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RESUMEN

La oxido nitrico sintetasa NOS es una enzima bien descrita en mamiferos, en los dltimos afios se ha estudiado en protozoos pero atin se
desconoce aspectos importantes de su funcién en estos organismos. En este trabajo se logré producir anticuerpos policlonales con la
proteina recombinante con actividad Oxido Nitrico Sintetasa (NOS-Tg-r) de Toxoplasma gondii e inmunomarcar sus taquizoitos. Se
utilizé6 como modelo animal conejos Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus), dos como objeto de estudio (conejo 1 y conejo 2), cuatro
como control negativo (conejo 3 al conejo 6). Se inmunizd por via intramuscular con la proteina NOS-Tg-r, y dos tipos de adyuvantes:
hidréxido de aluminio y adyuvante de Freund (completo e incompleto), se realizaron cuatro inoculaciones a cada uno, conejo 1 con
hidréxido de aluminio y conejo 2 con adyuvante de Freund. Se comprobd la presencia de anticuerpos policlonales en diferentes
diluciones del suero (1:20, 1:50 y 1:100) por medio de la técnica de Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) indirecto, el suero pre-inmune
de los seis conejos fue el control negativo. Los resultados de las absorbancias obtenidas a 410 nm mostraron que la inoculacién de la
proteina NOS-Tg-r con Adyuvante de Freund tuvo mayor respuesta inmune que el de la NOS-Tg-r con hidréxido de aluminio y la
dilucién 6ptima del suero fue de 1:20 (p <0.005). Para verificar la reaccién cruzada con los adyuvantes o con otras proteinas
recombinantes o no, se realizé una ELISA indirecta usando como antigeno: metaloproteasa de 7. gondii recombinante, cisteina proteasa
5 de Entamoeba histolytica recombinante (EhCP5r), albiimina al 2%, hidréxido de aluminio y adyuvante de Freund, como anticuerpos
primarios los sueros preinmunes y el suero obtenido en la octava semana post inoculacién. Los valores en los sueros preinmune y de las
proteinas no superaron el cut-off (0.069), indicando asi que los anticuerpos policlonales obtenidos son especificos para la proteina NOS-
Tg-r. Ademas se realizé inmunomarcaje en taquizoitos de Toxoplasma gondii por medio de la técnica de inmunofluorescencia indirecta
con los sueros con mayor titulo de anticuerpos segun valores de absorbancia (octava semana post inoculacién) en diluciones 1:10, 1:50
mostrando un marcaje difuso a nivel de citoplasma sugiriendo la presencia de esta proteina en el taquizoito.
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ABSTRACT

The nitric oxide synthase enzyme NOS is well described in mammals. In the past years has been studied in protozoa but it is still unknown
important aspects of their role in these organisms. This aim of this work was to produce polyclonal antibodies against the recombinant nitric
oxide synthetase protein (NOS-Tg-r) of Toxoplasma gondii and to immunolocalize this protein in tachyzoites. It was used as animal model New
Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus), two as an object of study (1 bunny rabbit and 2), four as a negative control (3 rabbit to rabbit 6). It
immunized intramuscularly with the NOS protein-Tg-r, and two types of adjuvants: aluminium hydroxide and Freund's adjuvant (complete and
incomplete), four inoculations to everyone, rabbit 1 with aluminium hydroxide and rabbit 2 with Freund's adjuvant. We found the presence of
polyclonal antibodies in different dilutions of serum (1:20, 1:50 and 1:100) through the technique of enzyme immundassay assay (ELISA), the
pre-immune serum of six rabbits was control negative. The results obtained from the absorbance at 410 nm showed that the inoculation of the
protein NOS-Tg-r with Freund's Adjuvant had increased immune response to the NOS-Tg-r with 0,005). To verify aluminium hydroxide and
dilution optimal serum was 1:20 (p< 0.002) the cross-reaction with adjuvant or other recombinant proteins or not, we undertook an indirect
ELISA using antigen: metaloproteasa 7. gondii recombinant cysteine protease 5 of Entamoeba histolytica recombinant (EhCP5r), albumin 2%,
aluminium hydroxide and Freund's adjuvant, as primary antibodies in the sera preinmunes serum obtained in the eighth week post-inoculation.
The values in sera preinmune and proteins not exceeded the cut-off (0,069), thus indicating that earned polyclonal antibodies are specific to the
NOS protein-Tg-r. In addition took place in inmunemarked taquizoitos Toxoplasma gondii through the indirect immunofluorescence technique
with serum antibody more title as absorbance values (eighth week after inoculation) in dilutions 1:10, 1:50 showing a marking diffuse level
cytoplasm of suggesting the presence of this protein in the taquizoito .




INTRODUCCION

En Colombia la toxoplasmosis congénita se presenta cada afio
entre 2 a 10 por cada 1.000 recién nacidos, y por falta de
intervencion terapéutica, cada afio nacen entre 800 a 3.000 bebes
infectados con Toxoplasma gondii (1, 2). Como consecuencia del
impacto sobre la salud visual, la toxoplasmosis en la segunda
causa de ceguera infantil en nuestro pafs (3) y ademds presenta
gran impacto sobre la poblacién de inmunosuprimidos, ya que la
toxoplasmosis cerebral es la causa mds frecuente de lesiones
cerebrales focales en las personas VIH positivo (4).

Una de las principales causas de la permanencia de la infeccién en
las poblaciones es que atin hay desconocimiento de la biologia del
pardsito y su interaccién con el hospedero, un ejemplo de esto es
la falta de informacién sobre la enzima oxido nitrico sintetasa
(NOS) en este protozoo. Esta enzima estd presente en todos los
organismos vivos y cumple diferentes funciones como segundo
mensajero de diversas rutas metabdlicas celulares entre otras (5).
Aunque su estudio ha abarcado ampliamente a los mamiferos, en
los ultimos afios se ha empezado a estudiar en algunos
invertebrados como moluscos, ardcnidos y en microorganismos
unicelulares como bacterias y protozoos. Existen reportes de las
actividades de NOS en protozoarios tales como Plasmodium (6),
Trypanosoma cruz (7), Leishmania (8), Tetrahymena (9),
Toxoplasma gondii (10) y Entamoeba histolytica (11).

En el 2005 Gutiérrez y Goémez (2005) identificaron un gen
putativo para una oxido nitrico sintetasa atipica en el genoma de
Toxoplasma gondii; posteriormente obtuvieron una proteina
recombinante a partir del ADN de 7. gondii, la cual presentd
actividad NOS (datos por publicar). Por otro lado la literatura cita
que T. gondii se ve afectado por la exposiciéon al oxido nitrico
(NO) proveniente de NOS inducible encontrada en los macréfagos
del hospedero, llevdndolo a un cambio de estadio de taquizoito a
bradizoito, siendo este ultimo el estado de latencia del pardsito
(12). Sin embargo no se conoce a profundidad el comportamiento
bioldgico de dicha proteina dentro del pardsito ni tampoco su
inmunogenicidad.

La deteccién inmunoquimica, en general, se basa en la produccién
de anticuerpos especificos (policlonales o monoclonales) para una
determinada especie, suponiendo que esta contenga grupos
antigénicos diferenciados; estos anticuerpos son de gran interés en
diagndstico e investigacion cientifica; por tanto, hoy en dia se
hace mds exigente no solo su calidad sino también la metodologia
empleada para su produccién (13). Los conejos son los animales
mas empleados en la obtencién de anticuerpos policlonales,
debido a que son de ficil manejo y mantenimiento, generan un
buen nimero de anticuerpos en suero y responden bien contra una
gran variedad de antigenos (14).

En la actualidad, el hidréxido de aluminio continda siendo el
adyuvante inmunolégico mds ampliamente utilizado (15). En
1936, Freund desarroll6 una emulsién de agua en aceite mineral
que contiene micobacterias muertas, lo que actualmente se conoce
como adyuvante completo de Freund (ACF) (16). El ACF es uno
de los adyuvantes mds eficaces, pero es muy reactogénico para ser
usado con fines clinicos (17).

Entre las técnicas para inmunodiagndstico mas empleadas son los
ensayos inmuno enzimdticos (ELISA), inmunoflorescencia,
Western Blot entre otras (18) las cual son esencialmente de alta

sensibilidad, que aplicado a estudios taxondmicos, ofrece gran
versatilidad y niveles de deteccion en el orden de hasta
microgramos (19)

Los principales objetivos de este trabajo fueron la produccién de
anticuerpos policlonales contra la proteina NOS-Tg-r, la
comparacion de la actividad inmunogénica de ésta con dos tipos
de adyuvantes: hidréxido de aluminio (AI(OH);) y adyuvante
completo e incompleto de Freund en conejos Nueva Zelanda y la
realizaciéon de inmunomarcaje con estos anticuerpos sobre
taquizoitos de Toxoplasma gondii.

MATERIALES Y METODOS

Procedimientos previos: La proteina fue cedida por el grupo de
parasitologia molecular GEPAMOL del Centro de Investigaciones
Biomédicas, de la Universidad del Quindio. Esta proteina se
obtuvo a partir de la secuencia putativa (Genebank 16188255)
para el gen de la enzima oxido nitrico sintetasa de Toxoplasma
gondii de 237 pb. La proteina NOS-Tg-r producida por el sistema
Baculovirus y purificada a una concentracién de 339,75 pg/ml (5),
comprobada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS- Tricina, indicando un peso de 11,6 kDa.

Inmunizacién de conejos Nueva Zelanda: Se trabajé con un total
de seis conejos de laboratorio (Oryctolagus cuniculus) machos, de
la misma camada, tres meses de edad, que pesaron 2,5 Kg
aproximadamente cada uno. Se inmunizaron dos conejos asi:
conejo 1 con la proteina NOS-Tg-r e hidréxido de aluminio,
conejo 2 con la proteina NOS-Tg-r y adyuvante de Freund
(completo e incompleto). Los cuatro conejos restantes se tomaron
como control negativos (20). Los ensayos con los dos tipos de
adyuvantes se realizaron de la siguiente manera: hidréxido de
aluminio Al (OH); en PBS (tampdn fosfato salino de pH 7,2) y
coadyuvante completo e incompleto de Freund emulsionados en
una mezcla de partes iguales de la proteina (500 pl de proteina,
500 ul de adyuvante) por sitio de inoculacion. Para la primera
inoculacién se utiliz6 el adyuvante completo (ACF) y en las
siguientes inoculaciones incompleto (AIF) (14). Para el trabajo de
animales en laboratorio se siguié lo estipulado en el articulo 87
del Decreto N° 1969 del Ministerio del Medio Ambiente y del
Ministerio de Salud (Titulo V, la investigacién biomédica con
animales).

La emulsién se inyectd intramuscular (i.m) en distintos lugares
del dorso del animal siguiendo el método propuesto en “Guide for
the care and use of laboratory animals” de la Oficina de Bienestar
para Animales de Laboratorio (OLAW por sus siglas en inglés)
(21). Dos semanas después se inocularon con adyuvante
incompleto y dos veces mds cada quince dias. Igual procedimiento
se realiz6 con el hidréxido de aluminio. Cada quince dias
intercalado a la inoculacién se tomaron muestras de sangre para la
extraccion de suero (Tabla 1). La especificidad de respuesta
inmune de la proteina NOS-Tg-r fue aumentada manteniendo los
conejos en condiciones de esterilidad durante 30 dias previos a las
inoculaciones.

Extracciéon y almacenamiento de los sueros: Se tomé una
muestra de sangre de cada conejo de la vena principal de la oreja
usando la técnica de mdxima asepsia. La sangre se colectd en
tubos de ensayo sin anticoagulante se dejé a temperatura ambiente
durante 30 minutos para facilitar la formacién del codgulo, se



centrifugd durante 40 minutos a 4.000 rpm a -4 °C. El suero se
dividié en alicuotas de 2 ml cada una, se almacend en tubos de
ensayo de 3 ml (eppendorf) rotulados con fecha, tratamiento,
semana y se guardé a -4°C hasta su uso y a -20°C para préximos
ensayos.

Deteccion de anticuerpos por Ensayo Inmunoenzimatico
Indirecto: Los sueros obtenidos contra la proteina NOS-Tg-r se
analizaron mediante ELISA indirecto utilizando el protocolo de
Castafio y Sarracent (2002). Se realizé cada ensayo por duplicado.

El recubrimiento de los pozos de la microplaca (Maxisorp® Nunc,
Suiza) se realizé con 339,75 pg/ml de proteina NOS-Tg-r a una
dilucién 1:100 en carbonato-bicarbonato 10 mM, pH 9.6 (STCB)
y se incubd a 37°C por dos horas, se lavé 3 veces con solucién
fosfato salina (PBS) mas Tween 20 al 0.05% (PBS-T). Como
agente bloqueador se usé STCB-Albimina al 1%, incubando a
temperatura ambiente durante toda la noche. Seguidamente se
realiz6 dos lavados con PBS-T. Adicionando 200 pl de cada
muestra (preinmune, segunda, cuarta, sexta y octava semana post-
inoculacién) en diluciones 1:20, 1:50 y 1:100 en PBS-T.
Incubando en cdmara hiimeda a 37°C por dos horas al cabo de las
cuales se realiz6 dos lavados con PBS-T. Adicionando el anti-IgG
de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (SIGMA, USA)
dilucién 1:10000 en STCB. Se Incubd a 37°C por una hora y se
lavé, posteriormente se adiciond el sustrato P-nitrophenyl
phosphate (pNpp - SIGMA), finalmente se incubé a 37°C en
oscuridad, deteniendo la reaccién con NaOH (1 M). Los tiempos
de lecturas fueron a 30, 45 y 60 minutos bajo una longitud se onda
de 410 nm en lector de microplacas (Dynatech MR5000).

Prueba de reaccion cruzada: Se analizé la reaccién cruzada con
distintas proteinas recombinantes obtenidas por el mismo método,
como la metaloproteasa de Toxoplasma recombinante, y la
cisteina proteasa 5 de Entamoeba histolytica recombinante con
cola de histidina (EhCP5r). También se usé, albimina al 2%,
hidréxido de aluminio y adyuvante de Freund, bajo las mismas
condiciones del ELISA indirecto.

Determinacion del punto de corte: Los datos obtenidos fueron
interpretados segtin su densidad 6ptica (DO). El punto de corte
(cut-off) se calculé tomando el promedio de los sueros negativos +
3 desviaciones estandar, para todos los muestras (23) Se considerd
positivos aquellos sueros que presentaron valores de DO por
encima del cut-off. Los sueros control negativos o verdaderos
negativos fueron los sueros de conejo tomados previa inoculacién
de la proteina NOS —Tg-r.

Deteccion de anticuerpos por Inmunofluorescencia Indirecta
(IFI): el inmunomarcaje se llevd a cabo mediante proceso
estandar descrito previamente (24), se utilizé los taquizoitos de la
cepa de referencia RH de T. gondii obtenidos a partir de cultivo
celular en la linea THP1. Los taquizoitos de Toxoplasma gondii se
fijaron en metanol al 100% a -20°C por 3 minutos en laminas de

vidrio, se lavé dos veces con PBS-SFB 1% por 5 minutos. Para
permeabilizar la membrana de los taquizoitos y facilitar la entrada
de los anticuerpos se utilizé Triton X-100 mas suero fetal bovino
(SFB) 1% en PBS pH 7.3 durante 5 minutos a -20°C. Se lavé con
PBS mds SFB 1% durante 5 minutos. Se adicioné 50 pl de
anticuerpo primario a varias diluciones 1:10 y 1:50 en PBS-SFB
1%. Se incubd a 37°C en cdmara himeda por 1 hora. Luego se
realizé dos lavados con PBS mds SFB 1% por 5 minutos y se
adicioné el conjugado anti-IgG de conejo marcado con
isotiocianato de fluoresceina —FITC- (SIGMA, USA). Diluciéon
1:160 (En PBS-azul de Evans (1:10000). Finalmente se lavé con
PBS-SFB por 10 minutos y se observé cada una de las placas en
un microscopio de fluorescencia con luz ultravioleta observando
en 40X y 100X (Micromedica BA2000i).

RESULTADOS

Determinacion de los anticuerpos policlonales contra NOS-Tg-
r en conejo: Los resultados de ELISA en las muestras de suero
revelaron la presencia de anticuerpos especificos para la proteina
NOS-Tg-r. Al analizar y relacionar los diferentes tipos de
tratamientos, diluciones de los sueros y tiempos de revelado, se
observé una diferencia significativa entre ellos (p = 0,002) para
los dos tratamientos (hidréxido de aluminio y adyuvante de
Freund) en dilucién 1:50 y 1:100 de suero no se encontraron
variaciones significativas en la absorbancia (DO), mientras que
para la dilucién 1:20 los valores de absorbancia fueron los
mayores (DO * 0,641) (Figura 1). Con relacién al tiempo de
revelado, el mayor valor de absorbancia siempre se presento
después de 60 minutos para los dos tratamientos (Figura 2). El
cut-off obtenido para las inoculaciones con Proteina NOS-Tg-r e
Hidréxido de aluminio y adyuvante de Freund en dilucién 1:20 y a
60 minutos fue de 0,069 (Figura 3).
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Figura 1. Valores de absorbancia obtenidos para los dos adyuvantes.
Dilucién del suero 1:20, y 60 minutos de revelado. Los sueros control
negativo. A, B, Cy D Son conejos control negativo sin inoculacién.

Prueba de reaccion cruzada. La reactividad de los sueros de
conejo con metaloproteasa de 7. gondii recombinante (DO:

Tabla 1: Protocolo de Inmunizacién y sangrado para la produccion de anticuerpos policlonales para los dos tratamientos.

Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 8
INMUNIZ ACI(’)N XCom XIncom XIncom XIncom
SANGRADO X (Suero-preinmune) X X X X

X" = Adyuvante Completo de Freunds o Hidréxido de aluminio AI(OH)3
X" = Adyuvante Incompleto de Freunds o Hidréxido de aluminio Al(OH)3
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0,05+0,03), cisteina proteasa S5 de Entamoeba histolytica
recombinante (EhCP5r) (DO: 0,057£0,002), albtimina al 2%,
(DO: 0,045+0.06), hidréxido de aluminio, (DO: 0,064+0,003) y
adyuvante de Freund (DO: 0,056+0,002) a través del test de
ELISA estuvo por debajo del cut-off (DO: 0,069). El promedio de
los resultados de densidad dptica para los sueros negativos fue de
0,054+0,010 (Figura 3).

Determinacion de la respuesta inmune por
inmunoflorescencia indirecta. Para el inmunomarcaje de los
anticuerpos policlonales en los taquizoitos se utilizaron los sueros
con mayor absorbancia segiin los valores de ELISA (Octava
semana). Como control negativo se utilizé suero preinmune a las
mismas concentraciones.
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Figura 2. Valores de absorbancia obtenidos a los 30, 45 y 60 minutos
para las inoculaciones con proteina NOS-Tg-r e Hidréxido de aluminio
y adyuvante de Freund en sueros post-inoculacion.

Para la dilucién 1:10 se observé fluorescencia de 70/100 y en
dilucién 1:50 de 30/100. (Figura 4)
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Figura 3 Valores de absorbancia obtenidos para las inoculaciones con
Proteina NOS-Tg-r e hidréxido de aluminio y adyuvante de Freund en
sueros pre y post inoculacién y proteinas problema. Diluciones de
suero 1:20 ( punto de corte: 0,069)

DISCUSION

Anteriormente se han desarrollado anticuerpos policlonales
dirigidos contra proteinas de Toxoplasma gondii utilizando
diferentes protocolos (25, 26) pero de dificil comparacién y
reproducibilidad, en este trabajo se logro estandarizar una
metodologia apropiada para la variedad correspondiente a
antigenos recombinantes, para el sitio de inoculacién y para
diferentes tipos de adyuvantes. Los anticuerpos policlonales
producidos en conejo se han wusado ampliamente en
microorganismos como Toxoplasma gondii, Naegleria fowleri,
Plasmodium falciparum, Pythium insidiosum,  Tripanosoma
brucei y Giardia duodenalis, Orientia tsutsugamushi (22, 27-30,

31) por su facil manejo y mantenimiento, porque generan una gran
cantidad de suero y responden bien a una variedad de antigenos
incluyendo los de tipo recombinante (32).

Figura 4:
Toxoplasa gondii 100X. A- Suero pre-inmune
(control negativo), B- suero octava semana
dilucién 1:10, C- suero octava semana dilucién
1:50

Imunomarcaje de taquizoitos de

Los esquemas de inmunizacién con largos periodos de tiempo y
con refuerzos repetidos incrementan el desarrollo de anticuerpos
afines al antigeno inoculado (33). Por ello, se inmunizaron los
conejos hasta la octava semana de acuerdo a lo reportado por
Garcia y col en el 2005 quienes sugieren inmunizar con antigeno
mds de seis semanas, aplicando cuatro inmunizaciones con
intervalo de dos semanas entre cada una de ellas (27).

Los resultados obtenidos para los dos tipos de adyuvantes
muestran que el complejo adyuvante-proteina tuvo respuesta
inmune siendo evidente segin los valores de absorbancia
detectados en la prueba de ELISA indirecta, mostrando mayores
valores de absorbancia con el adyuvante de Freund tal como se
muestra en la figura 1. Segtin Freund (34) el mecanismo de accién
de este adyuvante se atribuye a la formacién de un depésito en el
sitio de inyeccidén que posibilita la liberacién lenta del antigeno,
con lo que se estimulan las células productoras de anticuerpos.
Aunque este adyuvante no se emplea actualmente en humanos
debido a que ocasiona reacciones locales colaterales como la
formacién de granulomas e inflamacién local, es un buen
adyuvante para animales de laboratorio en dosis moderada (35,
36). En contraste, el hidréxido de aluminio es el tnico de
aprobacion general para uso clinico en humanos (37), una posible
causa de los bajos valores de absorbancia en el tratamiento con
hidréxido de aluminio comparado con el adyuvante de Freund es
que los compuestos a base de aluminio, a pesar de ser
considerados seguros, son adyuvantes a base de agua, débiles,
ligeros y muy poco consistentes en su capacidad de estimular
respuestas inmune (38, 39).



Al comparar los valores de absorbancia en la prueba ELISA de los
sueros post inoculacién proteina NOS-Tg-r y adyuvantes
(hidréxido de aluminio , adyuvante de Freund) con otros trabajos
como el de Trindade y col en el 2002 en donde se obtuvo
anticuerpos policlonales IgG contra Pythium insidiosum en
conejos nueva Zelanda se mostraron mayores valores de
absorbancia en el tratamiento con adyuvante de Freund de 0,626
en la octava semana, mientras que para el tratamiento con
hidréxido de aluminio fue de 0,47 (29), lo que concuerda con el
presente trabajo donde los valores de absorbancia son similares:
0,641 para el adyuvante de Freund y 0,479 con hidréxido de
aluminio. Una conclusién similar la obtuvieron Thomson y col en
1983, quienes compararon diferentes tipos de adyuvante,
mostrando que el adyuvante de Freund indujo mayor respuesta
inmune segun los valores de absorbancia obtenidos (40).

Los valores de absorbancia (Figura 3) para las protefnas de
metaloproteasa de matriz de 7. gondii recombinante, cisteina
proteasa 5 de Entamoeba histolytica recombinante, hidréxido de
aluminio, adyuvante de Freund y albimina 2% se encuentran por
debajo del punto de corte permitiendo descartar una posible
reacciéon cruzada por parte de los anticuerpos policlonales
obtenidos, indicando asi que estos son especificos para la protefna
NOS-Tg-r gracias a la alta especificidad caracteristica tipica de los
anticuerpos (41).

Aunque este trabajo no demuestra la actividad inmunogénica de la
proteina por si sola, si permitié obtener anticuerpos para uso en
inmunomarcaje. Varios estudios han utilizando anticuerpos
policlonales para ensayos en Toxoplasma gondii y el estudio de
proteinas diferentes a la oxido nitrico sintetasa, entre ellos
tenemos el de Stacey y col en el 2006 quienes utilizaron la PhIL1,
una proteina recombinante, localizada en citoesqueleto de T.
gondii (42). Otro trabajo realizado es el de Kshitiz y col en el
2005 quienes usaron con dos isoformas de la enzima hipoxantina
guanina- xantina- fosforibosil transferasa (HXGPRT), una de las
cuales se inmunolocalizé a nivel de la membrana interna compleja
del pardsito (IMC) y la otra en citosol (43). Otras proteinas
recombinantes pequefias como las de choque térmico en 7. gondii
se localizaron en diferentes sitios. Hsp20 se encontré en el
extremo apical del taquizoito, Hsp28 fue encontrada en el interior
de la mitocondria, Hsp29 en membrana y Hsp21 en el citosol del
parésito. Estas protefnas tienen un peso que va de 12 a 43 KD
encontrdndose algunas tanto en taquizoito como en bradizoito. El
tamafio que mds se acerca a la proteina NOS-Tg-r mediante el
western blot realizados por De Miguel y col en el 2005 es la Hsp
20 inoculada en ratén 19KD (44), otras proteina como la GST-
catalasa 57.5KD localizada en nucleo (45), TG-AMA1 54KD
marcada en el extremo apical del taquizoito (30) ROP 18 56 KD
encontrada en el extremo apical del taquizoito (46), pero en la
actualidad no se ha reportado en protozoarios estudios de
actividad inmunogénica de oxido nitrico sintetasas ni su
localizacidén en un estadio del protozoo en particular.

Con respecto a la inmunolocalizacién de la proteina oxido nitrico
sintetasa han sido mas los estudios realizados en células
eucariotas que en procariotas entre ellos tenemos la proteina iNOS
granular en neutréfilos (47), iNOS marcada en citoesqueleto de
macréfagos coinfectados con Mycobacterium tuberculosis (48);
nNOS localizada en glandulas lagrimales de ratén y en filamentos
nerviosos (49,50) y la NOS humana localizada a nivel apical
subcelular en células epiteliales (51) demostrando asi el amplio

rango de localizacién celular y subcelular de la proteina oxido
nitrico sintetasa.

Los resultados obtenidos en el inmunomarcaje muestran la
presencia de la proteina recombinante NOS-Tg-r dispersa en los
taquizoitos de T. gondii, siendo esto de gran interés, puesto que
parti6 de encontrar la secuencia de la protefna mediante
herramientas bioinforméticas (5) para luego comprobar su
inmunogenicidad y poder sugerir su presencia en el taquizoito as{
como la efectividad de la técnica para la detecciéon de esta
proteina.

RECOMENDACIONES

e Realizar ensayos de inmunolocalizacién con microscopio
confocal, en diferentes estadios del pardsito Toxoplasma
gondii.

®  Producir un anticuerpo monoclonal para realizar estudios
mas especificos sobre el epitope causante de la
inmunogenicidad de la proteina NOS-Tg-r.

e  Continuar con los estudios sobre el papel que juega esta
proteina en el metabolismo y virulencia de este protozoo.
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