célula invadida donde seran presentados a los linfocitos T CD8+ que actian como
un mediador clave de la respuesta inmunitaria adaptativa al parasito. Los linfocitos
T CD8+ proporcionan proteccion ante desafios con T. gondii (Parker C W Robfrts
& Akhxander, 1991; Suzuki & Remington, 1988). Adicionalmente, son la principal
poblacion implicada en el control de la infeccion cronica y la prevencion de la
infeccion reactivada en el cerebro (Gazzinelli et al., 1992; Wang et al., 2005); (Fig.
7A).
Por otra parte, la via exdgena comienza con la endocitosis de Ag exdégenos que el
parasito libera como es el caso de la profilina una proteina citoplasmica asociada a
los filamentos de actina, la cual es secretada/excretada por T.gondii y reconocida
por las CD. En esta via lisosomal las proteinas son degradas y ensambladas al
complejo mayor de histocompatibilidad clase I, para dirigirse a la superficie celular
donde sera reconocido por los receptores tipo integrina de los linfocitos T CD4+
inmaduros promoviendo la activacién de Células Thl, Th2, Th1l7 y T reguladoras
(Fig. 7B)
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Figura 7. Activacion de la respuesta celular ante la infeccién por T.gondii. Para el
procesamiento y presentacion del Ag a través de los complejos MHCI y MHCII se requieren
dos vias. A) La via exdgena y B) la via exdgena para la produccion de diferentes citocinas.
Cortesia de Lagunas et al., 2022

Papel de las citocinas durante la infecciéon

El equilibrio entre la respuesta Thly Th2 se da a partir de las células secretoras de
las citocinas proinflamatorias IFN—y, IL-2 e IL-12, las cuales promueven la
transformacién en células Thl y las células que liberan a las citocinas regulatorias
IL-14, IL-6, IL-10, IL-13 e IL-4, siendo IL-4 la encargada de promover la
transformacion de células virgenes a Th2, por lo que ambos grupos de citocinas, es
decir proinflamatorias y regulatorias son esenciales para la defensa ante la infeccién
por parte del hospedero (Filisetti & Candolfi, 2004).

18



IFN-y

IFN-y contribuye a la inhibiciébn o destruccion de T. gondii a partir de diferentes
mecanismos y la posterior activacion de células T (CD4+ y CD8+), células naturales
killer (NK), macrofagos y neutrofilos. La importancia de IFN-y esta vinculado a sus
efectos posteriores, principalmente por la regulacion de expresién de mas de 1,000
genes implicados en la defensa inmunitaria autobnoma de las células, la regulacion
de las respuestas inmunitarias y de procesos no relacionados con la inmunidad
(Boehm et al., 1997). Adicionalmente, participa en la activacion de los mecanismos
no oxidativos representados principalmente por la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS), que tienen actividades
antimicrobianas (Green et al., 1990) como el 6xido nitrico (ON) que es sintetizado
por el oxido nitrico sintasa (INOS) a través del sustrato L-arginina. En macréfagos
activados por IFN-y, se ha reportado que, durante la fase cronica de la
toxoplasmosis, se inhibe la poliferacion parasitaria intracerebral. A pesar de la
participacion del ON contra el parasito es necesario que haya un equilibrio en sus
niveles, ya que su exceso puede causar la destruccion masiva de células del
hospedero e incluso la muerte. Los niveles del ON son regulados, por diferentes
citocinas que desencadenan la produccién de arginasa-1, que degrada la L-
arginina, evitando la produccién de ON (Rutschman et al., 2001). Por otra parte, los
mecanismos no dependientes de oxigeno tal como la produccién de indoleamina
2,3- dioxigenasa 1 (IDO1) (estimulada por IFN-y), degradan a residuos de triptofano

esencial para el crecimiento de T. gondii (Pfefferkorn et al. 1986); (Fig. 8).
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Figura 8. Mecanismos efectores del IFN-y. Una vez que T. gondii es reconocido por las
células presentadoras de Ag, estas tienen la capacidad de secretar IL-12, la cual activa a
Linfocitos T CD8+/CD4+, células natural killer, neutrofilos y CD productoras de IFN-y. Los
macréfagos activados por IFN-y producen diferentes enzimas como indoleamina 2,3
deoxigenasa y 6xido nitrico sintasa inducible, la cuales inhiben la proliferacion del parasito.
Cortesia de Lagunas et al., 2022

TNF-a

El TNF-a es otra de las citocinas clave para controlar la infeccion por T. gondii. Una
vez activados los macrofagos por IFN-y, son expuestos a TNF-a. mejorando los
efectos antimicrobianos, incluida la inhibicion del crecimiento del parasito
intracelular. TNF-a generalmente actia como una molécula co-estimuladora, debido
a que en macrofagos tratados con solo TNF-a, no tiene efecto inhibidor de la
proliferacion del parasito, mientras que en macréfagos con Ac anti-TNF-q,
disminuye la produccion de especies reactivas intermediarias después del
tratamiento con IFN-y recombinante (Langermans et al., 1992). A pesar de que TNF-

o tiene un papel importante, no es esencial ya que en ratones que carecen de
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receptores que reconoce TNF-a no mueren duran te la primera etapa de infeccion;
sin embargo, se observa una mayor carga de quistes por la replicacion incontrolada
de Taks en el cerebro, mostrando que TNF-a tiene una mayor participacion en

etapas posteriores a la infeccion (Yap et al., 1998).

IL-2

IL-2 es secretada principalmente por células CD4+ y en menor proporcioén por las
CD vy células natural killer, ésta citocina interviene en la supervivencia durante la
toxoplasmosis aguda en humanos y ratones, debido a que promueven la activacion
de los linfocitos T CD8+, los cuales tienen la capacidad de producir citotoxicidad
sobre los parasitos o las células infectadas con T. gondii (Miller et al., 2009).
Adicionalmente se ha reportado que IL-2 activa de manera indirecta el crecimiento

y proliferacion de linfocitos B por medio de la IL-4 (Garcia et al., 2009); (Fig. 9).
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Figura 9. Participacién de IL-2 en la respuesta inmune contra T. gondii. Una vez
reconocido el parasito se inicia el procesamiento del antigeno y el ensamble al complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il para ser presentado a los receptores de los linfocitos
T CD4 inmaduros, los cuales una vez activados secretan IL-2 que activa linfocitos T CD8 al
ser reconocida por su receptor generando células T citotoxicas que promueven la muerte
del parasito y de las células infectadas con T.gondii. Por otra parte, la activacion de linfocitos
T CD4 promueven la activacion de células B que proliferan produciendo células B de
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memoria y en otro caso de diferencia es células plasmaticas productoras de Ac. Modificada
de Garcia et al., 2009

IL-12

Durante la infeccién por T. gondii, la IL-12, es indispensable para la induccion de
una respuesta inmune. IL- 12 es secretada por macréfagos y CD que inducen la
produccion de IFN-y por parte de las células NK y los LT CD4+ y CD8+(Gazzinelli
et al., 1993), lo que inhibe la secrecion de IgE y actia de forma sinérgica con otras
citocinas (Hunter et al., 1994; Sher et al., 1993; Tripp et al., 1993). Durante la
infeccion por T. gondii, se ha demostrado que la produccion de IL-12 es crucial en
los primeros dias, debido a que los ratones que fueron administrados con IL-12
exdgena tienen una mayor supervivencia contra dosis letales en comparacién con
los ratones que se tratan con Ac de blogueo para IL-12 (Brenier et al., 2000). Por
otra parte, se ha reportado que la capacidad de las células para producir IL-12
durante la infeccion depende de la activacion de los receptores tipo Toll (TLR) a
través de la molécula adaptadora “factor de diferenciacion mieloide 88” (MyD88)
estimulando la via de sefializacion para la sintesis de IL-12 (Scanga et al., 2002;
Yarovinsky et al., 2005). Finalmente, otras células que participan en la produccién
de IL-12 son los neutrofilos, sin embargo, es controversial su participacion debido a
la interrupcion temporal en la produccion de IFN-y durante la infeccién crénica
(Suzuki -Kensuke Joh et al., 1994).

IL-6

IL-6 es otra citocina necesaria para el desarrollo de una inmunidad protectora contra
este patdgeno, estimula la produccién de Ac y ejerce un efecto proinflamatorio
estimulando la generacion de proteinas de fase aguda y aumenta de la actividad
citotoxica de las células NK. Se ha reportado que ratones deficientes en IL-6 son
incapaces de iniciar una rapida respuesta proinflamatoria contra el parasito, lo que
permite una mayor proliferacion T. gondii. Ademas del aumento de la mortalidad
debido a la carga parasitaria y a la excesiva respuesta inflamatoria que ésta induce

después de la infeccion (Jebbari et al.,1998).
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IL-10

Los linfocitos con patron de citocinas Th2 también contribuyen a la modulacion de
la respuesta inmune celular contra parasitos intracelulares, mediante la sintesis de
citocinas regulatorias como IL-10. IL-10 es necesaria pare evitar el dafio causado
por una respuesta TH1 exacerbada (Fig. 10A) y mantener la homeostasis (Fig.
10B), por lo que cumple un doble papel en la supresion de las células de la
respuesta inmune del hospedero inhabilitando la produccion de IFN-y e inhibiendo
asi la proliferacion de los LT. Esta respuesta antagoniza el desarrollo de la
respuesta Thl y desactiva a los macréfagos con inhibicion de la sintesis de IL-12,
disminucion de IFN-y y de ON y ROI por parte de los macréfagos facilitando asi la
supervivencia del parasito (Wilson et al., 2005). Se ha demostrado que en ratones
tratados con anti-IL-10 e infectados con T. gondii mueren rapidamente debido a la
respuesta inflamatoria manifestando una enfermedad asociada a la "tormenta de
citocinas" a pesar de la restriccion efectiva del crecimiento del parasito (Jankovic et
al., 2010). Por otra parte, en macréfagos tratados con IL-10 no son capaces de
activarse por IFN-y para destruir al parasito; por lo tanto, esta citocina es necesaria

para regular la respuesta inflamatoria (Villegas et al., 2000).
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Figura 10. Participacion de IL-10 en la respuesta inmune contra T.gondii. A) Una vez
reconaocido el pardasito a partir de proteinas que este libera, las CD secretan IL-12 que activa
a los linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de IFN-y, que activara macréfagos productores
de NO que elimina al parasito generando proteccién B) Con la finalidad de evitar una
respuesta TH1, la IL-10 interviene como un mecanismo de regulacién. Tomada de (Aliberti,
2005)

IL-4

IL-4 es la principal citocina moduladora, equilibra la sintesis de ON en el hospedero,
a partir de la produccion de arginasa-1, que degrada la L-arginina, el sustrato para
la sintesis de ON, bloqueando su produccién. Como se menciond anteriormente,
demasiado ON puede causar destruccion perjudicial de la célula hospedero, por lo
que la aparicion de una respuesta secundaria Th2 es necesaria para evitar el dafio
ocasionado por la propia reaccion inflamatoria estimulada por una respuesta Thl
exacerbada. (Dupont et al., 2012; Ortiz-Alegria et al., 2010). (Fig. 11)
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Figura 11. Participacién de IL-4 en la respuesta inmune contra T. gondii. IL-4 activa la
respuesta secundaria Th2 para evitando el dafio ocasionado por la propia reaccion
inflamatoria estimulada por una respuesta Thl exacerbada. Modificado de Correa et al.,
2017

Disefio para el desarrollo de vacunas contra T. gondii

La toxoplasmosis generalmente se evidencia con sintomas, que varian desde
cefalea, fatiga, coriorentinitis, fiebre elevada hasta linfoadenopatia en un pequefio
porcentaje de los individuos infectados (Joynson & Wreghitt, 2001). Sin embargo,
en la mayoria de individuos inmunocompetentes se muestra de forma asintomatica
y autolimitada, por lo que del 80 % al 90 % de los casos no son diagnosticados
(Galvan & Mondrag6n, 2001), por tal motivo, es dificil el diagnostico de tanto de la

toxoplasmosis aguda como cronica y la prevencion de la toxoplasmosis congénita.

A pesar de lo anterior, hasta el momento no hay vacunas disponibles para uso
humano contra la toxoplasmosis. Actualmente, solo se han desarrollado con éxito
una vacuna llamada ToxoVax a partir de parasitos S48 vivos atenuados y que tiene
licencia solo para uso en ovejas productoras de lana a quienes les induce una

proteccion inmunitaria contra la infeccidon congénita hasta 18 meses después de la
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vacunacion (Buxton et al., 1993). En los ultimos 20 afios, se han desarrollado una
variedad de estrategias en el disefio de vacunas de primera generacion a partir de
parasitos fijados o muertos por calor, extractos completos, fracciones subcelulares
y cepas atenuadas o de baja virulencia y de nueva generacion a base de proteinas
recombinantes, vacunas de ADN y subunidades multiepitopicas (multiantigeno) que
toman en consideracion tres aspectos (ver Tabla 1). El primero, el uso de Ag
pricipalmente de organelos secretores como son micronemos (MIC), roptrias (ROP)
y granulos densos (GRAS) que estan presente en todo el ciclo de vida del parasito,
el segundo, la ruta de administracion (intraperitoneal, intramuscular, intravenosa y/o
subcutanea) y el tercero, el adyuvante, cuyo uso tiene como objetivo, prolongar la
persistencia del antigeno, estimular la proliferacion inespecifica de los linfocitos y
aumentar la inflamacion local. En la mayoria de los modelos experimentales donde
se han estudiado la toxoplasmosis generan una proteccion de manera parcial,
relacionado con el aumento de Ac y produccion de citocinas tanto inflamatorias
como regulatorias (Hossein Abdollahi et al., 2013; Leyva et al., 2001, Martinez-
Gbomez et al., 2009; Wu et al., 2014).

De manera mas especifica Hossein Abdollahi et al., 2013 han estudiado
extractos excretados/secretados del parasito acompafiado del adyuvente Freud, en
la fase final de la inmunizacion en modelos Balb/C, en donde se incrementaron los
niveles de IL-10, que inhibe la proliferacion de los linfocitos B y T, y se induce la
homeostasis en las respuestas del sistema inmunitario, haciéndolo un buen
candidato para la vacunacién animal. Por otro lado, Martinez-Gémez et al., 2009 a
partir de extractos de citoesqueleto con adyuvantes como L. casei y Freund
incompleto generaron un aumento de Ac y disminucion de quistes relacionado con

el aumento de la supervivencia (ver Tabla 1).

Aparte de los estudios que han tenido como objetivo analizar de manera
general extractos proteicos, se han utilizado Ag especificos como ROP-2, ROP-13,
ROP-38, GRA-14, Proteasa 1 (TgASP1), Catepsina 1 (TgCP1) y Profilina en
vacunas de ADN complementados con adyuvantes (Gao et al., 2018; Leyva et al.,
2001; Pagheh et al., 2021; Wu et al., 2014; Zhao et al., 2013) que tiene un papel en
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la activacion de la respuesta inmune frente a la infeccion por T. gondii, la cual se
evidenciada por los diferentes isotipos de inmunuglobulinas como IgG, IgG1, IgG2a
y de citocinas como IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y. Adicionalmente se observé un
efecto parcial de inmunoproteccidon asociado a la disminucién de quistes tisulares

en algunos casos (ver Tabla 1).

También se han investigado alternativas con base en el desarrollo de
proteinas recombinantes que incluyen Ag individuales o en combinacién como
SAG1, HSP70, GRA7, profilina, el factor inhibidor de la migracion de macrofagos
(TgMIF), proteinas cinasas dependientes del calcio (TgCDPK3) y proteinas 14-3-3
gue son una familia de proteinas de expresién ubicua de todas las células eucariotas
(Tg14-3-3) (Arcon et al., 2021, Czarnewski et al., 2017; Qu et al., 2011; Liu et al.,
2021). Estos estudios evaluaron si el protocolo de inmunizacion con proteinas
recombinantes de T. gondii podian provocar respuestas humorales y celulares
después de la inmunizacién final, identificadas a partir de los niveles séricos de IgG1
e IgG2a y de la produccion de los tipos de citocinas, permitiendo inducir una
respuesta inmunitaria mixta Th1/Th2, con un ligero sesgo hacia la respuesta de tipo
Thl (ver Tabla 1).

Finalmente, se han propuesto disefios de multiantigenos, basados en el uso
de diferentes proteinas con potencial inmunogénico o en secuencia especificas de
las mismas como principio activo de la vacuna. Wang et al., 2011 disefiaron un
multiantigeno potencial con proteinas SAG1, GRA1 y GRA4 en adyuvante de
Freund, lo que permitié al modelo experimental una mayor supervivencia ante la
infecciéon por el parasito, vinculado con el aumento en los niveles de I1gG y de la
produccion de IFN-y, IL-2 e IL-4, que intervienen en la inhibicion del crecimiento de

T. gondii y en la proteccién de la respuesta Thl exacerbada (ver Tabla 1).
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Tabla 1. Estrategias terapéuticas reportadas contra toxoplasmosis

Modelo Infeccion Antigeno Adyuvante Tipo de Sistema de Efecto del Referencia
experimental inmunégeno  administracion  tratamiento
Ratones Taksde T. Excretados/ Freund Extracto Intraperitoneal  TIL-10 (10 veces) Hossein
hembra gondii (RH) Secretados proteico Abdollahi et
Balb/C (8-10 (E/S) al., 2013
semanas)
Ratones 20 quistes .  Proteinas del L. caseiy Freund Extracto Intraperitoneal TSupervivencia Martinez-
hembra NIH gondii citoesqueleto incompleto proteico Goémez et
(Adultas) (ME49) TgMm al., 2009
dQuistes
cerebrales
Ratones Taksde T. ROP2 NA Vacuna AND Intraperitoneal  TigG1 e IgG2a Leyva et al.,
BALB/c, gondii (RH) 2001
C57BI/6 y dCarga de quistes
CBA/)
Ratones Taks de T. ROP38 NA Vacuna ADN Intraperitoneal  TIgG, 1gG2a/lgGl  Wu et al,
Kunming gondii (RH) 2014
hembra (6-8 TIFN-y e IL-2
semanas)
TcD4+ CD8+
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ICarga de quistes

Ratones 1 x 103 Taks TgMIF Freund Proteina Intraperitoneal TIgG Liu et al,
hembra RH (Completo/ recombinante 2021
BALB/c (6-8 TgCDPK3 incompleto) TIFN—y elL-4
semanas de
edad) Tgl4-3-3 TSupervivencia

dQuistes

cerebrales
Ratones Taksde T. TgASP1 NA Vacuna and Intramuscular TIgGZa. Zhao et al,,
Balb/C gondii (RH) 2013

(Proteasa 1) x1gG1

T IFNy

xIL-10 e IL-4
Ratones Taks de T. TgCPC1 a-galCer. Vacuna de Intramuscular T 1gG, 1gG2a Han et al,
BALB/c gondii (RH) ADN 2017

(Catepsina 1) TIFN-y, IL-2

(8 semanas)

TSupervivencia

(12 dias)
Ratones 10 Taks GJS SAG1 GRA4 Freund Multiantigeno Intramuscular TMigG Wang et al.,
BALB/cy GRA1l 2011
Kunming (6-8 MIFN-y, IL-4 e IL-2
semanas de
edad) TSupervivencia
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Ratones 10 quistes Profilina N/A ADN Intramuscular MgG e IgG2a Gao et al,
Kunming (6-8  tisulares de 2018
semanas de la cepa PRU TIFN—y, IL-2 e IL-4
edad)
dQuistes
cerebrales
Ratones T. gondii ROP13/ Nanoadyuvantes ADN Intramuscular TIgG e lgG2a Pagheh et
BALB/c (6-8 GRA14 de hidréxido de al., 2021
semanas de aluminio TIFN—y
edad)
TSupervivencia
Ratones NA Multiepitopos pEGFP-RANTES Vacuna de Intramuscular T IgGy IgG2a Cao et al,
BALB/c SAG1 GRA2 (pRANTES) ADN 2015
GRA7 ROP16 T IFN-y
(8 semanas)
TSupervivencia
Ratén cepa Taksde T. SAG1 Ginsendsido Rgl Proteina Subcutdnea T lgGy IgG2a Qu et al,
ICR gondii (RH) recombinante 2011
T IL-4, IFN-y
(6-7 semanas)
TSupervivencia
(8 dias)
Ratones T. gondii HSP70 Alum adjuvant Proteina Subcutdnea x IL-2, IL-4, IL-6, Czarnewski
C57BI/6 (ME49) recombinante IL-10, IFN-y etal.,, 2017
dCarga de
Quistes
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Ratones 20 quistes de GRA7 Freund Proteina Intradérmica TIgG Arcon et al.,

hembra tejidode T. Profilina recombinante 2021
BALB/c (6-8 gondii Me49 TCélulas CD4+
semanas de (dosis
edad) subletal) TMIFN-y e IL-10
—lL-4 e IL-5

T indica mayor nivel de produccion 6 supervivencia; Jindica disminucién del nivel de produccion 6 supervivencia; X indica
que no hay cambio nivel de produccion 6 supervivencia
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Antecedentes directos

En la actualidad se han identificado factores de virulencia tales como las proteasas,
que permiten la diseminacion del parasito por todo el organismo del hospedero. En
nuestro laboratorio se han identificado en extractos totales (ET) y en productos de
excrecion/secrecion (E/S) de Taks aislados de raton, al menos nueve proteasas que
dependen de Ca?" y seis proteasas que dependen del pH. Recientemente en
nuestro grupo, se identific6 una metaloproteasa denominada TLN1 en fraccidén de

citoesqueleto con potencial inmunogénico con base en el andlisis bioinformético.

TLN1 es una metaloproteasa previamente descrita por Hajagos et al. (2012) ubicada
en roptrias mediante co-localizacion con ROP13 (Fig. 12A). TLN1 cuenta con 1,645
aa en donde destacan 13 repeticiones en tandem de 11 aa, un péptido sefal, el
dominio de union al zinc (HXXEH) necesario para la catélisis y los dominios
caracteristicos de las proteasas M16A. Ademas, identificaron que TLN1 tiene
asociacion con complejos resistentes a los detergentes y que antes de localizarse
en las roptrias se somete a una escision proteolitica en el C-terminal formando una
TLN1m de 181 KDa (Fig. 12B).
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Figura 12. Caracterizacion de TLN1. A) Co-localizacion de TLN1 y ROP13 en las roptrias
de Taks; B) Diagrama que muestra las caracteristicas de TLN1, la metaloproteasa cuenta
con 1645 aa, un péptido sefial, un sitio activo HXXEH de union al zinc, necesario para la
catdlisis. TLN1 sufre un corte en el extremo C-terminal formando una proteina madura de
181 KDa (Hajagos et al., 2012)

En el trabajo de tesis de doctorado de Lagunas Cortéz (en proceso) se caracterizd
la inmunoreaccién de sueros humanos positivos a toxoplasmosis aguda en
extractos de citoesqueletos de Taks por medio de WB en geles 2D e identificando
IgM humana. Se seleccionaron cuatro de los spots inmunoreconocidos mas
evidentes localizados tanto en el inmunoblot como en los geles 2D de
isoelectroenfoque (IEF), se cortaron y se analizaron por espectrometria de masas.
Se identificaron 65 proteinas en dentro de las cuales se destacan las proteinas MIC,

GRA y ROP (Fig.13).

33



2D EOSPAGE Viestem blat, igM
Spot# mw pl Proteins detected
&mc
] 76Ra
4R00
1 30.7 65 14 [ 1 Cyvroskedeton
3 Protease
- 17 Rypothatical
2 637 S5 35 2 Haat Shaek Srotein
W e
& Dtative
3 311 52 9 2 Bmgtad to Nucheic Acids
Total=gs =
4 264 5.15 7

Figura 13. Reconocimiento de proteinas del citoesqueleto con sueros humanos
positivos a toxoplasmosis aguda. Apartir de SDS-PAGE 2D de 120 ug del citoesqueleto
y de Western Blot 2D de IgM humana, se identificaron spot localizados tanto en el gel como
en el inmunoblot, cada spot se analizo por espectrometria de masas, donde las proteinas
detectadas se clasificaron segun su funcion. Tomada de (Lagunas Cortes, 2022, datos en

Posteriormente, las proteinas encontradas en los 4 spots, se analizaron mediante
estrategias bioinforméticas a fin de identificar las proteinas con mayor nimero de
epitopos accesibles y antigénicos para linfocitos B, en donde destacé TLN1 con 16
epitopos accesibles y 16 epitopos antigénicos para linfocitos B (Fig.14).
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Emini Surface Gleder et

ID Proteina Spot PI MW Accessibility TonAgaoT\kAar
antigenicity
TGGT1_248500 Hypothetical protein 1 6.38 375 10 9
TGGT1_319560 MIC3 1,2 6.66 40.52 8 14
TGGT1_210960 Putative replication factor C subunit 4 1 6.62 39.94 7 10
TGGT1_250060 RNA polymerase | RPA12 1 6.2 37.7 7 12
Sjogren's syndrome/scleroderma
TGGT1_212260 ; 1 6.7 38.48 10 11
Autoantigen 1
Putative eukaryotic initiation factor-3,

TGGT1_228190 subunit 5 1 7.7 38.46 11 8
TGGT1_283510 Hypothetical protein
TGGT1_267390 DNA-directed RNA polymerase | RPAC1 8 38.96
TGGT1_247550 Heat shock protein HSP60 2 5.7 60.9 10 24
TGGT1_261440 ARM repeats containing protein 4 4.74 30.9 8 10
TGGT1_313380 Hypothetical protein 4 5.29 32.02 7 9
TGGT1_203310 GRA7 4 4.85 25.8 8 5

Figura 14. Proteinas detectadas en spots reconocidos por IgM humana con mayor
nimero de epitopos accesibles y antigénicos para linfocitos B. El analisis
bioinformatico a partir de Koloaskar and Tongoankar y Emini Surface, predijo las proteinas
con mayor cantidad de epitopos en los spots seleccionados, donde destaca TLN1. Tomada
de (Lagunas Cortes, 2022, datos en proceso de publicacion).

Teniendo en cuenta que TLN1 es la proteasa que presenté el mayor nimero de
epitopos inmunogénicos predichos para la activacién linfocitos B, con 16 epitopos
lineales y 16 accesibles, fue de interés evaluar el potencial antigénico de esta
proteina para células T. El andlisis se realizdé con base a la afinidad de union de
secuencias peptidicas de la TLN1l a los alelos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) humano y ratdn, este ultimo por ser el modelo de

estudio. Se obtuvieron secuencias proteicas de elevada afinidad de unién (IC50 <
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50 nM) 15y 22 para alelos de MHC-1y 83 y 19 para alelos MHC-II, para humano y
raton, respectivamente (Fig.15)

MHCI MHC Il
Alelo (humano) # de epitopos Alelo # de epitopos
HLA-A*01:01 1 HLA-DRB1*01:01 83
HLA-B*07:02 14
Total 15 Total 83
Alelo (raton) Alelo (raton)
H-2-Db 1 H2-1Ab 18
H-2-Dd 1 H2-1Ad 1
H-2-Kb 8 H2-1Ed 0
H-2-Kd 4
H-2-KK 7
H-2-Ld 1
Total 22 Total 19

Figura 15. Numero de epitopos predichos con elevada (ICso < 50 nM) e intermedia (50
nM < ICso < 100 nM) afinidad de unién para cada alelo MHC analizado, reportados por
IEDB. HLA-A*01:01 y HLA-B*07:02: alelos MHC-I de humano; HLA-DRB1*01:01: alelos
MHC-II de humano; H-2-Db, H-2-Dd, H-2-Kb, H-2-Kd, H-2-Kk y H-2-Ld: alelos MHC-I de
raton; H2-IAb, H2-1Ad y H2-IEd: alelos MHC-II de ratén. Tomada de (Lagunas Cortes, 2022,
datos en proceso de publicacion).
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Justificacion

LaTLN1 de T. gondii se detect6 en una fraccién de citoesqueleto de pacientes
seropositivos a toxoplasmosis aguda (presencia de IgM). Ademas, el andlisis
bioinformatico indicé que la TLN1 cuenta con un mayor numero de epitopos
disponibles y antigénicos para linfocitos B, lo que representa una posible molécula
inmuno-relevante debido a la alta inmunogenicidad. Con base en lo anterior,
consideramos a la TLN1 un blanco molecular para el disefio de estrategias que nos
permitan generar inmuno-proteccion ante retos letales con el parasito en un modelo

murino de toxoplasmosis aguda.
Hipotesis

Los péptidos inmunogénicos de TLN1 activan respuestas inmunitarias de tipo
humoral con generacion de Ac neutralizantes y de tipo celular con participacion de
linfocitos T CD4* y CD8* con actividad citotéxica en células invadidas por T. gondii,
lo que generara un efecto inmunoprotector en un modelo murino de toxoplasmosis

aguda.
Objetivos

Objetivo general

Evaluar la induccion de la respuesta inmunitaria humoral y celular por péptidos
inmunogénicos de TLN1, asi como su efecto en inmunoproteccion en un modelo

murino de toxoplasmosis aguda.

Objetivos particulares in silico

1. Realizar andlisis bioinformatico de toxolisina 1 madura (TLN1m) a fin de
seleccionar un péptido con epitopo inmunogénico que active respuesta
humoral y un péptido con epitopo inmunogénico que active la respuesta

celular.
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Disefiar un péptido de TLN1 con capacidad antigénica lineal y accesibilidad
para la activacion de linfocitos B (Péptido A).

Disefiar un péptido de TLN1 con la capacidad antigénica de epitopos para la
activacion de linfocitos T CD4+/CD8+ (Péptido B).

Determinar la especificidad de los péptidos disefiados, por medio del BLAST
frente a Homo sapiens (Humano), T. gondii y Mus musculus (Raton) a fin de
evitar reacciones cruzadas inespecificas, mediante la deteccion de los
dominios conservados y el sitio activo de la TLN1m.

Desarrollar el modelo 3D de TLN1m y de las construcciones de los péptidos
predichos, a patir de Alpha Fold.

Objetivos particulares in vivo

1.

Obtener los péptidos inmunogénicos seleccionados, mediante su sintesis por
la compariia Gene Script.

Inmunizar grupos de 10 ratones BALB/c con los epitopos inmunogénicos,
utilizando como adyuvante, TM. Se tendrd un grupo control en los que se
inoculara: PBS méas TM.

Realizar la inmunolocalizacion de la TLN1m en Taks extracelulares e
intracelulares utilizando los sueros de los ratones inmunizados.

Determinar los niveles séricos de los isotipos IgM e IgG contra los péptidos
inmunogénicos.

Identificar el patron de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y y TNF-a en suero
de los ratones inmunizados.

Determinar la supervivencia de ratones BALB/c inmunizados ante la infeccion

intraperitoneal con dosis letales de Taks de la cepa RH de T. gondii.
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Estrategia experimental

Analisis in silico para el disefio de péptidos inmunogénicos

| Disefio de péptidos inmunogénicos de TLN1 mediante andlisis in silico |

\ 4 A 4

Péptido A Dipéptido B

I Linfocitos T CD4+/ CD8+ |

}

| Motivo RGD / Enlazador GGG |

Linfocitos B

A
| Capacidad antigénica lineal |—>| IEDB |—>| Kolaskar and Tangaonkar | Capacidad de unién a complejos IEDB

—>| IEDB |—->| Emini Surface Accessibility Prediction |
A 4

Accesibilidad 1
—>| Modelado 3D |—>| AlphaFold

MHC-I Binding Predictions |

MHC-II Binding Predictions |

v

e National Center for Biotechnology Information Dominios
Especificidad C "| conservados
(NCBI) Homo sapiens
BLAST Mus musculus

Toxoplasma gondii




Distribucion de grupos experimentales

Ratones BALB/c 6-8 semanas
Grupos experimentales
n = 10 ratones

A 4

Sangrado
(Suero pre-inmune)

A 4

Grupos control

v

# PBS

A 4

+#"PBS + Titer Max

A 4

# Péptido A

Grupos Problema
(PBS+Titer Max )

A 4

# Dipéptido B
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Protocolo de inmunizacién y determinaciones

Antigeno en PBS
1

bia b ool Dia 21 Dia 35 Dia 49 o S Dia 57
e~ (mpaionen) " (munision ——+ inmunzacitn ——* Imnzacién —— PRI —
Suero pre-inmune Intraperitoneal i Intraven
Grupo control (Intrap ) (Intraperitoneal) (Intravenosa)
l Grupo Experimental v
(Titer Max+PBS) v Reto
. 1000 taquizoitos
cepa RH
. v
> \ /9’9 Sangrado y recoleccion de suero < Dias posteriores
. al reto
l v
. Evaluacion
. . . Western blot Inmunofluorescencia de
Citometria de flujo ELISA l l supervivencia
Evaluacion de Isotipos de las Ig Inmunorreconocimiento Localizaciéon de TLN1m

Patron de citocinas ue
en taquizoitos

| l
o |
j } : l

Inflamatoria Regulatorias v 1gG Total v  PPA v TLN1m
voIL-2 v L4

v IFN v IL-10 v PPB v Extracelulares v’ Intracelulares
v IL-6

v TNF-a



Metodologia
Anélisis bioinforméatico
Prediccion del péptido activador de linfocitos B (Péptido A)

El analisis bioinformatico de antigenicidad de la TLN1m de T. gondii se desarrollo
mediante el servidor Inmune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB), que
contiene base de datos con epitopos para Ac. Para realizar la prediccion antigénica
y con mayor accesibilidad de epitopos lineales se seleccionaron los métodos de
Koloaskar and Tongoankar (Kolaskar & Tongaonkar, 1990) y Emini Surface (Emini
et al., 1985)respectivamente. Koloaskar and Tongoankar se basa en las
propiedades fisicoquimicas de los aminodacidos, asi como su frecuencia de apariciéon
en epitopos consenso, con lo que asigna un valor de corte, por encima del cual los
epitopos se consideran antigénicos, mientras que Emini Surface evidencia la
probabilidad de accesibilidad de la superficie, a partir de un modelo matematico
dando un valor para cada epitopo accesible. Los epitopos predichos

simultaneamente se seleccionaron para cada una de las construcciones.

Construccion del péptido A

El epitopo para la activacion de linfocitos B, de la prediccion previamente explicada,
se utiliz6 para disefiar el péptido A (PPA). La secuencia candidata para la
produccion de Ac se sintetizd con cuatro MAP’s en el extremo C-terminal. Las
MAP’s son secuencias de aminodacidos trifuncionales para construir moléculas
ramificadas a base de péptidos, con la finalidad de estimular el sistema inmunitario,
principalmente generando la resistencia del péptido ante la degradacién proteolitica,
debido a que el uso de péptidos se ha limitado en gran medida por su corta vida
media in vivo ya que suelen ser digeridos por proteasas y peptidasas (Bracci et al.,
2003; Posnett et al., 1988; Tam, 1988).
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Prediccion de epitopos de linfocitos T (Péptido B)

Por otra parte, se realizé el analisis de epitopos para células T de TLN1m, el cual
se desarroll6 de igual manera con el servidor IEDB, empleando las herramientas de
prediccidn de secuencias peptidicas con capacidad de unién a moléculas MHC-Il y
MHC-II, que pueden ser potencialmente reconocidos por el receptor de células T
(TCR) de linfocitos T citotéxicos (CD8+) y linfocitos cooperadores (CD4+),
respectivamente, provocando su activacion. La seleccion de los epitopos citotoxicos
(CTL) se realiz6 de acuerdo con la puntuacién de inmunogenicidad, la cual indica la
probabilidad de provocar una respuesta inmunitaria (cuanto mayor sea la
puntuacién, mayor sera la probabilidad de respuesta inmunitaria). La prediccion de
epitopos de linfocitos T cooperadores (HTL) para TL1m, se hizo con base en los
alelos de raton (H2-1Ab, H2-1Ad y H2-1Ed). Los epitopos resultantes se clasificaron
en funcién de sus valores de ICso y de las puntuaciones percentiles de cada epitopo
predicho. Sélo se seleccion6 uno de los epitopos con el rango percentil mas bajo
para el MHC clase Il y con valores de ICso <50 nM para el disefio de cada
construccion. (cuanto menor sea la puntuacion del percentil, mayor seréa la afinidad

de unién del epitopo a los receptores HTL).

Construccion del Péptido B

Para disefiar el péptido B (PPB), los epitopos para la activacion de linfocitos T CD4+
y T CD8+, de las predicciones antes descritas, se utilizaron para generar la
secuencia candidata con la capacidad de uniébn al complejo mayor de
histocompatibilidad clase | y Il. Adicionalmente, la construccién contiene un dominio
arginina-glicina-aspartato (RGD) en el extremo N-terminal, el mas representativo de
los motivos de adhesion celular y parece mejorar la unién de los péptidos a
receptores especificos, ya que funciona como una molécula de co-reconocimiento,
por diferentes receptores tipo integrinas en las células de la respuesta inmunitaria
(Yano et al., 2003, 2005). Ademas, se realiz6 el modelo del PPB en el servidor de
AlphaFold, para evitar un plegamiento que evite el procesamiento del Ag (Jumper
et al., 2021).
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Predicciéon de la alergenicidad y propiedades fisicoquimicas de cada
construccién

Para determinar el potencial de alergenicidad de cada construccion se utilizaron
AllerTOP v2.0 y AllergenFP. El caracterizar este potencial, evitaria disefiar un
péptido que, al inocularse en los animales, se generara una reaccion de
hipersensibilidad o alergia. El algoritmo AllerTOP v2.0 utiliza descriptores E de
aminoacidos, transformacién de covarianza automética y cruzada, y los métodos de
aprendizaje automatico de k-nearest mas cercanos para clasificar los alérgenos.
AllergenFP identifica los alérgenos y los no alérgenos utilizando un enfoque de
huella dactilar sin alineacion y basado en descriptores.

Mediante el servidor ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) se analizaron
varios parametros fisicoquimicos de cada construccion, entre los que se incluyen el
valor del punto isoeléctrico teorico (pl), el indice de inestabilidad, la vida media in
vitro e in vivo, el indice alifatico, el PM y los parametros de la media general de la

hidropatia (GRAVY).

Animales

Los ratones macho de la cepa BALB/c (6-8 semanas) se mantuvieron en
condiciones constantes de temperatura (22-24 °C), humedad relativa (50-55 %),
ciclo luz/oscuridad (12 x 12 h) para su adaptacion durante siete dias. Se
distribuyeron en cuatro grupos experimentales (n=10/grupo). Los animales fueron
proporcionados por la Unidad de Produccion Experimental de Animales de
Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN unidad Zacatenco. Los animales se
mantuvieron de acuerdo con lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-

Z00-1999 para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio.

Parasitos

Se utilizaron Taks de la cepa RH de T. gondii que se mantuvieron mediante

inoculaciones intraperitoneales en ratones macho BALB/c, de seis a ocho semanas
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de edad, de acuerdo con lo reportado previamente (Diaz- Martin et al, 2022).
Después de tres o cuatro dias post-inoculacion, se sacrificaron por medio de
dislocacion cervical y los Taks se cosecharon mediante exudados peritoneales con
PBS estéril (138 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na2HPO4, 1.1 mM KH2PO4, pH
7.2). La suspension rica en Taks se purificé mediante ciclos de centrifugaciones
(1,700 rpm/10 min) y mediante resuspension del pellet de parasitos en PBS estéril.
Adicionalmente, se realiz6 una purificacion con la finalidad de eliminar macréfagos
y otros contaminantes celulares con el pasaje de la muestra a través de filtros de
policarbonato de 5 ym de diametro. Los Taks purificados se contaron en camara de
Neubauer y se ajusté el nimero dependiendo del ensayo a realizar. Para mantener

la cepa se re-infectaron nuevos ratones via intraperitoneal.

Protocolo de inmunizacién y recoleccion de suero

Los péptidos fueron diluidos con PBS y mezclados hasta homogeneidad en una
relacion V : V con el adyuvante TM. Una vez preparados se administraron de manera
intraperitoneal y/o intravenosa. Los ratones BALB/c, fueron inmunizados cuatro
veces por via intraperitoneal o intravenosa. Al dia 1, 21, 35, 49 y 56 del protocolo
de inmunizacion, los animales fueron sangrados via seno retro-orbital al dia uno y
56. La sangre extraida se incubd a 37° por 30 min y posteriormente se centrifugd a
2,000 rpm/10 min, el suero recolectado se almacen6 a 4°C hasta su uso. A partir de
los sueros se realiz6 la caracterizacion inmunoquimica de PPA, PPB y TLN1m.

Ademas, se evalué el patrén de citocinas, asi como de Ac.

Preparacion de extractos totales de Taks

Los Taks purificados se solubilizaron en buffer de lisis (2% B mercaptoethanol, 1%
SDS, 20 mM EGTA, 2 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM TPCKy 0.1 mM
TLCK). Posteriormente, la muestra se sonico a 40 Hz 3 veces durante 40 seg
(Procesador Ultrasonico GE 130PB Cole-Parmer, Vernon Hills, USA). Se realizé la
cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para
Western Blot se utilizaron 100 pg de proteina total.
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Obtencién de proteinas de excrecién/secrecioén

Los Taks purificados se resuspendieron en DMEM estéril sin suero. La suspensién
de parasitos se incubd6 a 37 °C por 4 h, al término de la incubacion se realizaron tres
centrifugaciones a 1,700 rpm a TA para la separacion de los parasitos, se recuperd
el sobrenadante considerado como E/S. Los productos E/S se precipitaron mediante
la técnica de metanol-cloroformo, la proteina precipitada se resuspendié en buffer
de lisis para su analisis a partir de Western Blot (20 ug de proteina total). Al término
de la recoleccién de los productos de E/S, se determind la viabilidad de los parasitos
mediante su suspensién en Cytox green en diloucion 1:5,000 del stock comercial,
(SYTOX-green nucleic acid stain (Molecular Probes, Eugene, OR.). La viabilidad fue

por arriba del 96 %.

Cuantificacién de proteina

Se determind la concentracion de proteinas en las muestras obtenidas por el
método de Bradford. Para ello se preparé una curva de calibracién con BSA, en un
rango de 50 a 500 uyg/ml. Para la muestra se realizdé una dilucion en PBS (1:50).
Para la determinacién de proteinas, se tomaron 10 ul del estandar de Albumina
serica bovina (BSA) o de la muestra (extracto total (ET) o E/S), se adicionaron 200
pl del reactivo de Bradford (1:4 Bradford-agua bidestilada) en placas de 96 pozos,
se incubdé durante 5 min en oscuridad y se leyo la absorbancia a 595 nm (MicroPlate
Reader S80XR, BioRad). A partir de la curva de calibracion, se observé la
concentracion proteica de la muestra, y se ajustd a la cantidad necesaria. Para

Western Blot se utilizaron 20 pug y 50 ug de proteina total.

Precipitaciéon de proteina por el método de Metanol-Cloroformo

La precipitacion de las fracciones correspondientes al proceso de purificacion se
llevé a cabo por el método de metanol-cloroformo-agua en la proporcion de 4:1:3,
se mezcld por vortex y se centrifugd a 4800 rpm durante 5 min a 4 °C, se descartd
el sobrenadante y se agregaron 3 partes de metanol para posteriormente

centrifugarse a 4800 rpm a 4 °C por 5 min, y se decantd practicamente la totalidad
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del sobrenadante, dejando un volumen de alrededor de 500 pL que se colocd en un
eppendorf de 1.5 mL, donde se centrifugo por ultima vez a 4800 rpm por 5 min a 4
°C. El pellet (proteina precipitada) se resuspendié en buffer de lisis para Western
Blot (2% B mercaptoethanol , 1% SDS, 20 mM EGTA, 2 mM Tris-HCl a pH 7.5, 0.1
mM PMSF, 0.1 mM TPCK y 0.1 mM TLCK).

SDS-PAGE

Se realizé la separacion proteica mediante electroforesis en geles al 7.5 % de
acrilamida-bis acrilamida en condiciones reductoras (con B-mercaptoetanol). Los
geles se tifieron con nitrato de plata, para lo cual el gel se lavé con H20 bidestilada
por 15 min en agitacion, posteriormente se colocé en 100 mL de buffer de fijacion
(40 % metanol y 50 uL de formaldehido al 37 % en agua bidestilada), seguido de 2
lavados con 50 mL de H20 bidestilada durante 5 min en agitacion y se colocaron 50
mL de una solucion de tiosulfato de sodio (J.T Baker, México) a 0.2 g/L por 1 min
en agitacion a TA. Posteriormente se lavo 2 veces con 50 mL de H20 bidestilada
por 20 seg y se colocd en una solucion de nitrato de plata (J.T Baker, México) al
0.1% por 10 minutos. Finalmente se colocaron 50 mL de la solucion reveladora (3%
de carbonato de sodio (J.T Baker, México) y 0.0004% de tiosulfato de sodio en agua
bidestilada), hasta que se visualizaron las bandas y se colocaron 50 mL de acido
citrico (J.T Baker, México) 2.3 M para término de la reaccion.

Western Blot (WB)

Se tomaron 20 ug 6 50 ug de proteina separada por electroforesis (SDS PAGE) en
geles de poliacrilamida al 7.5 % y 15 %. Posteriormente, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa mediante transferencia semi seca (120 V por 60
minutos). Las membranas se bloquearon con leche descremada al 6 % en buffer
TBST (20 mM Tris Base, 137 mM NacCl, 0.1 % tween 20 en 1 L de H20 bidestilada)
durante 120 minutos. Las membranas se incubaron con los Ac primarios diluidos en
PBS a 1:150 (suero pre inmune e inmune) durante toda la noche en agitacion

constante a 4 °C. Al siguiente dia las membranas se lavaron con buffer TBST (5
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veces) y se incubaron con los Ac secundarios correspondientes (1:7000) durante

120 minutos. La unién de los cuerpos de detectd por quimioluminiscencia.

Ensayo de inmunofluorescencia

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para la TLN1m en Taks
extracelulares y en proliferacion intracelular en células Hep-2 (Carcinoma
epidermoide humano cepa-2). Las muestras se fijaron con paraformaldehido (PAF)
al 2 % (Electron Microscopy Science, Washington, PA) en PBS durante 40 min a
TA, seguido del lavado con PBS (3 veces). Las muestras se permeabilizaron con
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, MO) 0.2 % en PBS durante 5 min y se realizaron 3
lavados con PBS. A continuacion, las muestras se bloquearon con Suero Fetal
Bovino (SFB) 1.5 % en PBS y se incubaron en agitacion a TA por 30 min. Se
afiadieron los sueros pre inmune e inmune y se dejaron incubando a 25 °C durante
1 h y posteriormente a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente se lavé con PBS y se
afladié el Ac secundario acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC), se incub6
con durante 2 h a TA, se realizaron lavados con PBS (7 veces). Para tefiir el nucleo
se colocé una disolucion 1:1000 de 4‘,6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular
Probes, Oregon) a TA durante 10 min, se realizaron lavados con PBS (7 veces). La
muestra se monté con Vectashield (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA) y se
tomaron fotografias en un microscopio de fluorescencia Axioskop2 mot plus (Zeiss)
empleando los filtros para detectar cada tipo de compuesto fluorescente: en el canal
1 FITC (Excitacion: 495, Emisién: 517) y canal 2 DAPI (Excitacién: 358, Emision:
464) y a través del objetivo 100X con aceite de inmersion. Para procesar las

imagenes se empleo el programa AxionVision de ZEISS.

Determinacidén semicuantitativa de inmunoglobulinas por ELISA

Las placas de 96 pozos se recubrieron con 100 uL (1 ug/pozo) del antigeno (PPA'y
PPB) en buffer de carbonatos (0.2 M Na2CO3 16 mL,, 0.2 M NazHCO3 34 mL y 200
mL H20) se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia las placas se

lavaron cinco veces en agitacion constante por 5 minutos con PBST (PBS+ 0.05 %
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Tween 20). Las placas se bloquearon con 200 pL de leche descremada al 5% en
PBST durante 30 min a 37 °C, posteriormente las placas se lavaron con 200 pL de
PBST (cinco veces). Las muestras de suero se diluyeron en PBST (1:250)
empleando 100 pL/pozo y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Se utilizaron
sueros pre inmunes como controles. Las placas se lavaron cinco veces con PBST
y se colocaron Ac secundarios anti-conejo IgG-HRP de raton (Sigma-Aldrich) y anti-
conejo IgM-HRP de raton (Sigma-Aldrich) a 1: 5000. Las placas se incubaron 2 h a
25 °C. Después de lavar cinco veces con PBST. La union de los Ac se evidenci6

colocando 100 pL de la solucion de revelado (0.1 M NasCeHsO7, 0.1 M CeHsO7,

0.004 g CeHsN2 y 4 uL H2032), hasta la aparicion de un color amarillo. Para detener
la reaccion se adicionaron 100 puL de &cido sulfurico 2N. Finalmente la
determinacion se hizo en un espectrofotometro Model680RX Bio-Rad a una longitud
de onda de 490 nm. Para cada muestra, los valores de absorbancia obtenidos se
extrapolaron, de acuerdo con la curva estandar de dilucion en serie de ocho puntos
realizada en paralelo en cada placa realizada con el suero de referencia de raton

(Bethyl. No. Cat. RS10-101, lote 6). Los valores se presentan como pg/mL.

Valores asignados (de acuerdo con la hoja técnica):
. 1gG = 9.5 mg/mL

. 1gG1 = 3.0 mg/mL

. 1gG2a = 2.5 mg/mL

. 1gG2b = 2.6 mg/mL

. 1gG3 = 1.4 mg/mL

. IgA = 5.5 mg/mL

. IlgM = 0.5 mg/mL

. Albimina = 30 mg/mL

00O ~NO Ok WN PP

Determinacidén semicuantitativa de citocinas por citometria de flujo

Para la determinacién semicuantitativa de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y y TNF-a se
utilizo el KIT ELISA tipo sandwich (LEGENDplex™ MU Th Cytokine Panel (12-plex)
w/ FP VO03). El kit incluye un buffer de ensayo, microesferas premezcladas

conjugadas con un Ac especifico en su superficie a diferentes citocinas, un céctel
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de Ac de deteccion biotinilados y fluorocromo estreptavidina ficoeritrina. La
preparacion se realizé en tubos Eppendorf mediante la adicion de la mezcla del
buffer de ensayo, las microesferas conjugadas y los sueros pre inmune o0 inmune,
en la proporcion de 6:3:6, se mezcld por vortex y se incubé por 90 min en agitacion
a TA, posteriormente, se realizé un lavado con PBS, tras el lavado, se agregaron 3
partes del coctel de Ac de deteccion biotinilados. La mezcla se incub6 por 30 min
en agitacion a 25 °C, seguido de un lavado con PBS. Finalmente, los complejos de
microesferas de captura-analito-Ac se evidenciaron colocando 3 partes del
fluorocromo estreptavidina ficoeritrina, para su posterior lectura en el citbmetro de
flujo. Cada concentracion de citocinas en los sueros se extrapol6 a partir de una
curva estandar de dilucion en serie de ocho puntos realizada en paralelo con las

muestras. Los valores se presentan como pg/mL.

Reto 1000 Taks (Dosis letal)

Al finalizar el protocolo de inmunizacion, los ratones fueron retados con 1000 Taks
de la cepa RH por via intraperitoneal, para determinar la supervivencia ante la
infeccion en el modelo agudo. 35 dias posteriores al reto, los animales
sobrevivientes fueron infectados con una segunda dosis letal, permitiendo evaluar

el efecto inmunoprotector de los Ag correspondiente.

Analisis estadistico

Las graficas se presentaron con valores promedio + error estandar, se realiz6 un
ANOVA de una via, seguido de la prueba de multiples comparaciones entre los
distintos grupos, usando el software GraphPad Prism 9. Los valores de p <0.05 se

consideraron significativos.
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Resultados

Los resultados que se describen a continuacion se encuentran en orden
correspondiente a los objetivos propuestos, cada experimento se realiz6 por

triplicado.

Anadlisis bioinformatico

Para el disefio de las diferentes construcciones (Péptidos A y B), se utilizé la
secuencia de la proteina TLN1m (TGME49 269885) de T. gondii, recuperada de la
base de ToxoDB en el formato FASTA. A partir IEDB se realizé la maxima prediccion
antigénica y de accesibilidad del epitopo lineal, usando para ello los métodos
respectivos de Koloaskar and Tongoankar y Emini Surface.

La secuencia que se determin6 de TLN1m para el reconocimiento por linfocitos B a
fin de generar anticuerpos se definio como péptido A con la secuencia aminoacida
de VLELIMHPH, que se localiza entre los aminoacidos 778 al 786 con un score de
antigenicidad de 1.11 y de accesibilidad de 0.165. Debido que la estructura de las
proteinas puede facilitar la comprensién mecénica de su funcion. El desarrollo de
métodos computacionales para predecir las estructuras tridimensionales de la
secuencia proteica ha sido de gran ayuda han sido de gran ayuda en casos en
donde no se conoce la estructura cristalizada, tal como es el caso de TLN1m. Con
la finalidad de confirmar la accesibilidad del péptido A se desarrollo el disefio 3D de
TLN1m, la cual fue modelada a partir de AlphaFold2 (AF2). Como primer paso este
algoritmo utiliz6 mas de 7, 000 secuencias disponibles en la base de datos de
referencia, con la finalidad de realizar alineamientos multiples con el metodo de
deteccion por homologia (HMMer y HHblits); (Fig. 16A) con lo cual, un modulo
separado genera un mapa de contacto, la abundancia de las secuencias disponibles
y la calidad de las secuencias no covalentes, para predecir un score de calidad
llamado pLDDT. El mapa pLDDT interpreta como las distancia entre las posiciones
nativas y predichas para el aminoacido Y, cuando se elige la posicion X como
referencia. El analisis debe repetirse para todos los aminoacidos, tomando una a

una todos los otros aminoacidos como referencia y el resultado es una matriz de
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distancias putativas, el cual se muestra como mapa de calor (Jumper et al., 2021;
Mirdita et al., 2021) (Fig.16B). Como se observa en la Fig. 16A y Fig. 16B, la
confianza en la prediccién estructural de TLN1m por parte de AF2, se encuentra en
la parte superior izquierda del plegamiento, aproximadamente a partir de
aminoacido uno hasta el 500. Esto se debe principalmente a la disponibilidad de
informacion en la base de datos con la que trabaja el algoritmo. Finalmente, en el
modelo tridimensional de AF2 se detecto la localizacion del péptido A (Fig. 16C), al
cual se le afadieron cuatro MAP’s elegidas como coadyuvante en el extremo C-
terminal de acuerdo con lo reportado anteriormente (Posnett et al., 1988; Tam,
1988)

Figura 16. Modelo de la estructura 3D de Toxolisina 1 madura (TLN1m). A) Histograma
de las secuencias utilizadas, B) Mapa de calor del modelado de TLN1m y C) Ubicacion del
PPA (VLELIMHPH) en el modelo 3D de la proteina obtenido del servidor AlphaFold2

Por otra parte, se realizé el analisis de epitopos para células T de TLN1m, a fin de
determinar secuencias peptidicas que activarian tanto a los linfocitos T CD4+
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(Epitopo HTL) y T CD8+ (Epitopo CTL) . Para ello se sigui6é el mismo procedimiento
anterior utilizando el servidor IEDB y las herramientas de prediccion de secuencias
peptidicas con capacidad de union a moléculas MHC-I y MHC-II, que pueden ser
potencialmente reconocidos por el TCR de linfocitos T citotoxicos (CD8+) y
cooperadores (CD4+), respectivamente, provocando su activacion. La secuencia
candidata para union a moléculas MHC-I fue, VRRLLVLRRSSIHR (Epitopo CTL),
gue se localiza a partir del aminoacido 1219 al 1232 y la secuencia para unién a
moléculas MHC-II fue, IPSPMELGVTM (Epitopo HTL), se encuentra entre el
aminoécido 722 y 732. Una vez identificadas las secuencias de interés, se realiz6
el modelado 3D a partir de AF2 (Fig.17A), el cual genero un mapa de calor a patir
de los alineamientos multiples con las secuencia disponibles de las bases de datos
de referencia. Como se observa en la Fig. 17B, la confiabilidad se encuentra
mayormente en el centro del plegamiento y, en menor medida, en los extremos.
Ambas secuencias se unieron utilizando enlazadores GGG que se afiadieron en la
posicion intraepitope, enlazando asi los epitopos HTL y CTL; adicionalmente la
construccion contiene un dominio RGD en el extremo N-terminal (Yano et al., 2003,
2005)

A B
RGD CD4+ e 30
\—\, / GGG
< Q 20
. 10
J CD8+
{ 0

Figura 17. Modelo de la estructura 3D del péptido B para la activacion de células T
CD8+y T CD4+. A) El modelo 3D obtenido del servidor AlphaFold y B) Mapa de calor del
modelado del dipéptido
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A fin de determinar que los epitopos seleccionados de TLN1 fueran exclusivos de
esa proteina y no presentaran reactividad cruzada con secuencias similares en otras
proteinas diferentes de T. gondii o de humano o de ratdn, se realizd un alineamiento
multiple de secuencia con las especies T. gondii (Anexo |), Homo sapiens (Anexo
II) y Mus musculus (Anexo Ill). La secuencia completa de la TLN1 se encontro
practicamente con un 100 % de cobertura e identidad para la mayoria de cepas de
T. gondii. Sin embargo, en el caso de humano se encontré una similitud con la
enzima degradativa de insulina isoforma 3 e isoforma X2 con valores del 50 % para
cada una y en raton con la enzima degradativa de insulina isoforma X2 con un 48
% de cobertura de secuencia e identidad particularmente en las regiones que
corresponden a la de actividad de proteasa, particularmente con los dos dominios
tipo insulinasa o peptidasa M16A que abarca los residuos 1424 al 1625 y del 72 al
712 de la TLN1 (Fig. 18), y que en consecuencia fueron descartados para ser
considerados en la seleccion de las secuencias del PPA y PPB. Adicionalmente no
se considero el extremo C-terminal debido a que durante la maduracion proteolitica
de TLN1, esta zona es escindida antes de llegar a las roptrias.

En relacion con la secuencia del PPA se realiz6 un Blast P frente a las especies
mencionadas anteriormente (Anexo 1V), con la finalidad de que los anticuerpos
generados contra la TLN1m, no reaccionaran de manera inespecifica con proteinas

en humano o ratdn o con otras proteinas no relacionadas de T. gondii.

Figura 18. Diagrama de TLNL1. Incluye un péptido sefal predicho, el dominio de union al
zinc (HXXEH) necesario para la catélisis, dos dominios con homologia a dominios similares
a la insulisina o peptidasa M 16 como sugiere la base de datos de dominios conservados
del NCBI. Ademas, TLN1 tiene 13 repeticiones en tdndem de 11 aminoacidos. Figura
modificada de (Hajagos et al., 2012).
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Los parametros de alergenicidad y fisicoquimicos predichos del PPA 'y
PPB

Todas las pruebas de alergenicidad realizadas por los servidores AllerTOP v2.0 y
AllergenFP tanto para el PPA como PPB mostraron que las construcciones
disefiadas no son un alérgeno, descartando la presencia estornudos, inflamacion,
tos y asma alérgica, entre otros causados por la hipersensibilidad del sistema
inmune ante agentes externos. Por otra parte, los pardmetros fisicoquimicos
mostraron que su peso molecular de 1.08 KDa (PPA) y de 3.41 KDa (PPB),
recientemente. Sin embargo, se reportado que un peso superior a 18,974 KDa,
beneficia la antigenicidad de la secuencia de interés (Foroutan et al., 2020). El valor
pl tedrico para el PPAy PPB de 5.98 y 12, respectivamente. Estos valores indican
la naturaleza acida y basica de las construcciones como se ha reportado por
Foroutan et al., 2020 con valores de 6.65 y por Ghaffari et al., 2020 con un pl de
9.30. La vida media se estimé en 100 hy 1 h en reticulocitos de mamiferos in vitro,
>20 h'y 2 min en E. coli in vivo. El indice de inestabilidad de los PPA y PPB fue de
69.33 y 96.72, lo que clasifica la proteina como poco estable (un indice de
inestabilidad >40 indica inestabilidad). Ademas el valor del indice alifatico fue de
162.22 (PPA) y 1.03.55 (PPB), mientras que la puntuaciéon GRAVY para el PPA 'y
PPB fue de -0.744 y -0.15, respectivamente indicando su capacidad hidrofilica
(Ghaffari et al., 2020 ) (Tabla 2). De manera general, los parametros fisicoquimicos
son similares a los reportados anteriormente (Foroutan et al., 2020, Ghaffari et al.,
2020; Onile et al., 2020). No obstante, se debe considerar la inestabilidad predicha
de los péptidos, por lo que las construcciones podrian ser Utiles y adecuadas para

su uso en modelos experimentales.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas

pl indice de Vida Vida indice PM (KDa) GRAVY
inestabilidad media in media in alifatico
vitro vivo
PPA  5.98 69.33 100 h >20 h 162.22 1.08 0.744
PPB 12 96.72 1lh 2 min 103.55 3.41 -0.15
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Caracterizacion inmunoquimica de PPA, PPB y TLN1m

Una vez que se recolectaron los sueros de los animales inmunizados con los
respectivos péptidos, se realizd el inmunorreconocimiento de un suero
representativo con los péptidos PPA y PPB y con la proteina completa TLN1m
presente en extractos totales de T. gondii. En la Figura 19 se muestra el WB con
un suero representativo de uno de los animales inmunizados contra los péptidos
PPA 'y PPB respectivamente. Se corrieron 10 ug de cada péptido en un PAGE-SDS
al 15 % y posteriormente los geles se transfirieron a una membrana de NC como se
detalla en la secciéon de metodologia. En el WB se detecta una banda de 1.08 KDa
para el PPA y una banda de 3.41 KDa para el PPB. Como control de carga se realizo
un SDS-PAGE de cada péptido administrado (Fig.19). Esto demostréo que la
respuesta de Ac fue especifica o mayoritaria hacia el péptido inoculado.

Por otra parte, utilizando los mismos antisueros contra cada péptido, se logré
identificar a la TLN1m en ET y en E/S con un peso molecular de 181 KDa (Fig. 20).
Lo que indica que lo Ac generados son policlonales especificos de esta proteina.
Ademas, la presencia de la TLN1m en los productos de E/S demuestra que es una

proteina que es secretada/excretada por el parasito.
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Figura 19. Identificacion del PPA y PPB con los sueros representativos
correspondientes a cada Ag. El Western Blot de PPA y PPB (10 mg) con antisuero
correspondientes muestra la migracion de PPA al tamafio previsto de 1.08 KDa y de PPB
a 3.41 KDa. Los SDS-PAGE (7.5 %) se utilizaron como control positivo de la presencia de
los péptidos evaluados. n=3.

| [
WB
PPA; 08 kpa

57



PPA PPB PPA  PPB

ET E/ES GRA8 ™ ET E/ES E/ES

250

180 — TLN1m
130

95

72

55

43

34

26

17

11

SDS-PAGE
75% 20 og (E/ES) 100 ucg (ET) 20 og (E/ES)

Figura 20. Identificacion del TLN1m con los sueros correspondientes a cada Ag. El
Western Blot de ET y de E/ES de T. gondii con antisuero TLN1m muestra la migracion de
TLN1m al tamafio previsto de ~180 kDa (TLN1is1). Los SDS-PAGE se utilizaron como
control de carga y como control negativo suero pre inmune (PR) y Titer Max (TM) n=3.

Una vez determinada la especificidad de los Ac, se realiz6 la localizacion de TLN1m
en pardsitos extracelulares mediante IF y utilizando un suero representativo. Se
observo la distribucion de la TLN1m evidenciada con FITC como vesiculas
asociadas a la superficie de los Taks y hacia el extremo posterior, sugiriendo la
secrecion de esta proteina (Fig. 21) Los nucleos se marcaron con DAPI. De acuerdo
con la disposicion de los nucleos y de la marca de la TLN1m, es evidente que esta
marca se dirige hacia el extremo posterior, toda vez que los nucleos en los Taks
estan ubicados hacia el extremo posterior del parasito. El control negativo de suero
pre inmune, no mostro reactividad de los parasitos evidenciando la especificidad de
los sueros inmunes. Esta aparente secrecidn/excresion de TLN1m, esta

corroborada por su deteccion en productos E/S mediante WB antes descrito (Fig.20)
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Figura 21. Localizacion de TLN1m en Taks extracelulares. Los Taks fueron fijados se
procesaron para inmunofluorescencia para la deteccion de la proteina TLN1m (FITC) y el
nacleo (DAPI). Las flechas indican la ubicacién de TLN1m y su coincidencia con la
disposicion hacia el extremo posterior. n= 3. Escala = 2.5 ym

Por otra parte, se realizé la localizacion de TLN1m en Taks intracelulares, con la
finalidad de observar la localizacion de esta proteina durante la proliferacion. La
inmunolocalizacion de TLN1m se hizo a diferentes tiempos de la proliferacion, de tal
manera que se tenian VPs con 2, 4, 8 y 16 parasitos intravacuolares (Fig. 22). Lo
que se observo fue la deteccidn constante de la TLN1m en la zona apical de todos
los parasitos tal y como se muestra en las flechas de la Fig. 22. Como se esperaba,
el control negativo de suero pre inmune no mostro reactividad de los parasitos o en
las células hospederas. En relacion con la TLN1m se propone que es secretada
desde la parte apical, y por su ubicacién en las roptrias, reportada por Hajagos et
al., 2012 a partir de una colocalizacion con ROP13. Sin embargo, no es absoluta
sugiriendo que esta proteina podria estar almacenada en los micronemos. En
contraste con lo observado en los Taks extracelulares, en los parasitos
intravacuolares, no se detectan vesiculas fluorescentes lo cual podria sugerir que,

durante la proliferacién intracelular, no se secreta esta proteasa, ya que tampoco se
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detecta en el espacio intravacuolar o en el citoplasma de la célula invadida.
Posiblemente en el estadio extracelular pudiera haber sefales que inducen su
secrecion tal vez para contribuir en el proceso de invasion o en el de diseminacion

tisular del parasito
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Figura 22. Distribuciéon de TLN1m en los Taks durante su proliferacién en células
HEp-2. Contraste de fases, Verde: TLN1 marcado con FITC, Azul: Nucleos marcados con
DAPI. Las flechas indican la ubicacién apical de TLN1m en los parésitos. n= 3. Escala= 2.5
pm.
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Expresion de inmunoglobulinas inducidas por PPA 'y PPB

Se analizé la produccion de los isotipos de inmunoglobulinas, mediante la técnica
de ELISA de cada muestra colectada de suero pre inmune e inmune. Mediante el
uso de un suero de referencia de ratén (Bethyl. No. Cat. RS10-101) que contiene
cantidades conocidas de diferentes isotipos y subclases de anticuerpos, fue posible
determinar de forma cuantitativa, las concentraciones de algunos isotipos y
subclases de inmunoglobulinas. Para las propiedades del suero de referencia de
ratén, favor de revisar la seccidon de metodologia. En relacion con la IgM, la
inmunizacion de los ratones con los péptidos de PPA y PPB indujo la produccién de
antcuerpos especificos del isotipo IgM de forma significativa al dia 56 del protocolo
de inmunizacion. Para el PPA, que fue disefiado para activar a los linfocitos B, se
obtuvieron 53.84 ug/mL de IgM (Fig. 23A) mientras que para el PPB disefiado para
favorecer el reconocimiento y unién a moléculas MHC-I y MHC-II, que pueden ser
potencialmente reconocidos por el TCR de linfocitos T CD8+ y CD4+, se produjeron
5.88 ug/mL de IgM (Fig. 23B). En contraste, con los controles de adyuvante (TM)
y de PBS no se detecté la produccion de IgM especifica para los péptidos
correspondientes.
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Figura 23. Andlisis de los isotipos de IgM especificos para PPA'y PPB, en sueros pre
inmunes e inmunes. PPA) Corresponde a ratones inmunizados con PPA + TM y PPB)
corresponde a ratones inmunizados con PPB + TM. Para los controles (TM y PBS), los
ratones fueron inoculados con PBS o con TM. La cuantificacion se realizd con ayuda de un
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suero de referencia de la compafiia Bethyl Laboratories INC(Waltham, MA). Las barras
representan el promedio (n=10) + error estandar ***, **vs. control (p<0.001 y p<0.01,
respectivamente).

Similarmente, se realizo la dererminacion de los niveles de IgG en los sueros pre
inmunes e inmunes recolectados. La inmunizacion con PPA y PPB produjo un
incremento significativo de los niveles de IgGs especificas para cada péptido
inmunizado al dia 56 del protocolo de inmunizacion. La inmunizacion con el PPA
genero 2.03 ug/mL de IgG (Fig. 24A) mientras que el PPB produjo 0.31 ug/mL de
IgG (Fig. 24B). Respecto a los controles de adyuvante (TM) y PBS no se detectd

una produccion de IgG especifica de los Ag correspondientes.
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Figura 24. Analisis de los isotipos de IgG especificos para PPAy PPB, en sueros pre
inmunes e inmunes. PPA) corresponde a ratones inmunizados con PPA + TM y PPB)
corresponde a ratones inmunizados con PPB+ TM. Para los controles (TM y PBS), los
ratones fueron inoculados con PBS o con TM. La cuantificacién se realiz6 con ayuda de un
suero de Referencia de la compafiia Bethyl Laboratories INC(Waltham, MA). Las barras
representan el promedio (n=10) * error estandar. **, ****ys, control (p<0.01ly p<0.0001,
respectivamente).
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Expresion de citocinas inflamatorias inducidas por PPAy PPB

Debido al papel que juegan las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
durante la infeccion por T. gondii, se decidio estudiar la expresion de las diversas
citocinas después de la inmunizacion con PPAy PPB.

En relacion con las citocinas proinflamatorias, se determinaron los niveles de IFN-y,
TNF-a, IL-6 e IL-2.

IFN-y

Primeramente, se realiz6 la determinacién de IFN-y mediante citometria de flujo a
cada suero pre inmune e inmune del PPA al dia 56 del protocolo de la inmunizacién
(Fig. 25A). En la Figura 25A, se muestran los niveles promedio basales e inmune
de 11.26 pg/mL y 9.47 pg/mL, respectivamente, los cuales estadisticamente no
muestran diferencias significativas. Por otra parte, con los sueros pre inmunes e
inmunes de ratones inmunizados con el PPB (Fig. 25B) se obtuvo un valor promedio
basal de 7.95 pg/mL. Interesantemente, aunque los valores de IFN-y en los sueros
inmunes mostraron un incremento de 12.52 pg/mL, la diferencia con respecto al
valor basal, no fue estadisticamente significativa. De manera mas especifica se
muestran las concentraciones de IFN-y producida por cada grupo de ratones
inmunizados con su respectivo Ag y los grupos control de adyuvante (TM) y de PBS
(Tabla 3).
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Figura 25. Perfil de IFN-y en ratones inmunizados con PPA y PPB. Al dia 56 del
protocolo de inoculacién, se recolectaron los sueros de los animales inmunizados y
controles y se determindé la concentracion de IFN-y por medio citometria de flujo. Las barras
representan el promedio (n=10) £ error estandar. ns (no significancia) vs control (p<0.05).

Tabla 3. Nivel de IFN-y producido por cada ratén inmunizado con PPA 'y PPB

IFN-y (pg/mL)

Ratén 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PBS 3.82 7.1 3.82 16.94 9.67 8.53 1533 3.82 7.77 6.52
™ 25 9.44 2136 9.86 3.82 3.82 3.82 734 382 3.82
PPApreinmune 3.82 16.11 1761 7.19 3.82 1293 2137 382 383 2219
PPA inmune 9.61 4.32 20.73 443 5.16 3.82 12.87 3.82 382 26.12
PPB preinmune 5.82 3.82 8.59 1492 4.26 16.01 3.82 9.25 9.23 3.82
PPB inmune 6.42 17.86 3.82 9.19 26.15 17.04 7.27 8.00 7.14 2238
TNF-a

Posteriormente se realizé la determinacion del factor de necrosis tumoral (TNF)-a,
gue es otra citocina proinflamatoria en los animales inmunizados con PPA y PPB.
Los resultados de citometria de flujo mostraron los niveles basales en 119.91 pg/mL
y los niveles inmunes de 142.96 pg/mL en ratones inmunizados con el PPA (Fig.
26A). No obstante, se nota una tendencia a incrementarse los niveles de la citocina,
el andlisis estadistico no mostré una diferencia significativa. Similarmente, la

inmunizacion con el PPB (Fig. 26B), no mostro diferencias significativas entre la
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concentracion basal de 85.51 pg/mL e inmune de 121.87 pg/mL. Adicionalmente,

se muestran los niveles de TNF-a detectada por cada ratén inmunizado con los Ags

correspondientes y el grupo control (Tabla 4).
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Figura 26. Perfil de TNF-a en ratones inmunizados con PPA y PPB. Al dia 56 del
protocolo de inoculacién, se recolectaron los sueros de los animales inmunizados y
controles y se determind la concentracion de TNF-o por medio citometria de flujo. Las
barras representan el promedio (n=10) + error estandar ns (no significancia) vs control

(p<0.05).

Tabla 4. Nivel de TNF-a producido por cada ratén inmunizado con PPA'y PPB

Ratén

PBS

™

PPA pre inmune
PPA inmune
PPB pre inmune
PPB inmune

TNF-o{pg/mL)

1 2 3 4
70.12 70.12 13431 70.12
70.12 218.18 179.72 70.12
70.12 70.12 74.34 18531
187.72 129.98 70.12 1225
70.12 70.12 98.61 70.12
70.12 70.12 152.75 70.12

5
299.44
180.68
115.37
2443
83.97
24331

6
70.12
136.46
71.55
134.6
70.12
143.56

7
70.12
104.46
154.6
197.03
70.12
232.19

8
138.53
130.03
307.54
203.12
70.12
70.12

9
222.97
70.12
72.6
70.12
70.12
96.34

10
130.7
70.12
77.56
70.12
181.72
70.12
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IL-6

Por otro lado, se determind la concentracion de IL-6 tanto en los sueros pre inmune
como inmunes. La IL-6 es una citocina antiinflamatoria a través de efectos
inhibidores sobre TNFa e IL-1, también promueve la diferenciacion y maduraciéon de
los linfocitos T y B, estimula la produccion de inmunoglobulinas, sin embargo,
también se ha propuesto que tiene una actividad proinflamatoria.

En relacién con la determinacion de IL-6 en los sueros inmunes y pre inmunes
después de la inmunizaciéon de los ratones con PPA, se obtuvo un un valor basal
promedio de 10.65 pg/mL en los sueros pre inmunes, mientras que, en los sueros
inmunes, fue de 12.04 pg/mL. El analisis estadistico no demostré diferencias
significativas en los ratones control y los inmunizados con cualquiera de los dos
péptidos (Fig. 27A). Similarmente, en los ratones inmunizados con el PPB, los
sueros pre inmunes mostraron un valor de 12.43 pg/mL y los sueros inmunes, un
valor promedio de 11.49 pg/mL. Ambos valores no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (Fig. 27B). Debido a la variacién extraordinaria en
las concentraciones detectadas en algunos animales, se decidié descartarlos del
estudio (Tabla 5).
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Figura 27. Perfil de IL-6 después de lainmunizacion de ratones con PPA y PPB. Al dia
56 post-inmunizacion con PPA 'y PPB, se hizo la determinacion sérica de IL-6 en los sueros
inmunes y los sueros pre inmunes por medio citometria de flujo. Las barras representan el
promedio (n=10) % error estandar; ns (no significancia) vs control (p<0.05).

Tabla 5. Nivel de IL-6 producida por cada raton inmunizado con PPA 'y PPB

IL-6 (pg/mL)
Raton 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PBS 3.73 3.73 19.61 4.81 12.39 3.73 22.38 99.39* 33.14 11.38
™ 3.73 3.73 15.77 10.62 5.55 8.45 3.73 4.24 51.84* 12.6
PPA pre inmune 8.49 17.38 6.22 8.75 3.73 15.89 16.13 20.32 3.73 3.73
PPA inmune 15.89 8.83 5.94 28.3 18.28 8.84 3.73 16.45 4.47 13.58
PPB pre inmune 3.73 13.93 3.73 3.73 28.98 10.36 29.11 3.73 4.58 13.79
PPB inmune 14.64 22.04 3.73 19.16 10.03 6.40 5.61 22.36 4.42 9.67

*Corresponde a valores descartados debido a variaciones severas.

IL-2

Finalmente, se determinaron los niveles de la citocina proinflamatoria IL-2 en los
sueros pre inmunes e inmunes de cada grupo experimental. Los resultados
indicaron un promedio basal de 24.17 pg/mL en los sueros pre inmunes contra un
valor promedio de 21.51 pg/mL en los sueros inmunes a PPA (Fig. 28A). No

obstante, se muestra una disminucion de IL-2 después del protocolo de
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inmunizacion, los datos no fueron relevantes, ya que no hubo diferencias

estadisticamente significativas. Similarmente en los ratones inmunizados con PPB,

se obtuvo un valor basal promedio de 28.74 pg/mL para los sueros pre inmunes y

valores en los sueros inmunes de 18.73 pg/mL no mostrando diferencias

estadisticamente significativas (Fig. 28B). De forma individual se muestran los

niveles de IL-2 producida por cada raton inmunizado con los Ags correspondientes

y el grupo control (Tabla 6).
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Figura 28. Perfil de IL-2 generado después de lainmunizacion de ratones con PPA 'y
PPB. Al dia 56 post-inmunizacion con PPA y PPB, se hizo la determinacién sérica de IL-2
en los sueros inmunes y los sueros pre inmunes por medio citometria de flujo. Las barras
representan el promedio (n=10) £ error estandar ns (no significancia) vs control (p<0.05).

Tabla 6. Nivel de IL-2 producida por cada ratén inmunizado con PPA y PPB

Ratén

PBS

™

PPA pre inmune
PPA inmune
PPB pre inmune
PPB inmune

7.06

15.93
20.37
49.23
33.79
11.38

2
48.98
7.06
21.36
7.06
7.06
47.71

3
8.11
19.31
33.44
38.95
15.00
7.06

IL-2 (pg/mL)

4 5
2339 2371
13.11 1041
29.84 19.22
23.28 23.62
34.05 22.86
3535 7.06

23.53
29.23
7.06
18.33
37.07
7.06

38.12
8.02
12.28
7.06
39.09
11.20

7.06
31.42
39.35
21.1
28.46
30.42

26.38
35.46
27.99
12.04
35.04
17.93

10
31.34
7.06
30.83
14.54
35.04
12.16
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Expresion de citocinas regulatorias inducidas por PPAy PPB

Una vez determinadas las citocinas proinflamatorias, se realizé el analisis de las
citocinas regulatorias antinflamatorias IL-10 y IL-4 a partir de citometria de flujo tras

la inmunizacion de PPA 'y el PPB.

IL-10

Los valores de IL-10 en el grupo administrado con el PPA fue de 8.13 pg/mL en los
sueros pre inmunes mientras que en los sueros inmunes se obtuvo un valor de 9.16
pg/mL, lo que muestra que la inmunizacién con PPA, no activdé los mecanismos
involucrados en la expresion de IL-10, ya que no hubo diferencias estadisticamente
significativas de los sueros pre inmunes con respecto a los sueros inmunes (Fig.
29A). Similarmente, en los sueros de los ratones inmunizados con PPB, presentaron
un nivel promedio de 8.13 pg/mL mientras que en los sueros pre inmunes se obtuvo
un valor promedio de 8.96 pg/mL, Al no haber diferencias estadisticamente
significativas, se evidencia que en general se mantuvieron niveles basales de esta

citocina (Fig. 29B).
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Figura 29. Perfil de IL-10 generado después de lainmunizacion de ratones con PPA 'y
PPB. Al dia 56 post-inmunizacion con PPA 'y PPB, se hizo la determinacion sérica de IL-10
en los sueros inmunes y los sueros pre inmunes por medio citometria de flujo. Las barras
representan el promedio (n=10) + error estandar ns (no significancia) vs control (p<0.05).
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IL-4

Otra citocina de reguladora antiinflamatoria de interés es IL-4. Después de la
inmunizacion con PPA se encontré en los sueros pre inmunes un valor promedio de
IL-4 de 9.79 pg/mL mientras que en los sueros inmunes, un valor de 13.13 pg/mL.
Interesantemente, se observé un aumento significativo entre el grupo inmunizado
con TMy el grupo PPA con un valor de 5.66 pg/mL y 13.13 pg/mL, respectivamente
(Fig.30A).

Por otro lado, en relacion con el grupo de ratones inmunizados con el PPB, se
encontro que los sueros pre inmunes dieron un valor promedio de 8.99 pg/mL y en
los sueros inmunes de 9.81 pg/mL, los cuales son indicativo de un mantenimiento
basal, ya que no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre ambas

mnuestras (Fig. 30B).
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Figura 30. Perfil de IL-4 después de lainmunizacién con PPA y PPB. La expresion de
IL-4 se evalud en sueros pre inmune e inmune de cada grupo experimental. Las barras
representan el promedio (n=10) % error estandar * vs control (p<0.05).

Supervivencia ante el reto letal contra Taks.

Una vez finalizada la inmunizacion con los respectivos Ag (PPA y PPB), se realizo
un reto mediante la inoculacién de intraperitoneal de 1,000 Taks de la cepa RH,

seguido de la evaluacion de la supervivencia de los grupos experimentales en los
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dias siguientes. Los ratones inmunizados con PBS e infectados, murieron al dia 8,
los inmunizados con TM sobrevivieron un 40 % al dia 35 post-infeccion y los ratones
inmunizados con PPA + TM sobrevivieron un 30 % (Fig. 31A).

Para el PPB se sigui6 el mismo protocolo, donde los ratones inmunizados con PBS
murieron al dia 8 como se esperaba, los ratones inmunizados con TM siguieron
sobreviviendo de forma muy similar al ensayo anterior. Sin embargo, los ratones

inmunizados con el PPB+TM no sobrevivieron (Fig. 31B).
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Figura 31. Respuesta de supervivencia de los ratones inmunizados con PPA y PPB
ante un reto de infeccion con dosis letales de Taks. Todos los ratones fueron desafiados
con 1,000 Taks de la cepa RH de T. gondii RH, una semana después de la ultima
inmunizacién. Se supervisé la viabilidad de los animales durante todo el dia y por los dias
necesarios hasta su muerte.

Expresion de inmunoglobulinas inducidas por PPA post-infeccion

Una vez realizado el proceso de inmunizacion y reto de supervivencia, se realizo la
determinacién de los isotipos de inmunoglobulinas IgM e IgG de los ratones
sobrevivientes, mediante la técnica de ELISA. Los niveles especificos de IgM se
incrementaron significativamente al dia 15 post-infeccion generando 161.18 ug/mL
(Fig. 32A) al igual que 1gG con un valor de 15.01 pg/mL (Fig. 32B). En contraste,

en los controles no se detectd la produccién de IgM e IgG a los Ag correspondientes.
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Figura 32. Anédlisis de los isotipos de IgM e IgG, en el suero pre inmune e inmune de
los ratones inmunizados con PPA 'y PPB y después de la infeccién por T. gondii. Los
controles fueron tratados con PBS y TM. Las barras representan el promedio
(n=supervivencia) = error estandar ***** ****ys control (p<0.01, p<0.001 y p<0.0001,
respectivamente).

Expresion de citocinas inflamatorias inducidas por PPA post-infeccion

Durante la infeccion toxoplasmica, la inmunidad celular es un componente clave de
la respuesta inmune frente a la infeccion. El patréon de citocinas que se presenta
como resultado de la infeccién por el parasito nos da idea del tipo de respuesta, por
esa razon, se decidio determinar los valores de IFN-y (Fig. 33A), TNF-a (Fig. 33B),
IL-6 (Fig. 33C) e IL-2 (Fig. 33D) en los sueros de los ratones sobrevivientes
inmunizados con el PPAy los niveles de las citocinas, se compararon con los niveles
de las mismas citocinas, pero en los sueros pre inmunes e inmunes. Los resultados
mostraron en los ratones supervivientes a la primera dosis letal, una produccion de
IFN—y significativa en comparacion del grupo inmunizado con TM. Respecto a la
cuantificacion de TNF-a, en el suero de los animales inmunizados e infectados, se
detecté un aumento de igual magnitud en los grupos inmunizados con PPA+TM y
TM. En relacion con IL-6 los valores determinados en los ratones inmunizados con

PPA después de la infeccion, mostraron un aumento significativo respecto al grupo
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con TM. Asi mismo IL-2 aumento de manera significativa en los ratones que se les

administré el PPA en comparacion de los ratones del grupo control.
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Figura 33. Expresion de citocinas pro-inflamatorias ante la administracion del PPA 'y
posterior al Reto de infeccién por T. gondii . Las expresiones de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-
12 se evaluaron en sueros pre inmune y post-infeccién de cada grupo experimental. Las
barras representan el promedio (n=10) + error estandar. *, ***vs. control (p<0.05y p< 0.001,
respectivamente).

Expresién de citocinas regulatorias inducidas por PPA post Reto de
infeccion.

Finalmente se determinaron las citocinas regulatorias IL-10 (Fig. 34A) e IL-4
(Fig.34B) en los sueros de los ratones después del Reto de infeccion. Estas
citocinas contribuyen a la modulacion de la respuesta inmune celular contra la
infeccion por el parasito. Se observo una tendencia de aumento de IL-10 tanto en

los ratones inmunizados con el PPA como en los ratones inmunizados con TM; sin
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embargo, el aumento de IL-10 fue mayor en los ratones inmunizados con PPA. De
forma interesante, los niveles de IL-4 disminuyeron posterior a la infeccién en los
ratones inmunizados con PPA a diferencia de los ratones inmunizados con TM

mostrando un aumento significativo de acuerdo con el analisis estadistico.

IL-10 IL-4 1 rBs
* * sk ok K * ns ™
== T - - - - TM post-infeccién
1 1 1 1 1
250 ' 1 ! : 25— : 1 " I PPA pre inmune
1
200 : : ' | I'_]S-: ! .n_ ‘: : I PPA inmune
— ' ' ! 20+ . ! -‘V " ' PPA post-infeccion
TEI 1 ' ! - ! 1 !
1509 ns+ 1+ pg ) E 154 , ! ' T
e L g Co ' T
1 ' ] o 1
© 1004 . , I s 104 1
DR IR R 3 :
504 , ! . 5- .
1 [ 1 '
0__?_|_|_*_*_|_

Figura 34. Expresién de citocinas regulatorias ante la inmunizacion con PPA vy
posterior alainfeccion por T. gondii. La expresion de IL-10 e IL-4 se evaluaron en sueros
pre inmune y post-infeccibn de cada grupo experimental. Las barras representan el
promedio (n=10) % error estandar. *, ****ys, control (p<0.05 y p< 0.0001, respectivamente).

Supervivencia ante un segundo reto letal contra Taks.

Debido a la supervivencia ante la primera infeccion contra T. gondii de los ratones
inmunizados con TM + PBS y con PPA+TM, se decidio realizar una segunda
infeccién 35 dias despues con 1,000 Taks de T. gondii a fin de determinar la
respuesta de los animales inmunizados. Los ratones inmunizados con TM + PBS

murieron al dia 40 y los inmunizados con PPA + TM murieron al dia 41 (Fig. 35)
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Figura 35. Evaluacion de la supervivencia ante la segunda infeccion con 1,000 Taks.
35 dias despues de la primera infeccién con 1,000 Taks de T. gondii, se administré un
segundo indculocon el mismo numero de Taks a nivel peritoneal, y se evalu6 el porcentaje
de supervivencia de los ratones. Los ratones del grupo control inmunizados con TM + PBS
muriero al dia 40 y los inmunizados con PPA + TM murieron al dia 41.

Discusion

El desarrollo de vacunas contra la toxoplasmosis para humanos ha sido una meta
aun no resuelta pero ampliamente estudiada y abordada por numerosos grupos de
investigacién desde hace varios afios. El éxito de la infeccion por T. gondii en los
hospederos esta en parte basada en su alta capacidad de diseminacion tisular a
organos distantes del sitio primario de infecciébn. Hasta el momento no se ha
dilucidado el mecanismo por el cual T. gondii logra atravesar las diferentes barreras
bioldgicas, ni tampoco los mecanismos de reconocimiento celular y atraccién
quimiotactica que determinan la direccion de su migracion y diseminacion tisular. En
otros parasitos intracelulares se han generado propuestas sobre el papel que juegan
las proteasas como posibles moléculas involucradas en la diseminacion. En

infeccion con T. gondii, se ha demostrado que proteasas detectadas en la fraccion
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insoluble del citoesqueleto, son un buen candidato para el desarrollo de una
estrategia inmunoprofilactica efectiva. Trabajando con fracciones de citoesqueleto,
Lagunas-Cortés (2020) identificé mediante estrategias de inmuno-proteémicay con
sueros de pacientes con toxoplasmosis aguda, diferentes proteinas no solo de
citoesqueleto sino también de organelos secretores. Las proteinas identificadas
mediante espectrometria de masas fueron analizadas mediante métodos
bioinforméaticos, detectando a varias de ellas con un alto potencial inmunogénico.
Dentro de las proteinas caracterizadas, se destacd una metaloproteasa con un alto
namero de epitopos accesibles y antigénicos para linfocitos B denominada TLN1.
Con base en lo anterior, en el presente estudio se evalu6 el efecto de péptidos
inmunogénicos de TLN1 en la induccion de la respuesta inmunitaria humoral y
celular, asi como su efecto inmunoprotector ante retos letales con Taks de T. gondii
en un modelo murino de toxoplasmosis aguda. En primera instancia se realiz6 la
prediccién del epitopo con mayor antigenicidad y accesibilidad para células B por
los algoritmos de Koloaskar and Tongoankar (Kolaskar y Tongaonkar et al., 1990) y
Emini Surface (Emini et al., 1985), respectivamente. De todos los epitopos
analizados mediante bioinformatica de la TLN1, se selecciond la secuencia
VLELIMHPH, y con base en los reportes previos, se decidi6é adicionar al extremo C-
terminal del disefio peptidico, cuatro secuencias MAP’s a fin de sintetizar el péptido
de forma ramificada, ya que se han utilizado ampliamente para estimular el sistema
inmunitario, promoviendo una extraordinaria resistencia a la degradacion
proteolitica (Posnett et al., 1988; Tam, 1988). El péptido inmunogénico (PPA) de la
TLN1 esta ubicado en la proteina madura entre los aminoacidos 778 al 786. Su
caracterizacion, mostré un score de antigenicidad de 1.11 y de accesibilidad de
0.165 que son parametros que de acuerdo con los algoritmos de Koloaskar and
Tongoankar (Kolaskar y Tongaonkar et al., 1990) y Emini Surface (Emini et al.,
1985), corresponden a una molécula que cumplen los parametros exitosos de
antigenicidad. Una vez identificado y disefiado el epitopo inmunogénico, se realizd
el modelado 3D a partir de AF2 (Jumper et al., 2021) de la TLN1m con la finalidad
de confirmar la accesibilidad de dicha secuencia para los linfocitos B productores

de Ac (Fig.16). Los Ac actiuan cuando T. gondii, se exterioriza mediante la lisis de

76



las células infectadas para diseminarse a los tejidos, especificamente tienen una
relevancia como linea de defensa a través de la via clasica del complemento y de
la fagocitosis promoviendo la eliminacion de parasito (Suzuki 2002). Por otra parte,
en el presente trabajo, también se abordd el disefio de un péptido que pudiera
hipotéticamente activar a las células T, debido a que es la respuesta principal
inmunoprotectora contra el parasito. La prediccion de epitopos para células T, se
realizé a partir de dos secuencias con capacidad de union a moléculas MHC-l y a
MHC-II, que pueden ser potencialmente reconocidos por el TCR de linfocitos T
citotéxicos (CD8+) y linfocitos T cooperadores (CD4+), respectivamente. En analisis
bioinformético arroj6 la secuencia candidata para union a moléculas MHC-I
(VRRLLVLRRSSIHR), ubicada a partir del aminoacido 1219 al 1232 de la secuencia
de la TLN1 y la secuencia para uniéon a moléculas MHC-Il (IPSPMELGVTM),
localizada entre el aminoacido 722 y 732. Ambas secuencias se unieron a travées de
una secuencia espaciadora GGG; adicionalmente, se incluy6 en la construccién un
dominio RGD en el extremo N-terminal, el cual funciona como una molécula de co-
reconocimiento por los receptores tipo integrina en los linfocitos T (Yano et al., 2003,
2005). Una vez construido el constructo que se denomind PPB, se realizo el
modelaje 3D a partir de AF2 para descartar plegamientos que interfieran con el
proceso de reconocimiento antigénico (Fig. 17). Con el fin que la inmunizacién con
PPA solo generara Ac policlonales especificos a TLN1 y no a otras proteinas del
mismo parasito o del hospedero, se realiz6 el alineamiento multiple del PPA frente
a T. gondii, ratdn y humano. Este analisis demostr6 que la secuencia de PPA
interés, es unica y especifica de la TLN1 de T. gondii. Asimismo, para evitar que la
inmunizacion con el PPA no generara tolerancia inmunoldgica por tener secuencias
compartidas con proteinas del raton, o reactividad cruzada en los experimentos
posteriores, se realiz6 la comparacién de secuencia de TLN1 contra todas las
proteinas de raton e incluso de humano. Los resultados corroboraron que TLN1 es
una proteina especifica de T. gondii, siempre y cuando no se considere el sitio activo
como proteasa, ya que para humano y ratén si hay una similitud con los dominios
conservados de las proteinas de la familia peptidasa M16 como las enzimas

degradativas de insulina. Por esta razon la secuencia de aminoacidos presentes en
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el sitio activo de proteasa de la TLN1 fue descartada del disefio de la construccion
peptidica. Adicionalmente, tampoco se considero en el disefio del péptido al extremo
C- terminal, debido a que este es procesado proteoliticamente durante el proceso
de maduracion de TLN1 (Fig. 18) (Hajagos et al., 2012). La evaluacion de PPA 'y
PPB mediante los métodos bioinformaticos mencionados sugirieron que, en
principio, PPA y PPB de TLN1 podria inducir una respuesta inmunitaria
inmunoprotectora en el hospedero contra la infeccion con T. gondii. A pesar de que
las herramientas bioinformaticas son muy utilizadas en el disefio de moléculas y
estas son cada vez mas certeras y resolutivas, al final de cuentas no dejan de ser
solo predicciones que deberan ser evaluadas y validadas experimentalmente. Por
la razon anterior, se solicito la sintesis del péptido PPA a fin de inducir la activaciéon
de linfocitos B con la consecuente produccién de anticuerpos especificos y la
sintesis del dipéptido B a fin de inducir la activacion de linfocitos T citotdxicos y
cooperadores a fin de buscar citotoxicidad contra el parasito durante el reto de
infectividad. Una vez sintetizados ambos péptidos por la compafia Genscript, se
realizé la evaluacion de la integridad de cada uno mediante geles de SDS-PAGE al
15 % observandose para ambos péptidos, la presencia de las bandas respectivas
en la parte inferior del gel, descartdndose asi la degradacion de cada péptido, y
validando el inicio del proceso de inmunizacion. La eleccién de la dosis de Ag (50
ug por dosis de PPA o PPB) y de la estrategia de inmunizacion que consistio en
inmunizar grupos de ratones (n= 10 por grupo) fueron cuatro dosis por via
intraperitoneal y la Ultima dosis por via intradérmica se basaron en reportes (Leyva
et al., 2001; Wu et al., 2022) . Para la primera dosis, los Ag se suspendieron con el
adyuvante Titer Max (TM), el cual es copolimero en blogque, CRL-8300, escualeno
(un aceite metabolizable) y un mono oleato de sorbitan (Bennett et al., 1992) como
control, los ratones se inocularon con 50 uL PBS y 25 uL de TM. Para todas las
demas inoculaciones, los Ag se resuspendieron solo en PBS. Una semana después
del ultimo refuerzo, se realizé el sangrado y se procedié a la separacion de los
sueros inmunes, los cuales fueron titulados para la presencia de IgG mediante un
ELISA indirecto. A cada animal se extrajo una muestra de sangre antes de dar inicio

al protocolo de inmunizacion, con la finalidad de obtener el suero pre inmune que
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fue usado como control negativo para todos los ensayos del presente estudio. La
evaluacion de sueros representativos obtenidos al final del protocolo de
inmunizacion para cada antigeno permitié detectar una banda de 1.08 KDa para
PPA y una banda de 3.41 KDa para PPB, demostrando que la produccion de
anticuerpos contra los Ag inmunizados fue exitosa, incluso contra el péptido que
habia sido disefiado para activar a los linfocitos T citotoxicos y cooperadores (Fig.
19). Cuando se evaluaron las reactividades de los sueros contra PPA y PPB por WB
en extractos de Taks, se logr6 como se esperaba, la deteccién de TLN1m con un
PM de 181 KDa. Previamente, Hajagos et al., 2012 reporto la deteccion de la TLN1
con un peso molecular previsto de 181kDa, sobre una fraccion de membrana,
fraccion soluble y lisado total de T. gondii utilizando un antisuero especifico contra
los residuos 687-1213 de la proteina. Interesantemente, una exposicion mas larga
de las tiras de quimioluminiscencia muestra una especie adicional menos
abundante de 250 kDa que corresponde a la proteina inmadura, previo a su corte
proteolitico, a través del cual se elimina el extremo C-terminal antes de llegar a las
roptrias. En el disefio de nuestros péptidos, no se considerd incluir secuencias del
extremo C terminal por no formar parte de la proteina madura (TLN1m). En el
articulo antes mencionado, también se reportd la localizacion de la TLN1 co-
localizada con ROP13 una proteina de las roptrias, indicando que TLN1 es una
proteina soluble ubicada en las roptrias. Nuestra deteccion de la TLN1 en productos
de E/S aunque en menor intensidad que en el extracto total, demostré que esta
proteasa es liberada al medio extracelular, ya sea a través de un proceso de
excrecion o por una secrecion (Fig. 20). Debido a que los parasitos no fueron
expuestos a condiciones de activacion que indujera la secrecion de componentes
pues se suspendieron en PBS, es muy probable que la secrecion de la TLN1
obedece principalmente a un proceso de secrecion constitutiva. Se ha reportado
gue los componentes alojados al interior de las roptrias obedecen a una secrecion
inducida y su liberaciéon ocurre principalmente cuando se va a llevar a cabo la
invasion celular como ocurre para ROP1 (Bradley & Sibley, 2007; Nichols et al.,
1983; Ossono ’ et al., 1992). Sin embargo, hay proteinas que se han reportado que
son liberadas al interior de la VP obedeciendo aparentemente a una secrecion de

79



tipo constitutiva como ocurriria para ROP-2 (Alexander et al., 2005). La localizacion
subcelular de la marca de TLN1 en la parte apical de parasitos extracelulares, asi
como en vesiculas en la periferia del parasito, corrobora e ilustra la forma como la
TLN1 estd siendo excretada/secretada por T. gondii (Fig. 21). En contraste, la
deteccion de TLN1 confinada al extremo apical durante el proceso de proliferacion,
pero no en el espacio intravacuolar o en el citoplasma de la célula invadida (Fig.
22), sugiere que, durante la proliferacion, la proteasa no es secretada. Con base en
lo anterior, se puede proponer que TLN1, es una proteasa que solo es liberada
cuando el parasito esta fuera de la célula, aunque su funcion permanece todavia
por determinarse. Una vez validada experimentalmente la inmunogenicidad de los
péptidos al obtener anticuerpos que reconocen a la TLN1, la siguiente fase consistio
en centrarnos en la evaluacion de los péptidos inmunogénicos a fin de explorar sus
propiedades de inmunoproteccion en un modelo murino de infeccién aguda ante un
reto de supervivencia con una dosis letal de 1000 Taks. Respecto a los niveles de
Ac IgM, la inmunizacion de los ratones con PPA y PPB generaron una produccion
especifica de este isotipo de manera significativa. Sin embargo, cabe mencionar
que el PPB lo hizo en menor proporcion en comparacion de PPA (Fig. 23). El isotipo
IgM es considerado como el mejor activador del sistema del complemento y posee
alto niveles de citotoxicidad (Filisetti y Candolfi, 2004). En relacién con la
determinacién de IgG sérica, la inmunizacién con PPA indujo la produccion de IgG
especificas contra TLN1m y en menor proporcion lo hizo la PPB (Fig. 24), lo cual
demuestra que el disefio del PPA enfocado a la activacién de linfocitos B, fue
exitoso. La presencia de IgG contra una molécula de T. gondii, representa una
herramienta que cumple un papel relevante en el proceso de eliminacién de este
pardsito especialmente en la fase aguda. Es en esta fase cuando los anticuerpos
reconocen y se adhieren a los Taks impidiendo la invasién de las células blanco, y
promueven su eliminacion ya sea por activacion del sistema del complemento o por
la opzonizacién de los parasitos extracelulares y su destruccion por la activacion de
macrofagos a través de la unién al receptor Fc (Dupont et al., 2012; Pagheh et al.,
2021; Wang et al., 2011; Wu et al, 2022). Ademéas de los isotipos de
inmunoglobulinas detectados después de la inmunizacion con PPPA y PPB,
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también se determiné el patrén de citocinas séricas. Las citocinas, son moléculas
que son secretadas por diferentes células en respuesta a ciertos estimulos y que
participan en la regulacién de la respuesta inmune durante cualquier infeccion tal
como la toxoplasmosis (Filisetti y Candolfi, 2004). Se analizaron las citocinas mas
representativas en la determinacion de una respuesta inmune tipo Thl (IFN-y, TNF-
a e IL-2) y Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10). IFN-y, es un factor clave para que se genere una
inmunidad protectora durante la toxoplasmosis, y se produce por la activacién de
macrofagos y células NK durante a infeccion, asi como la induccion de las moléculas
del MHC clase Il (Wagner et al., 2009). Los niveles de IFN-y en los sueros de los
animales inmunizados con PPA y PPB, no mostraron diferencias significativas con
respecto a las determinaciones realizadas en los sueros del grupo control de
animales pre inmunes (Fig.25). Por otro lado, la TNF-a. que es producida por
macrofagos, LT y mastocitos/basofilos, actia como una molécula co-estimuladora
de la respuesta inmune promoviendo la produccion de IFN-y y potencializando la
accion microbicida de los macréfagos (Langermans et al.,, 1992b; Portillo et al.,
2010). En nuestros ensayos, aunque el perfil de TNF-a mostré una tendencia al
aumento en los grupos inmunizados con PPA y PPB, respecto al grupo pre inmune,
sin embargo, el analisis estadistico no mostr6 diferencias significativas (Fig. 26).
Durante la infeccidn por el paréasito, TNF-a, es responsable de la induccion de
proteinas de fase aguda a través de la produccién de IL-6 y es esencial para la
proteccion tanto durante la fase aguda como cronica de la enfermedad. En forma
similar al TNF-a, se encontro que en los ratones inmunizados con PPA y PPB, los
niveles séricos de IL-6, tuvieron una tendencia al aumento respecto al grupo pre
inmune, sin embargo, el analisis estadistico no mostro diferencias significativas (Fig.
27). La IL-2 es una citocina muy importante para inducir la proliferacion de LT, LBy
células NK citotoxicas y es secretada junto con el IFN-y y TNF-a por los linfocitos
Thl, (Filisetti y Candolfi, 2004), lo cual la convierte en buen marcador de este tipo
de respuesta. En los sueros de ratones inmunizados con ambos péptidos, se
encontré una tendencia a la disminucion de las concentraciones séricas de IL-2; sin
embargo, no mostro diferencias significativas en comparacion del grupo pre inmune

(Fig. 28). Contrario a lo que se esperaba, los resultados obtenidos muestran una
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baja respuesta inmune en términos de las citocinas presentes. No se descarta que
esta respuesta se haya debido a la estrategia de inmunizacion utilizada o al disefio
de los péptidos respectivos. En este sentido, se ha reportado que existe una clara
relacion entre la IL-2 y el IFN-y. Esta afirmacién se ha correlacionado con lo
reportado previamente por Villegas et al., 2002 donde los ratones con IL-2 (-/-),
presentan niveles muy bajos de IFN-y.

Por otro lado, la IL-10, es secretada por las células CD4+ tipo 2, macrofagos y
células dendriticas, asi como por algunas poblaciones de LB, para promover la
inhibicién y proliferacion de los LT CD4+ Thl, asi como la produccién de NO e
intermediarios reactivos de oxigeno (Laidlaw et al., 2016; Villegas et al., 2000). Por
el contrario, la citocina IL-4 producida por las células T CD4+ de tipo Th2 es
considerada un factor de activacion y diferenciacion de LT y LB, que ha demostrado
tener un papel clave en la resistencia frente a la infeccion toxoplasmica (Filisetti y
Candolfi, 2004). EIl perfil de IL-10 en los sueros de los ratones inmunizados con
ambos Ag, muestran una tendencia de aumento de los niveles séricos; sin embargo,
esta tendencia, no fue estadisticamente significativa (Fig. 29). Interesantemente, en
el grupo inmunizado con el PPA, el perfil de IL-4 (Fig. 30) se observé un incremento
significativo en comparacién del grupo control. Se ha planteado que IL-4 es una
citocina que protege a los animales infectados en las primeras fases de la
toxoplasmosis, pero en el curso de una infeccion crénica, niveles elevados de esta
citocina favorecen a un incremento en el nimero de quistes lo cual puede conducir
al desarrollo de lesiones necréticas en el cerebro (Ahn et al., 2009). Una de las
estrategias para validar una inmunoproteccién exitosa, es el enfrentar a los animales
inmunizados a retos de infeccién con dosis letales de T. gondii, tal y como ha sido
reportado en ratones BALB/c previamente inmunizados con vacunas de nueva
generacion y posteriormente retados con la cepa RH de T. gondii (Hossein Abdollahi
et al., 2013; Leyva et al., 2001; Qu et al., 2011; Wu et al., 2022). En este sentido,
con el fin de evaluar el efecto inmunoprotector generado por el PPA y PPB, se
inmunizaron los animales con ambos antigenos, y posteriormente fueron retados
por via intraperitoneal con 1000 Taks de la cepa RH para determinar el grado de

infeccion y la supervivencia de los animales con respecto al tiempo. El grupo control
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de ratones inmunizados con PBS y posteriormente infectados con la dosis letal de
Taks, se utilizé para determinar el tiempo esperado en nuestras condiciones para la
muerte de los animales ante esta dosis de infeccion y que fue de 8 dias en el que
se obtuvo el 100 % de mortalidad.

En el grupo de ratones inmunizados con PPA, se obtuvo una 30 % de supervivencia,
sin embargo, los ratones inmunizados con PPB, no sobrevivieron al reto letal con
Taks, no mostrando diferencia con respecto al control. Un resultado que llamé la
atencion, fue la supervivencia del 40 % en el grupo control de animales inmunizados
con TM+PBS (Fig. 31). Aunque inesperado, este hallazgo podria explicarse al
efecto que pudo haber tenido el adyuvante (Titer Max) al inducir una estimulacién
inespecifica de la respuesta inmune (Bennett et al., 1992). Los adyuvantes son
compuestos que juegan un papel clave en la eficiencia de los protocolos de
vacunacioén, incrementando la fuerza y cinética de la respuesta inmune, ademas de
ser esenciales para determinar tanto el tipo de respuesta generada como Ssu
potencial aplicacion en animales o humanos (Tan et al., 2011). Con la finalidad de
caracterizar desde el punto de vista inmunoldgico, la respuesta de los ratones
supervivientes, se recolectaron los sueros 15 dias post-infeccion y se determino el
perfil de Ac y citocinas.

En relacion con las inmunoglobulinas, se observé una produccion de 150 pg/mL de
IgM. Los altos niveles de este isotipo de inmunoglobulina son indicativos de una
respuesta primaria de anticuerpos y por lo tanto del diagnéstico de una
toxoplasmosis aguda; Al ser la IgM la principal inmunoglobulina activadora del
sistema del complemento es también una de las principales moléculas efectoras en
la destruccién de Taks extracelulares mediante el reconocimiento principalmente de
las proteinas de superficie del parasito (Filisetti y Candolfi, 2004). Respecto a IgG
se produjo 15 pg/mL, este isotipo también tiene una actividad citotoxica y
ozonizadora, gracias a que tanto los macrofagos como las células
polimorfonucleares presentan receptores para la Fc y por lo tantro favorecen la
destruccion de los parasitos extracelulares mediante su fagocitosis (Martin et al.,

1998). Los altos niveles de IgM y bajos niveles de IgG indican que estos animales
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cursaron después del reto letal, con una toxoplasmosis aguda (Joynson, 2001) (Fig.
32).

Por otra parte, se determiné en los animales supervivientes, el perfil de las citocinas
proinflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-6). Se obtuvo un aumento significativo en
IFN- vy en los ratones inmunizados con el PPA respecto al suero pre inmune e
inmune. Este aumento se relaciona con la supervivencia debido a que IFN-y es
esencial para la respuesta inmune Thl mediada por células que controlan la
progresion de la infeccion por T. gondii, ademas induce la produccién de ROS y
RNS por los macréfagos activados, que tienen potentes actividades
antimicrobianas, las cuales aumentan con la participacion TNF-a. Los niveles de
TNF-o.. aumentaron significativamente tanto en el grupo inmunizado con PPA como
con TM. Sin embargo, debido a que en el grupo inmunizado con TM no mostraron
aumento de IFN-y, se sugiere que la participacion de TLF-a no es representativa
debido a que previamente se habia demostrado que el tratamiento de macrofagos
con TNF-a solo, no tiene efecto inhibidor sobre la proliferacion de T. gondii
(Daubener et al., 1996; Langermans et al., 1992a). No obstante, lo explicado, el
TNF-a tiene la capacidad de inducir proteinas de fase aguda a través de la
produccion de IL-6, otra citocina que participa en la activacién de la respuesta
inmunitaria protectora contra el parasito estimulando la produccién de Ac (Jebbari
et al., 1998). En relacion con IL-2, la cual es secretada predominantemente por los
linfocitos T activados y producen una citotoxicidad directa sobre los Taks o sobre
las células infectadas con el parasito (Miller et al., 2009), durante el experimento
post infeccion esta citocina mostr6 una tendencia de aumento en sus
concentraciones séricas lo cual fue estadisticamente significativa de acuerdo con el
andlisis en los ratones inmunizados con el PPA (Fig.33).

Por otra parte, dentro de las citocinas regulatorias, se encuentra la IL-10 y la IL-4.
La IL-10 inhibe la proliferacion de los LT CD4+ Thi, la produccion de NO y RO, asi
como de citocinas pro-inflamatorias como la IL-1, la IL-6 y el TNF-a (Villegas et al.,
2000). En nuestros ensayos post-infeccion, hubo un aumento de IL-10 tanto en el
grupo inmunizado con TM como los inmunizados con PPA; sin embargo, en este

altimo tuvo una mayor significancia estadistica. Asi mismo, la IL-4 que tiene un papel
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importante en la resistencia frente a la infeccion, en nuestros experimentos,
presentd un aumento significativo en los ratones inmunizados con TM. De manera
general, el aumento de ambas citocinas (IL-10 y IL-4) muestra un equilibrio de la
respuesta inmune frente a la infeccion por T. gondii (Fig. 34).

Debido a que el 40 % de los ratones inmunizados con TM y el 30 % en ratones
inmunizados con PPA + TM sobrevivieron ante los retos letales con Taks, fue de
mucho interés conocer si podian resistir a la infeccién con una segunda dosis letal
de Taks y determinar si estaban inmunoprotegidos. La finalidad del segundo reto
letal fue para evaluar si la respuesta inmune inducida en los protocolos de
inmunizacion, eran debidos a la participacién del péptido A o del adyuvante TM por
su capacidad de activar de la respuesta inmune inespecifica, ya que como se
mencionod anteriormente juega un papel clave en la eficiencia de los protocolos de
vacunacioén, incrementando la fuerza y cinética de la respuesta inmune, al tiempo
gue son esenciales para determinar tanto el tipo de respuesta generada como su
potencial aplicacion en animales o humanos (Tan et al., 2011). Los datos obtenidos
mostraron que los ratones inmunizados con el PPA+ TM sobrevivieron 24 h mas
que los inmunizados solo con el adyuvante (Fig.35). Con base en los anterior, se
sugiere que no obstante el disefio cuidadoso y detallado de los péptidos
inmunogénicos, estos no tuvieron la capacidad de inmunoproteger a los ratones

ante un segundo reto con dosis letales de la cepa RH.
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Conclusiéon

A partir de los resultados obtenidos durante el desarrollo de este proyecto, se puede
concluir que la administracion del PPA (LB) indujo la produccion de Ac especificos
contra TLN1m y en menor proporcion lo hizo PPB. Los Ac producidos permitieron
observar la localizacion subcelular de TLN1m en Taks extracelulares y en
proliferacion de T. gondii por IF, indicando su posible localizacion en organelos
secretores, ademas de su expresion en ET y E/ES de T. gondii. EI PPA indujo una
respuesta de Ac especifica contra T. gondii. Sin embargo, aunque existe una
tendencia en el aumento de las concentraciones séricas de, IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-
2 en los grupos inmunizados con los péptidos A y B, esta tendencia no es
estadisticamente significativa, por lo cual se concluye que estos Ag en conjunto con
TM, no fueron capaces de estimular el desarrollo de una respuesta celular. Las
elevadas concentraciones séricas de IL-4 en el grupo inmunizado con el PPA mas
TM, sugieren que los inmundgenos utilizados, en conjunto con el adyuvante, pueden
llegar a generar una desregulacion de la respuesta inmune, de manera general
generando una supervivencia del 30 %, mientras que le PPB fue poco
inmunogénico, mostrando una baja produccién de Ac especificos, por lo que se
obtuvo 0 % de supervivencia. En el caso de la administracién con TM mostr6é una
respuesta inmune inespecifica, 1o que se logré un 40 % de supervivencia, por lo que
se realiz6 una segunda en los animales sobrevivientes, mostrando que la
administracion de PPA tuvieron una supervivencia de 24 h mayor que le grupo

control.

Es importante recalcar que el patron de inmunidad que se desencadena luego de
un protocolo de inmunizacion se encuentra estrechamente relacionado con la ruta
de inoculacion y de reto, el genotipo de las cepas y el haplotipo de los animales
utilizados en los experimentos, la preparacion antigénica utilizada, asi como los

adyuvantes que acompafaron a la preparacion.
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Perspectivas

Potencializar el efecto inmunoprotector de las secuencias peptidicas de
TLN1m, a través de acoplamientos anteriormente reportados.

Extender el estudio a fin de no solo identificar el efecto inmunoprotector de
péptidos inmunogénicos de TLN1 en un modelo de toxoplasmosis aguda,
sino disefar y evaluar la proteina TLN1 recombinante a fin observar el efecto
de inmuno proteccion ante dosis letales en un modelo murino agudo y

cronico.
Ampliar la busqueda de proteinas con potencial inmunogénico, con la

finalidad de su desarrollo via recombinante, para futuros estudios de

inmunodeteccion diagnostica e inmunoproteccion.
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Anexos

Anexo |

Especificidad de TLN1, posterior al alineamiento multiple frente a

Toxoplasma gondii

Proteina Toxoplasma gondii Especificidad

rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii 100%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii TgCATBr9 100%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii FOU 100%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii COUG 100%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii VAND 100%
TPA: M16 family peptidase, putative Toxoplasma gondii VEG 95%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii RUB 100%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii VEG 81%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii GT1 76%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii ARI 73%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii TgCatPRC2 73%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii CAST 73%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii p89 70%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii MAS 62%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii GAB2-2007-GAL- 55%

DOM?2

rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii 67%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii CAST 36%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii ARI 39%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii MAS 39%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii p89 39%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii GT1 39%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii TgCatPRC2 38%
rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 Toxoplasma gondii VEG 21%
peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii VEG 24%
containing protein

peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii ME49 24%
containing protein

peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii TgCATBr9 24%
containing protein

peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii VAND 24%
containing protein

peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii COUG 24%
containing protein

sporozoite developmental protein Toxoplasma gondii MAS 38%
sporozoite developmental protein Toxoplasma gondii GT1 38%
peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii p89 24%
containing protein

sporozoite developmental protein Toxoplasma gondii TgCatPRC2 38%
TPA: insulysin, putative Toxoplasma gondii VEG 38%
sporozoite developmental protein Toxoplasma gondii ME49 38%
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943167
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1074873
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFH06049
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=933077
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CEL75368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=432359
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG61542
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=935652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_ESS36257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=432359
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_EPR64710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=507601
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KYF46620
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1074872
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KYK70974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1130821
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RQX75208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943122
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG52319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943119
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFH16716
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG43821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1130820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1130820
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KAF4642331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5811
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RQX75180
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943122
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KYF46604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1074872
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFH16730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG52335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943119
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_EPR64835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=507601
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KYK70959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1130821
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_ESS36305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=432359
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_ESS31741
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_ESS31741
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=432359
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_XP_018637554
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_XP_018637554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=508771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_PUA87384
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_PUA87384
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943120
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_KFH04628
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_KFH04628
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=933077
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_PIM02845
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_PIM02845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1074873
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFH04885
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943118
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_EPR62983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=507601
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG34475
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG34475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943119
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KYK63502
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1130821
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CEL74583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=432359
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_XP_018636964
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=508771

sporozoite developmental protein

Toxoplasma gondii RUB

38%

sporozoite developmental protein Toxoplasma gondii VAND 33%
sporozoite developmental protein Toxoplasma gondii p89 38%
sporozoite developmental protein Toxoplasma gondii GAB2-2007-GAL- 33%
DOM?2
peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii 10%
containing protein
peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii GT1 20%
containing protein
peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii MAS 20%
containing protein
peptidase M16 inactive domain- Toxoplasma gondii GAB2-2007-GAL- 20%
containing protein DOM2
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii ARI 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii COUG 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii VEG 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii GT1 13%
TPA: peptidase M16 domain containing Toxoplasma gondii VEG 13%
protein
putative metalloproteinase TLN4 Toxoplasma gondii 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii GAB2-2007-GAL- 13%
DOM?2
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii VAND 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii RUB 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii p89 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii CAST 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii TgCatPRC2 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii FOU 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii MAS 13%
toxolysin TLN4 Toxoplasma gondii ME49 13%
putative insulysin Toxoplasma gondii VAND 11%
putative insulysin Toxoplasma gondii CAST 10%
putative insulysin Toxoplasma gondii GT1 11%
insulysin, putative Toxoplasma gondii ME49 11%
putative insulysin Toxoplasma gondii VEG 10%
putative insulysin Toxoplasma gondii TgCatPRC2 11%
putative insulysin Toxoplasma gondii COUG 11%
putative insulysin Toxoplasma gondii ARI 11%
putative transmembrane protein Toxoplasma gondii p89 15%
putative transmembrane protein Toxoplasma gondii TgCATBr9 15%
putative transmembrane protein Toxoplasma gondii FOU 15%
putative transmembrane protein Toxoplasma gondii CAST 15%
putative transmembrane protein Toxoplasma gondii TgCatPRC2 15%
hypothetical protein TGME49_ 314850 Toxoplasma gondii ME49 15%
putative transmembrane protein Toxoplasma gondii COUG 15%
putative transmembrane protein Toxoplasma gondii MAS 15%
hypothetical protein TGGT1_314850 Toxoplasma gondii GT1 15%
hypothetical protein TGVAND_314850B Toxoplasma gondii VAND 15%
putative insulysin Toxoplasma gondii TgCATBr9 8%
putative peptidase M16 family potein Toxoplasma gondii VEG 12%
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG64998
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=935652
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG99738
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG99738
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1074873
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applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_EPR58872
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=507601
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFH10061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=933077
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_PUA87383
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=943120
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_ESS30954
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=432359

mitochondrial processing peptidase Toxoplasma gondii VAND 12%

peptidase M16 family potein, putative Toxoplasma gondii ME49 12%

putative transmembrane protein Toxoplasma gondii RUB 6%

hypothetical protein TGARI_314850B Toxoplasma gondii AR 6%
Anexo Il

Especificidad de TLN1, posterior al alineamiento multiple frente a

Homo sapiens

Proteina (Homo sapiens) Especificidad
insulin-degrading enzyme isoform X7 37%
insulin-degrading enzyme isoform X5 37%
insulin-degrading enzyme isoform X6 35%
insulin-degrading enzyme isoform X8 33%
insulin-degrading enzyme isoform 3 50%
insulin-degrading enzyme isoform X2 50%
Cryo-EM structure of human insulin degrading enzyme in complex with FAB 44%
H11-E heavy chain, FAB H11-E light chain and insulin

insulin-degrading enzyme isoform X3 48%
The structure of cysteine-free human insulin degrading enzyme 44%
Chain A, Insulin-degrading enzyme 44%
Crystal structure of human insulin-degrading enzyme in complex with amyloid- 46%
beta (1-42)

insulin-degrading enzyme isoform 1 46%
Chain A, Insulin-degrading enzyme 44%
Structure of Cysteine-free Human Insulin Degrading Enzyme in Complex with 44%
Macrocyclic Inhibitor

Crystal structure of human insulin-degrading enzyme in complex with insulin 44%
insulin-degrading enzyme isoform 5 44%
insulin-degrading enzyme isoform X1 46%
Crystal structure of insulin degrading enzyme complexed with inhibitor tert- 44%
butyl [(2S)-2-(2,5-difluorophenyl)-3-(quinolin-3-yl)propyl]carbamate

Substrate-free IDE structure in its closed conformation 44%
Chain A, Insulin-degrading enzyme 44%
Chain A, Insulin-degrading enzyme 35%
unnamed protein product 44%
insulin-degrading enzyme 42%
insulin-degrading enzyme isoform 4 46%
nardilysin 31%
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFH07458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=933077
applewebdata://6F6FEB0E-2164-4B05-9CEC-F46D473B5846/#RANGE!alnHdr_XP_018635798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=508771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KFG66281
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=935652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_KYF40132
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1074872
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_047281128
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_047281129
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_XP_047281131
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001309722
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_016871679
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_6B70_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_6B70_A
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_047281126
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_3QZ2_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_3HGZ_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_2WK3_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_2WK3_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_004960
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_3E4Z_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_4LTE_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_4LTE_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_2WBY_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001309724
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_047281125
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_4PES_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_4PES_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_2JG4_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_2G47_A
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_3CWW_A
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BAG35668
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAA52712
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001309723
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAL15441

nardilysin convertase

31%

unnamed protein product 31%
NRD convertase 31%
NRD1 protein 31%
nardilysin isoform b precursor 31%
NRD1 convertase 31%
unnamed protein product 31%
nardilysin convertase 31%
nardilysin isoform a 31%
NRD2 convertase 31%
nardilysin convertase 31%
nardilysin isoform c [ 31%
nardilysin isoform 31%
nardilysin (N-arginine dibasic convertase), isoform CRA_b 31%
nardilysin (N-arginine dibasic convertase), isoform CRA_a 31%
insulin degrading enzyme 14%
insulysin variant 21%
apolipoprotein A-IV precursor 10%
apolipoprotein A-IV precursor 8%
Dimeric apoA-IV 8%
apolipoprotein A-IV precursor 8%
Apolipoprotein A-IV 8%
insulin-degrading enzyme isoform 2 8%
insulin-degrading enzyme isoform 6 8%
regulator of G-protein signaling 3 isoform 11 8%
regulator of G-protein signaling 3 isoform 8 precursor 8%
RecName: Full=Regulator of G-protein signaling 3; Short=RGP3; Short=RGS3 8%
Regulator of G-protein signaling 3 8%
unnamed protein product 8%
regulator of G-protein signaling 3 isoform 12 8%
PDZ-RGS3 8%
RGS3 isoform PDZ-RGS3 8%

Anexo Il

Especificidad de TLN1, posterior al alineamiento multiple frente a

Mus muscus
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applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_KAI2517104
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BAG63862
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC39597
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_AAH08775
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001095132
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CAA63698
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BAG61292
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_KAI2517102
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_002516
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CAA63694
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_KAI2517103
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001229290
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAQ63406
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_EAX06805
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_EAX06804
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_KAI2556633
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BAD92441
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAA51748
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_000473
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_3S84_A
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAA96731
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_AAH74764
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001159418
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001309726
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001381096
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_NP_001269852
applewebdata://FC3DF58E-6410-46D6-A74B-ADAF56018FAD/#RANGE!alnHdr_P49796
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAH42555
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BAG54130
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_652759
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAL68829
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAM33255

Proteina (Mus musculus)

Especificidad

insulin-degrading enzyme isoform X2 48%
RecName: Full=Insulin-degrading enzyme; AltName: Full=Insulin protease; 45%
Short=Insulinase; AltName: Full=Insulysin
insulin-degrading enzyme 45%
insulin-degrading enzyme isoform X1 35%
Nardilysin, N-arginine dibasic convertase, NRD convertase 1 31%
nardilysin isoform 2 precursor 31%
nardilysin isoform 1 31%
nardilysin isoform 3 31%
unnamed protein product 23%
unnamed protein product 6%
Anexo IV
Alineamiento multiple PPA Vs Toxoplasma gondii

Proteina Toxoplasma gondii  Inicio  Final Longitud  Péptido Especificidad
TLN1 VAND 862 870 9 VLELIMHPH 9de9

FOU

TgCATBr9

CoUG

ME49

VEG

RUB

GT1

ARI

TgcCatPRC2

CAST

p89

MAS

GAS2-2007-GAL-

DOM2
Hypothetical ME49 18 26 9 VLEL**HPH 7 de 9*
protein 222192 GT1

TgcCatPRC2
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_036017339
applewebdata://1F6840D8-10EB-4082-AC00-9D578501313F/#RANGE!alnHdr_Q9JHR7
applewebdata://1F6840D8-10EB-4082-AC00-9D578501313F/#RANGE!alnHdr_Q9JHR7
applewebdata://1F6840D8-10EB-4082-AC00-9D578501313F/#RANGE!alnHdr_NP_112419
applewebdata://1F6840D8-10EB-4082-AC00-9D578501313F/#RANGE!alnHdr_XP_036017334
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAH26832
applewebdata://1F6840D8-10EB-4082-AC00-9D578501313F/#RANGE!alnHdr_NP_666262
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001334098
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001333483
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BAE20579
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BAC26288

VAND

RUB
VEG
TPA: hypothetical VEG 18 26 9 VLEL**HPH 7 de 9*
protein
BN1205_052925
Hypothetical MAS 18 26 9 VLEL**HPH 7 de 9*
protein 222192A COUG
ARI
DNA polymerase GAB2-2007-GAL- 1475 1479 5 IMHPH 5de9
(pol2) superfamily ~ DOM2
protein TgCATBr9
GT1
ME49
RUB
VAND
MAS
CouG
ARI
p89
DNA polymerase Toxoplasma gondii 1475 1479 5 IMHPH 5de?9
alpha catalytic
subunit
DNA-directed RNA  CAST 1141 1147 7 +LIM*PH 5de 9*
Egg’zmerase i ME49 1137 1143 7 +LIM*PH 5 de 9*
GT1 1133 1139 7 +LIM*PH 5de 9*
RUB 1133 1139 7 +LIM*PH 5de 9*
CouG 1132 1138 7 +LIM*PH 5de 9*
VEG 1129 1135 7 +LIM*PH 5de 9*
TPA: DNA-directed VEG 1119 1125 7 +LIM*PH 5de 9*
RNA polymerase llI
subunit,putative
DNA-directed RNA  ME49 1048 1054 7 +LIM*PH 5de 9*
g‘;'g;qerase I COUG 1048 1054 7 +LIM*PH 5 de 9*
ARI 840 846 7 +LIM*PH 5de 9*
FOU 231 237 7 +LIM*PH 5de 9*
TgCATBr9 211 217 7 +LIM*PH 5de 9*
ARI 211 217 7 +LIM*PH 5de 9*
Clathrin heavy ME49 1417 1421 5 LIMHP 5de 9
chain, putative
Chaini, clathrind6  MAS 1417 1421 5 LIMHP 5de9
coatwithauxilinj- “Gas2 5007-GAL- 639 643 5 LIMHP 5de9

domain

DOM?2
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p89

Putative clathrin CouUG 627 631 5 LIMHP 5de9
heavy chain
Chain i, clathrind6  RUB 639 643 5 LIMHP 5de9
coat with auxilin j- = g 627 631 5 LIMHP 5de9
domain, partial
4-alpha- ME49 13 17 5 LIMHP 5de9
glucanotransferase RUB
ARI
GT1
Chain i, clathrindé  FOU 328 332 5 LIMHP 5de9
coat with auxilin j-
domain, partial
Putative clathrin TgCATBr9 168 172 5 LIMHP 5de9
heavy chain,
partial
Hypothetical COUG 423 427 5 LELIM 5de?9
protein 285480 ARI 413 417 5 LELIM 5de9
GT1
ME49
MAS
VEG 412 416 5 LELIM 5de9
RUB
CAST 410 414 5 LELIM 5de9
TgcCatPRC2 427 431 5 LELIM 5de9
Serine/threonine ME49 243 247 5 LELIM 5de9
protein TgcCatPRC2
phosphatase
GT1
FOU
CouUG
p89
TgCATBr9
Putative ATP- GAB2-2007-GAL- 2781 2788 8 VL+LI*MH 6 de 9*
binding surface DOM2
antigen
Hypothetical ME49 2661 2668 8 VL+LI*MH 6 de 9*
protein 288960 GT1
Putative ATP- VAND 2661 2668 8 VL+LI*MH 6 de 9*
binding surface ARI
antigen
MAS
CouUG
VEG
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TgcCatPRC2

RUB
RPAP1 family, C- RUB 314 323 10 L+L***MHPH 6 de 9*
terminal protein ME49

p89

VAND

ARI

MAS

FOU

TgcCatPRC2

COUG

CAST

Alineamiento multiple PPA Vs Homo sapiens

Proteina (Homo sapiens) Inicio Final Longitud  Péptido Especificidad
glutathione S-transferase A4 103 110 8 LEL*IMHP 7 de 9*
glutathione S-transferase A4 66 73 8 LEL*IMHP 7 de 9%
isoform X2
unnamed protein product 47 54 LEL*IMHP 7 de 9*
glutathione S-transferase A4, 66 73 8 LEL*IMHP 7 de 9*
isoform CRA_c, partial
GSTA4 protein 10 17 LEL*IMHP 7 de 9*
WD repeat-containing protein 90 1607 1614 8 EL*MHPH 6 de 9*
isoform X1
WD repeat-containing protein 90 1517 1524 8 EL*MHPH 6 de 9*
WD repeat-containing protein 90 720 727 8 EL*MHPH 6 de 9*
isoform X2
hCG1985539, isoform CRA_e 116 123 8 EL*MHPH 6 de 9*
WDR90 protein 116 123 8 EL*MHPH 6 de 9*
hCG1985539, isoform CRA_a 116 123 8 EL*MHPH 6 de 9*
unnamed protein product 116 123 8 EL*MHPH 6 de 9*
hCG1985539, isoform CRA_h 1 8 8 EL*MHPH 6 de 9*
protein CFAP20DC isoform 7 344 348 5 EL*MHPH 6 de 9*
FLJ42117 protein, isoform CRA_i 344 348 5 EL*MHPH 6 de 9*
protein CFAP20DC isoform 1 289 293 5 IMHPH 5de9
FLJ42117 protein, isoform CRA_e 344 348 5 IMHPH 5de9
FLI42117 protein, isoform CRA_g 344 348 5 IMHPH 5de9
protein CFAP20DC isoform X3 344 348 5 IMHPH 5de9
protein CFAP20DC isoform X4 344 348 5 IMHPH 5de9
protein CFAP20DC isoform X5 344 348 5 IMHPH 5de9
protein CFAP20DC isoform X6 219 223 5 IMHPH 5de9
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protein CFAP20DC isoform X7 344 348 5 IMHPH 5de9

protein CFAP20DC isoform X8 165 169 5 IMHPH 5de9

protein CFAP20DC isoform 2 139 143 5 IMHPH 5de9

protein CFAP20DC isoform 3 219 223 5 IMHPH 5de9

unnamed protein product 34 38 5 IMHPH 5de9

protein CFAP20DC isoform 4 34 38 5 IMHPH 5de9

Olfactory receptor, family 2, 135 139 5 IMHPH 5de9

subfamily Y, member 1

olfactory receptor, partial 68 72 5 IMHPH 5de9

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 606 611 L+LIMH 5 de 9*

X1

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 606 611 6 L+LIMH 5de 9*

1

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 606 611 6 L+LIMH 5 de 9*

X2

unnamed protein product 516 521 6 L+LIMH 5 de 9*

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 444 449 L+LIMH 5 de 9*

X3

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 444 449 6 L+LIMH 5 de 9*

2

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 606 611 6 L+LIMH 5 de 9*

X4

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 306 311 6 L+LIMH 5 de 9*

X5

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 306 311 6 L+LIMH 5 de 9*

3

3'-5' RNA helicase YTHDC2 isoform 138 143 6 L+LIMH 5 de 9*

3

PAX5/FOXP1 fusion protein 469 474 6 LIM*PH 5 de 9*

myxovirus (influenza virus) 388 392 ELIMH 5de9

resistance 2 (mouse), isoform

CRA b

interferon-induced GTP-binding 377 381 5 ELIMH 5de9

protein Mx2

zinc finger protein 81 (HFZ20), 397 401 5 ELIMH 5de9

isoform CRA_b, partial

forkhead box P1, isoform CRA_e 298 303 6 LIM*PH 5 de 9*

forkhead box protein P1 isoform d 269 274 6 LIM*PH 5 de 9*

p78-related protein, partial 349 353 5 ELIMH 5de9

forkhead box P1, isoform CRA_b 269 274 6 LIM*PH 5 de 9*

unnamed protein product 269 274 6 LIM*PH 5 de 9*

forkhead box protein P1 isoform a 269 274 6 LIM*PH 5 de 9*

forkhead box protein P1 isoform j 268 273 6 LIM*PH 5 de 9*
Alineamiento multiple PPA Vs Mus musculus

Proteina (Mus musculus) Inicio Final Longitud Péptido Especificidad
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probable G-protein coupled 227 233 LE*IMHP 6 de 9*
receptor 83 isoform X1

glucocorticoid induced 227 233 LE*IMHP 6 de 9*
receptor, partial

probable G-protein coupled 190 196 LE*IMHP 6 de 9*
receptor 83 isoform X2

WD repeat-containing 1661 1668 EL*MHPH 6 de 9*
protein 90

RecName: Full=WD repeat- 1643 1650 EL*MHPH 6 de 9*
containing protein 90

mKIAA1924 protein, partial 1551 1558 EL*MHPH 6 de 9*
mCG17671, isoform CRA_a 1444 1451 EL*MHPH 6 de 9*
Wdr90 protein 533 540 EL*MHPH 6 de 9*
Wdr90 protein, partial 432 439 EL*MHPH 6 de 9*
Wdr90 protein, partial 230 237 EL*MHPH 6 de 9*
3'-5' RNA helicase YTHDC2 621 626 L+LIMH 5 de 9*
3'-5' RNA helicase YTHDC2 306 311 L+LIMH 5 de 9*
isoform X1

mCG11938 231 236 L+LIMH 5 de 9*
3'-5' RNA helicase YTHDC2 65 70 L+LIMH 5 de 9*
isoform X2

mCG21053, isoform CRA_a 615 619 LIMHP 5de9
Bifunctional heparan sulfate 615 619 LIMHP 5de9
N-deacetylase/N-

sulfotransferase 3

heparan sulfate N- 615 619 LIMHP 5de9
deacetylase/N-

sulfotransferase 3

bifunctional heparan sulfate 615 619 LIMHP 5de9
N-deacetylase/N-

sulfotransferase 3 isoform 1

forkhead box protein P1 299 304 LIM*PH 5 de 9*
isoform X8

forkhead box protein P1 299 304 LIM*PH 5 de 9*
isoform X1

forkhead box protein P1 298 303 LIM*PH 5 de 9*
isoform X2

forkhead box protein P1 299 304 LIM*PH 5 de 9*
isoform X3

forkhead box protein P1 297 302 LIM*PH 5 de 9*
isoform 1

forkhead box protein P1 298 303 LIM*PH 5 de 9*
isoform 4

forkhead box protein P1 265 270 LIM*PH 5 de 9*

isoform 2
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forkhead box P1 299 304 6 LIM*PH 5 de 9*

Ndst3 protein 615 619 5 LIM*PH 5 de 9*

forkhead-related 297 302 6 LIM*PH 5 de 9*

transcription factor 1B

forkhead box protein P1 169 174 6 LIM*PH 5 de 9*

isoform X5

forkhead box protein P1 168 173 6 LIM*PH 5de 9*

isoform 3

forkhead box protein P1 169 174 6 LIM*PH 5 de 9*

isoform X7

unnamed protein product, 122 127 6 LIM*PH 5de 9*

partial

unnamed protein product 200 204 5 LIMHP 5de9

bifunctional heparan sulfate 200 204 5 LIMHP 5de9

N-deacetylase/N-

sulfotransferase 3 isoform 2

forkhead-related 47 52 6 LIM*PH 5de9

transcription factor 1C

unnamed protein product 61 66 6 LIM*PH 5de9

GC Binding Protein - 23b 17 30 14 LELI******XMH 7 de 9*
P

unnamed protein product 215 220 6 EL*MHP 5de 9*

26S proteasome non-ATPase 215 220 6 EL*MHP 5 de 9*

regulatory subunit 13

unnamed protein produc 215 220 6 EL*MHP 5 de 9*

glutathione S-transferase P- 24 29 6 LI+HPH 5 de 9*

like isoform X2

DNA segment, Chr 19, 319 323 5 LELIM 5de9

Brigham & Women's

Genetics 1357 expressed,

isoform CRA _a

DNA segment, Chr 19, 315 319 5 LELIM 5de9

Brigham & Women's

Genetics 1357 expressed,

isoform CRA_b, partial

pumilio homolog 3 302 306 5 LELIM 5de9

RecName: Full=Pumilio 301 305 5 LELIM 5de9

homolog 3

mKIAA0020 protein, partial 150 154 5 LELIM 5de9

unnamed protein product 144 148 5 LELIM 5de9

DNA damage-binding 324 331 8 L*LI*HPH 6 de 9*

protein 2 isoform 1

damage specific DNA 236 243 8 L*LI*HPH 6 de 9*

binding protein 2, isoform
CRA_D, partial
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FGFR1 oncogene partner 2 97 101 5 LELIM 5de9
homolog isoform 1

unnamed protein product 97 101 5 LELIM 5de9
D19Bwg1357e protein 144 148 5 LELIM 5de9
damage specific DNA 138 145 8 L*LI*HPH 6 de 9*
binding protein 2, isoform

CRA_c, partial

unnamed protein product, 80 84 5 LELIM 5de9
partial

unnamed protein product 101 105 5 LELIM 5de9
FGFR1 oncogene partner 2 97 101 5 LELIM 5de9
homolog isoform 2

unnamed protein product 97 101 5 LELIM 5de9
suppressor of IKBKE 1 101 105 5 LELIM 5de9
unnamed protein product 101 105 5 LELIM 5de9
huntingtin-interacting 95 99 5 LELIM 5de9
protein K

unnamed protein product, 90 94 5 LELIM 5de9
partial

unnamed protein product, 110 117 8 VLE*I*HP 6 de 9*
partial

proliferation marker protein 2453 2462 10 EL***IMHP+ 6 de 9*
Ki-67

proliferation marker protein 2309 2318 10 EL***IMHP+ 6 de 9*
Ki-67 isoform X1

Ki-67 2213 2222 10 EL***IMHP+ 6 de 9*
proliferation marker protein 2133 2142 10 EL***IMHP+ 6 de 9*
Ki-67 isoform X2

phosphoinositide 3-kinase 399 404 6 LELI+H 5 de 9*
regulatory subunit 4 isoform

X1

phosphoinositide 3-kinase 399 404 6 LELI+H 5 de 9*
regulatory subunit 4

Phosphatidylinositol 3 399 404 6 LELI+H 5 de 9*

kinase, regulatory subunit,
polypeptide 4, p150

mCG4618 399 404 6 LELI+H 5 de 9*
Pik3r4 protein 399 404 6 LELI+H 5 de 9*
Pik3r4 protein 399 404 6 LELI+H 5 de 9*
unnamed protein product 399 404 6 LELI+H 5 de 9*
sodium-dependent 20 25 6 L*LIMH 5 de 9*
phosphate transport protein

3 isoform X1
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sodium-dependent
phosphate transport protein
3isoform 1

20

25

L*LIMH

5de9*

sodium-dependent
phosphate transport protein
3isoform X3

20

25

L*LIMH

5 de 9%*

sodium-dependent
phosphate transport protein
3 isoform X4

20

25

L*LIMH

5 de 9*

sodium-dependent
phosphate transport protein
3 isoform X5

20

25

L*LIMH

5 de 9*

sodium-dependent
phosphate transport protein
3isoform 2

20

25

L*LIMH

5 de 9%*

solute carrier family 17
(sodium phosphate),
member 2, isoform CRA_d,
partial

78

83

L*LIMH

5 de 9*

solute carrier family 17
(sodium phosphate),
member 2, isoform CRA_b

20

25

L*LIMH

5 de 9*

solute carrier family 17
(sodium phosphate),
member 2, isoform CRA ¢,
partial

78

83

L*LIMH

5 de 9%

sodium-dependent
phosphate transport protein
3 isoform X7

20

25

L*LIMH

5de 9*

sodium-dependent
phosphate transport protein
3 isoform X8

20

25

L*LIMH

5de9*

sodium-dependent
phosphate transport protein
3 isoform X9

20

25

L*LIMH

5 de 9*

unnamed protein product

128

138

11

VLELI****Hp

7 de 9*

2,4-dienoyl-CoA reductase
[(3E)-enoyl-CoA-producing],
mitochondrial precursor

128

138

11

VLELI****Hp

7 de 9*

2,4-dienoyl CoA reductase 1,
mitochondrial

128

138

11

VLELI****Hp

7 de 9*

2,4-dienoyl-CoA reductase,
mitochondrial isoform X1

78

88

11

VLELI****Hp

7 de 9*

fertilization antigen-1

63

69

LE*I+HP

5 de 9*

mCG1041360

31

36

LELI+H

5 de 9*

lipopolysaccharide-
responsive and beige-like
anchor protein isoform X1

614

619

VL*LIMH

6 de 9*
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lipopolysaccharide-
responsive and beige-like
anchor protein isoform X2

1852

1857

V*EL+M

5 de 9*

lipopolysaccharide-
responsive and beige-like
anchor protein isoform X3

614

619

VL*LIMH

6 de 9*

lipopolysaccharide-
responsive and beige-like
anchor protein isoform X4

614

619

VL*LIMH

6 de 9*

RecName:
Full=Lipopolysaccharide-
responsive and beige-like
anchor protein; AltName:
Full=Beige-like protein

614

619

VL*LIMH

6 de 9*

lipopolysaccharide-
responsive and beige-like
anchor protein isoform
alpha

614

619

VL*LIMH

6 de 9*

nipped-B-like protein
isoform a

2167

2172

VLEL*M

5de9*

LBA isoform beta

614

619

VL*LIMH

6 de 9*

lipopolysaccharide-
responsive and beige-like

anchor protein isoform beta

614

619

VL*LIMH

6 de 9*
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