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1. OBJETIVOS 

 

 

 

 

1.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 

Medir semicuantitativamente los niveles de RNAm del gen de la fosfolipasa A2 

(sPLA2) de Toxoplasma gondii en estadio de taquizoitos con relación a un gen 

transcripción constitutiva (β-Tubulina). 

 

 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Amplificar el gen de  la fosfolipasa sPLA2 a partir de ADN genomico de 

Toxoplasma gondii. 

 

 

Realizar ensayos de RT-PCR para el gen de la fosfolipasa A2 secretoria 

(sPLA2) en Toxoplasma gondii. 

 

 

Determinar la localización física de la fosfolipasa A2 (sPLA2) en el genoma de 

Toxoplasma gondii. 
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2. MARCO TEORICO 

 

2.1 GENOMICA DE Toxoplasma  gondii 

 

Toxoplasma gondii contiene un genoma nuclear de 87Mb repartidos en 13 

cromosomas bien definidos (http://www.toxodb.org/) (12), un genoma 

mitocondrial de 6Kb, y un genoma del apicoplasto de 35Kb (13). Análisis 

poblacionales por medio de polimorfismos en nucleótidos han dividido la 

especie en tres linajes clónales que corresponden a diferencias fenotípicas, 

estos fueron definidos como linajes clonales I, II y III (14). Los aislados del 

parásito de tipo II en su mayoría fueron aislados de humanos (14), por 

contraste el linaje tipo I se encontró en infecciones agudas en ratón (15). Estos 

tres linajes son el resultado de un efecto en “cuello de botella” que ha 

mantenido limitada la recombinación sexual y la propagación en carnívoros 

(14). El genoma nuclear de Toxoplasma gondii es haploide en la mayor parte 

del ciclo de vida del parásito, menos en el gato que presenta una fase diploide 

antes de la meiosis (16). 

 

Los 13 cromosomas bien definidos que tiene el parásito muestran que son muy 

estables y con muy poca variación con respecto al tamaño de los tres tipos 

establecidos (17). En cuanto a la expresión genética, el parásito está 

transcripcionalmente regulado (17). Por medio de esta estrategia se han 

comparado cepas del parásito en diferentes momentos del ciclo vital y se han 

visto diferencias entre la infección aguda y crónica por lo que se observaron 

diferencias en la expresión genética (18). 

 

 

 

 

 

http://www.toxodb.org/
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2.2 FOSFOLIPASA  A2 (PLA2) 

 

La fosfolipasas A2 (PLA2) consisten en una superfamilia de enzimas definidas  

por su habilidad de catalizar la hidrólisis de los enlaces (sn-2) ester en 

glicerofosfolipidos (19). Los productos de la hidrólisis de la reacción de la PLA2 

son ácidos grasos y lisofosfolipidos (20). Los ácidos grasos liberados por las 

PLA2 son semejantes al ácido araquidonico (A.A) y al ácido oleico (0.A), que 

son importantes en el liberamiento de energía, pero más importante es el A.A 

que funciona como un mensajero secundario (21-22) y como el precursor de 

eicosanoides, el cual es un potente mediador de inflamación  y señales de 

transducción (22-23). Otro producto de la acción de la PLA2 son los 

lisofosfolipidos importantes en la señalización celular, remodelando fosfolipidos 

y perturbando la membrana (24-25). Figura. 1. 

0 

 

 

Figura. 1. Especificidad de los diferentes tipos de Fosfolipasas. 
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La actividad enzimática de la PLA2 fue estudiada en 1890 usando veneno 

proveniente de cobras (26) Una PLA2 con propiedades similares fue 

encontrada en grandes cantidades en páncreas de porcinos (27); varias 

investigaciones definieron que esta pequeña  PLA2 secretada es dependiente 

de Ca2 (19). A través de los años más PLA2 fueron descubiertas en veneno y 

jugos pancreáticos de varios animales y estas enzimas fueron inicialmente 

divididas en dos grupos, basados en la posición de sus anillos disulfuro y en un 

único “loops” y extensiones (28-29-30). 

 

Las fosfolipasa conforman una gran familia de enzimas con una amplia gama 

de funciones  fisiológicas y patológicas tales como la digestión de alimentos la 

fertilización, los efectos neurotoxicos, la actividad bacteriana, y la señalización 

celular (31). En 1997 se hizo una clasificación de las PLA2 basadas en las 

secuencias de los genes y desde entonces se han identificado  nuevos grupos  

de PLA2: el grupo X y la acetilhidrolasa, que es un nuevo factor activador de 

plaquetas (PAF) (32). También es reciente la descripción  del grupo VIIB y dos 

nuevas  formas  del grupo IV denominadas β-, que  han sido clasificadas  

como grupos IVB y IVC. Si en lugar  de utilizar  las secuencias del gen  que 

codifica cada una de ellas se tienen en cuenta  sus propiedades biológicas la 

clasificación de las PLA2 se simplifica en dos principales grupos: secretorias y 

no secretorias y estas a su vez se pueden  clasificar en citosolicas calcio 

dependiente (cPLA2 Ca dependiente) y las intracelulares calcio independientes 

(grupo IV) (33). Existe otra clase de PLA2 llamadas PAF acetilhidrolasas, las 

cuales parecen actuar  sobre el PAF y en la oxidación de lípidos (31)La 

superfamilia de las fosfolipasas también se pueden clasificar en dos categorías 

generales. La primera categoría corresponde a las enzimas histinas que son 

secretadas, poseen un gran numero de enlaces disulfuros, con requerimientos 

de Ca2+ para realizar la catálisis y poseen un par His/Asp en su sitio de 

catálisis; esta categoría posee siete grupos de distintas enzimas (19). La 

segunda categoría son las enzimas serinas compuestas por cuatro grupos de 
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enzimas que no requieren Ca2+ y poseen una serina en su sitio de catálisis La 

clasificación de estos grupos se muestra en las Tablas 1 y 2. (19). 

 

Las PLA2 de tipo secretorio (sPLA2) son de baja masa molecular de ≈ 14 a 18 

Kda con una estructura terciaria muy rígida debido a la presencia  de 5 a 8 

enlaces  disulfuros (34) Esto le confiere a la enzima, estabilidad  contra 

proteólisis y resistencia  a la desnaturalización, lo cual permite  retener su 

actividad  en el fluido extracelular donde ellas actúan. Estas PLA2 muestran 

similitud estructural y están ligadas evolutivamente. Estructuralmente  las PLA2 

de baja masa molecular comparten el mismo tipo de hélice α, amino terminal 

anfipático, un mismo sitio de unión al Ca2+ y un mismo sitio activo, el cual 

incluye una triada catalítica  clásica de serina esterasa en la que se encuentran 

puentes de disulfuro. Las sPLA2 son relativamente termoestables y necesitan 

concentraciones de Ca2+ a nivel mM para su actividad (20-34). 

 

Estudios enzimologicos han demostrado que las sPLA2 no forman el 

intermedio  acil característico de las esterasas, pero utilizan la  histidina como 

sitio activo, acompañado de una aspargina  a fin de polarizar un enlace de 

agua el cual ataca el grupo carbonilo (20). 

 

 

2.3 ESTRUCTURA  DEL GEN  FOSFOLIPASA A2  

 

En humanos y en rata se han encontrado genes codificadores de PLA2, las 

cuales han sido clonadas y secuenciadas; en ambas especies se encontró solo 

una copia por genoma haploide, utilizando el análisis de Southern blot (32-33). 

Estos genes contienen 5 exones que codifican entre 124 y 125 aminoácidos en 

proteínas humanas y de rata respectivamente (34). Estas secuencias son 

precedidas por unos 20 a 21 aminoácidos iniciando con un peptido (Metionina), 

el cual posiblemente representa señales de secuencia que median la 

translocacion de las proteínas a través de las membranas microsomales (35),  

la maduración del grupo ll de la sPLA2 de humano y de rata presentan una  
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homologia del 71% en los niveles de nucleótidos y de 67% en los niveles de 

aminoácidos y ambas enzimas poseen aproximadamente 30% de homologia 

con aminoácidos con las respectivas enzimas pancreáticas (36). En contraste 

con la PLA2 de tipo pancreático, el grupo ll de las PLA2 no es una proenzima 

segmentada, indicando que esta enzima no es almacenada y secretada en 

forma zimogena, como es requerida para la activación proteolitica. La 

estructura exón-intrón de los clones genomicos del grupo ll de la PLA2 de 

humano y de rata es muy similar. El intrón 1, 2 y 3 del  gen de rata es  similar 

en longitud a este gen de humano. En contraste, el intrón 4, el cual interrumpe 

la codificación de la treonina (residuo 79), es 1,6kb mas corto a la parte 

correspondiente del gen humano (34). 

 

La posición de los intrones 2, 3 y 4 es precisamente la misma en ambas 

secuencias de cDNA en rata y humano (37). El sitio de iniciación de la 

transcripción del gen de rata fue tentativamente determinado 62pb torrente 

arriba del codon de iniciación de translación. Una secuencia TATA-like  

(TATTTAA) fue encontrada torrente arriba desde el sitio de inicial del mRNA en 

ambos promotores humanos y de rata (38). También presenta otras secuencias 

homologas a las cajas CAAT promotoras en rata (CCAT) y humano (CCAAT). 

Sin embargo, los genes promotores de rata y de humano codificadores del 

grupo ll PLA2 contienen varios elementos oligonucleotidos homólogos a 

secuencias consenso para el enlace de los factores de transcripción que 

posiblemente se involucran en la inducción de los genes  para citoquinas y 

otros componentes (34).  Esta incluye dos copias de activador de  proteína-2 

(AP-2) el cual es un sitio de enlace a un elemento glucocorticoide reconocido y 

un elemento regulatorio de fase aguda. (37-39). 
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2.4 REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL GRUPO II DE LAS 

FOSFOLIPASAS   

 

El grupo ll PLA2 se almacena en gránulos secretorios de plaquetas, mastocitos 

y neutrofilos; estas se liberan rápidamente, en segundos o minutos, bajo 

estimulación de Ca2+ movilizando a su vez a las trombinas, ADP, A23187, o 

FMLP (34). En contraste, los trabajos en la regulación de la expresión del grupo 

ll de las PLA2 han encontrado una variedad de citocinas que pueden modular 

la síntesis y expresión del gen de la sPLA2 en largos periodos de tiempo (horas 

o días) en varios sistemas celulares (37). 

 

Los factores que estimulan la expresión del gen son las citocinas inflamatorias 

como las interleucinas (IL) 1, IL-1, y el factor de necrosis tumoral- (TNF). 

La incubación de células con estas citocinas induce una síntesis potenciada y 

la secreción de prostaglandinas y de PLA2. Esto sugiere que es dependiente 

del tiempo de secreción (34). La adición de actinomicina D o cicloheximida 

suprime completamente la expresión, así como también la secreción de 

citocinas estimulantes de la expresión del gen de PLA2 y la subsecuente 

síntesis de prostaglandinas que indican el desarrollo y síntesis del RNA con 

producción de la proteína en estos procesos (40). El  análisis por  Western blot 

y por Northern blot revela que la cantidad de proteínas PLA2 del grupo ll y su 

mRNA incrementa masivamente en células expuestas a citocinas (40-41). La 

respuesta de la estimulación con IL-1 es dosis dependiente cuando se aplica 

junto con TNF, con una respuesta sinérgica fuerte en los niveles de mRNA en 

las PLA2 y en una actividad de síntesis observada (39-41). Esto sugiere que 

existe un orden específico en los mecanismos moleculares para los 

incrementos en los niveles de mRNA, en las PLA2 del grupo ll mediado por 

citocinas (34). 

 

El control de transcripción en la respuesta inflamatoria por citocinas ha sido 

intensamente estudiado, y estas han venido aclarando que un numero factores 
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de transcripción son ubicados en muchos sistemas celulares diferentes, 

precisamente unos de estos factores es NF- un factor de trascripción con 

multi-subunidades que es activada en respuesta a IL-1, TNF, endotoxinas 

bacteriales y otros varios estímulos, los cuales juegan un papel importante en 

el desarrollo de la inmunidad celular y la respuesta inflamatoria (42).  

 

La expresión del gen de la sPLA2 del grupo ll por IL-1 y TNF es fuertemente 

suprimido por PDTC en manera dosis-dependiente, sugiriendo que el NF, 

coopera con otros factores de trascripción. El NF esta envuelto en la 

regulación de la trascripción del gen  del grupo ll de la PLA2 en la señalización 

celular. En contraste la expresión de las cAMP-activas del gen del grupo ll de 

las PLA2 no es afectada por el PDTC, indicando que las cAMP se activa con 

otros factores nucleares, mas probablemente las CREB, o relacionado con 

proteínas AP-2. Esto es particularmente importante porque esto se observa en 

células del mieloma humano que pueden activar las cAMP y NF (43).   

   

      

2.5 FOSFOLIPASA A2 EN TOXOPLASMA 

 

Las PLA2 favorecen los procesos de invasión de varios microorganismos tales 

como Tripanosoma(44), Entamoaeba(7). Se ha demostrado  que la utilización 

de inhibidores de la PLA2 disminuye la infección por Toxoplasma gondii en una 

línea de fibroblastos humanos (8). 

 

Las sPLA2 tipo IIA participan en el proceso de invasión de Toxoplasma 

gondii.(20) Probablemente su acción ocurre por fluidificación de la membrana o 

por la inducción de la expresión de ciertos receptores de membrana, 

necesarios para la adhesión  del parásito a la célula hospedera. De otro lado, 

Toxoplasma gondii reduce la expresión de las cPLA2 en las fracciones 

citosolicas de las células infectadas y la inhibición de las cPLA2 celulares no 

disminuye el porcentaje de células parasitadas(45). Por lo tanto, a la diferencia 
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de procesos de internalizacion de otros patógenos tales como Salmonella 

tiphimurium, la penetración por Toxoplasma gondii  no implica la cPLA2 celular. 

 

 Es entonces evidente que Toxoplasma gondii utiliza ciertas funciones celulares 

(respuesta de las sPLA2) pero de manera diferente a la observada con otros 

patógenos. Tres isoformas  de PLA2 parecen estar presentes en Toxoplasma 

gondii: dos sPLA2 (Tipo IB y IIB), localizadas  en los organelos secretorios y 

una cPLA2 a nivel del citosol y de la membrana perinuclear. Sin embargo seria 

necesario purificar y caracterizar su actividad enzimática para aclarar  sus 

respectivos papeles. En las células  y en los parásitos  se podría demostrar  si 

la acción de la cPLA2 parasitaria se realiza  a través de la producción  de 

prostaglandinas  y si la actividad de la sPLA2 (celular y parasitaria) se pone en 

marcha por sus prostaglandinas. Para  la confirmación de la existencia  de 

diferentes isoformas de sPLA2 en Toxoplasma gondii (similares a las que 

existen  en células de mamíferos), se deberá realizar el análisis de sus genes y 

posteriormente, la purificación y caracterización  de las enzimas a partir de los 

extractos de los parásitos a fin de determinar su estructura.  

 

Los resultados con los  anticuerpos anti-sPLA2 tipo IA, IIA y anti-cPLA2, 

demuestran sitios de reconocimiento particular y aportan una evidencia 

importante  de la existencia de estas diferentes formas. El papel principal de la 

cPLA2 parasitaria seria  la producción de ácido araquidonico que induce  un 

cambio en la simetría de los fosfolipidos de membrana  y permite la actividad  

de sPLA2. La sPLA2 cumpliría a su vez un papel de fluidificación  de la 

membrana de la célula hospedera, facilitando la invaginación y la entrada 

activa del parásito. El Toxoplasma gondii posee una actividad  MAP kinasa que 

puede intervenir en la activación de su propia cPLA2 (9-38).  

 

La actividad de la sPLA2 en Toxoplasma gondii obtenida de liquido peritoneal 

fue medida en condiciones en presencia de 6mM CaCl2 (2141 ± pmol/min por 

mg) y en ausencia de calcio (2343 ± 310 pmol/min por mg), donde no se 

observaron cambios en la actividad de la PLA2 en ausencia de la calcio. 
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Análisis con la técnica de cromatografía de capa fina arrojo resultados en los 

cuales los niveles de fluorescencia en los sustrados de ambas muestras fueron 

semejantes, con estos resultados se confirma que Toxoplasma gondii no 

requiere de calcio para su actividad (45). 

 

Trabajos anteriores realizando la sonicacion de fracciones de Toxoplasma 

gondii  las cuales son inoculadas  en células hospederas, revelan  una relación 

entre ácidos grasos y lisofosfolipidos, estos ensayos evidenciaron el 

incremento de la penetrancia de Toxoplasma gondii en las células hospederas, 

y la implicación de las proteínas de las roptrías en el proceso de invasión (46). 

 

El tratamiento de taquizoitos con inhibidores de fosfolipasa A2 (4-p-

bromophenacyl bromide y quinacrine)  y con ausencia de calcio en el medio de 

cultivo revelan la inhibición de  la penetración  del taquizoito dentro de los 

macrófagos y disminución del metabolismo del ácido araquidonico, estos 

experimentos demuestran el papel de la fosfolipasa en el parásito en los 

procesos de penetrancia y en la movilización del ácido araquidonico desde la 

membrana fosfolipidica de los macrófagos (47).  

 

Seguidamente algunos trabajos examinaron el papel del IFN gamma en líneas 

celulares de mocitos THP1(8). El estudio verifico el papel de la fosfolipasa 

secretoria A2 y la relación con la protección inducible del IFN gamma, los 

resultados sugieren que el IFN gamma se opone a la invasión por Toxoplasma 

gondii suprimiendo la producción en el parásito de la fosfolipasa A2 (8). 

 

Gracias al trabajos con células mesogliales se ha podido inducir la expresión 

del grupo IIA y grupo V de las sPLA2 y los niveles de RNAm y los de proteínas;  

el estudio cuantifico y analizo  la expresión de ambas proteínas en células 

estimuladas por la técnica de Western Blot, se encontró que entre el 75-80% de 

la cantidad total sintetizada del grupo IIA sPLA2 fue secretada(48). La síntesis 

del grupo V de la sPLA2, sin embargo fue casi exclusivamente intracelular. Se 

realizo también un estudio de localización y rutas de ambas proteínas, usando 
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proteínas de fusión del grupo IIA y grupo V.  Los resultados indicaron que las 

dos enzimas se diferencian en su localización y en las rutas de expresión  a 

nivel celular, esto sustenta la hipótesis de que las enzimas puedan tener 

diferentes funciones (48).    

 

Con la incorporación de herramientas bioinformáticas se ha podido avanzar 

mas en el conocimiento de la funcionabilidad y estructura de este tipo de 

fosfolipasa A2 en Toxoplasma gondii y la búsqueda de genes comparando 

secuencias de dominios (aminoácido-aminoácido) con lo cual se han 

identificado secuencias en ADN genómico de Toxoplasma, Los hallazgos de 

dos genes de PLA2 en Toxoplasma gondii confirman la existencia de diferentes 

isoformas de esta superfamilia de enzimas en este protozoo. La búsqueda de 

homologias en PlasmoDB (http://www.plasmodb.org/) (49), demostró la 

existencia de secuencias homologas también en Plasmodium (10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.plasmodb.org/
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3. METODOLOGÍA 

 

 

3.1  METODOLIGIA IN SILICO 
 
3.1.1  Análisis Bioinformático de la Secuencia de Fosfolipasa A2 
 

La secuencia de la Fosfolipasa A2 se obtuvo en la base de datos mundial  

(Genbank www.ncbi.nlm.nih.gov) (50) anotada previamente por Gómez-Marín 

JE, Gutiérrez-Escobar A, con el código de ingreso. [gi: 34232161] ,a esta 

secuencia se  le realizo un Blast en el programa TOXODB (http://toxodb.org/) 

(12) con la  finalidad de, encontrar homologia con las secuencias almacenadas 

en la base de datos de Toxoplasma  gondii. Los parámetros estadísticos 

utilizados fueron Expect 1e-20 y un cutoff de 60. Posteriormente se observaron 

los resultados en GBrowse (http://www.toxodb.org/cgibin/gbrowse/tgondii) (51); 

el cual revela la ubicación especifica de la secuencia en el genoma de 

Toxoplasma gondii.     

 

3.1.2 Selección de Cebadores para PCR 

 

La obtencion de los cebadores para la realización de la PCR y RT-PCR 

especificos para la secuencia de la fosfolipasa A2 (sPLA2) se obtuvieron 

gracias al trabajo de Gómez J. E., Gutierrez A., Pszenny V., Carruthers V. 2003 

(10). 

 

Bunphos  1  Primer directo   5’CCCGGCAAAGAGTAAAGAAAT  3’ 

Bunphus 2 Primer reverso: 5’GCGGAACAGAGAGAAGCATA3’, el tamaño 

esperado era de 219 Pb en ADN genómico de Toxoplasma 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://toxodb.org/


 13 

 

3.2  METODOLOGIA IN VIVO 

 

3.2.1  Obtención de Taquizoitos  

 

Se utilizaron taquizoitos de la cepa RH de Toxoplasma gondii obtenidos a partir 

de cultivo en ratón cepa ICR, realizando pases en ratón 2×105 parásitos en 

200µl, con una posterior recuperación a través de lavado peritoneal con 

solución de fosfato salino (PBS), Se hicieron observaciones al microscopio 

óptico para verificar la presencia y viabilidad de los taquizoitos y se realizo 

conteo en la cámara de Neubauer. 

 

 3.2.2  Extracción de ADN total de Toxoplasma gondii 

 

Se utilizo el estuche comercial “Wizard Genomics DNA purification system” de 

la casa comercial Promega (USA), el cual contiene todos los reactivos y 

protocolos para realizar la extracción de los ácidos nucleicos del parásito y 

otros tipos celulares. Se siguieron los procedimientos recomendados por el 

fabricante. En resumen, 106 taquizoitos de la cepa RH en un tubo conteniendo 

solución salina y antibióticos se centrifugo a 13,000-16,000 x g por 10 

segundos. Se lavo el botón de sedimentación con PBS, vortex y se agregaron 

600 l de solución de lisis nuclear y se mezclo por pipeteo de 3 a 6 veces. Al 

lisado celular anterior se agrego 3 l de Rnasa (Promega) y se realizo vortex. 

Se incubo la solución de 15 a 30 minutos a 37°C y luego se agrego 200 l de 

solución de precipitación de proteínas. Se realizo vortex y se colocaron en hielo 

por 5 minutos. Se centrifugaron a 13,000 – 16,000 g por 4 minutos. Luego se 

transfirió el sobrenadante a un tubo fresco conteniendo 600 l de isopropanol a 

temperatura ambiente y se  mezclo suavemente por inversión. Después se 

centrifugo a 13,000 – 16,000 x g por 1 minuto y se retiro el sobrenadante y se 

agregaron 600 l de etanol al 70% a temperatura ambiente. Se centrifugo  a 

13,000 – 16,000 g por 1 minuto, se retiro el etanol y se dejo secar al aire el 
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botón de sedimentación por 15 minutos. El ADN se rehidrato en 100 l de 

solución de rehidratación del ADN por 1 hora a 65°C. 

 

 

3.2.3  Amplificación por PCR 

 

Se utilizo el paquete comercial Platinum PCR supermix de la casa comercial 

Promega (USA) que contiene un exceso de todos los componentes propios de 

la técnica como magnesio, dNTP y Taq polimerasa y el protocolo de 

amplificación que se resume de la siguiente manera: una fase de pre-

denaturación a 94°C por 5 minutos, una fase de denaturación a 94°C  por 1 

minuto, una fase de anillado 55°C por 1 minuto, una de extensión a 72°C por 1 

minuto y una post-extensión a 72°C por 10 minutos.  

 

La solución de reacción contiene lo siguiente: De la solución madre se agrego 

(supermix) 12.5 l, del cebador Bunphos1 2,25 l  (0,5M), del cebador 

Bunphos 2  2,25 l  (0,5M),  5.0 l de agua grado biología molecular y se 

agrego 5 l ADN molde de la cepa RH donada amablemente por el Instituto 

Nacional de Salud. El número de ciclos de la PCR fueron 33.  

 

Se modifico el tiempo de anillado y su temperatura según el TM de los 

cebadores utilizados. En el experimento se utilizo la cepa RH donada 

amablemente por el Instituto Nacional de Salud (Bogota), la misma utilizada 

para la secuenciación del genoma de Toxoplasma gondii. Luego se realizo una 

electroforesis en gel de agarosa para visualizar el producto de amplificación en 

un transiluminador ultravioleta (White Ultraviolet Transiluminator, Upland USA). 
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3.2.4  Extracción de ARN  en Toxoplasma gondii 
 
 
 
La extracción del ARN se realizo utilizando en estuche comercial “SV Total 

RNA Isolation System” (Promega). Utilizando el siguiente procedimiento: 

 

Se agrega 175l tampon de lisis SV RNA (+BME) en un tubo de autoclave; 

Preparada la muestra para lisis, posteriormente es colocada la dentro del buffer 

de lisis, se  mezcla fuertemente. 

 

A continuación se adicionaron 350 µl de buffer de dilución SV RNA (azul) se 

mezclo por intervalos de 4-5 veces y se centrifugo por 10 minutos. Se transfirió 

el lisado claro a un tubo limpio y se adicionaron 200 l de etanol al 95% al 

lisante despejado y se mezclaron. Se transfirió la mezcla a un “spin baske”t 

ensamblado y se centrifugo por un minuto. Se descarto el sobrenadante y 

seguidamente se agregaron 600l de solución de lavado SV RNA (+etanol y se 

centrifugo por un minuto y se descarto el eluido. Se preparo la mezcla de 

incubación de DNasa. 

 

Mezclamos suavemente con pipeta, no utilizamos el vortex. Aplicamos 50 l de 

mezcla de DNasa a la membrana. Incubamos en el por 15 minutos y 

adicionamos 200l de solución stop de SV DNasa (+ etanol) centrifugamos por 

1 minuto, y se adicionan 600l de solución de lavado SV RNA; seguidamente 

se centrifuga por 1 minuto, luego se adición 250l  de solución de lavado SV 

RNA; se centrifugo por 2 minutos y se transfirió al spin basket, se lavo el tubo y 

se adicionaron 100l de agua de lavado para nucleasas en la membrana. Se 

centrifugo de nuevo  por 1 minuto la elusión de RNA y se almaceno a -70*C. 
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3.2.5  Estandarización de la técnica de  RT-PCR (Trascripción Reversa de 

la Reacción en Cadena de la Polimerasa). 

 

Se usaron cebadores diseñados a partir de la secuencia putativa identificada 

para realizar ensayos de RT-PCR, con el estuche comercial “RT-PCR System” 

(Promega). La amplificación se inicio con el perfil de ciclos que se describe a 

continuación: 1 ciclo de 45 minutos a 48oC para la trascripción reversa, 1 ciclo 

de 2 minutos a 94oC para la inactivación de la transcriptasa reversa y la 

denaturación del complejo RNA/cDNA Primer y 40 ciclos de amplificación por 

PCR así: denaturación a 94oC por 30 segundos, 58ºC a 30 segundos, 72ºC a 

30 segundos a 29 ciclos como fase exponencial verificando amplificación cada 

tres ciclos de 40 ciclos totales, 1 ciclo de extensión final a 68oC por 10 minutos. 

Para preparar la mezcla de reacción se combinaron: 5µl agua libre de nucleasa 

(para un volumen final de 50 µl), 10µl de buffer de reacción AMV/ Tfl5X 5X, 1µl 

de dNTP Mix 10 mM, 1µl de cada cebador, Bunphos 1 a 4.5nM y Bunphos 2 a 

4.5nM; 2µl de  MgSO4 25mM en un tubo de reacción de 0,5 ml en frío. Los 

componentes se mezclan por pipeteo. Se agrega a la reacción 1µl de AMV de 

transcriptasa reversa (5u/µl) y 1µl de TflDNA Polimerasa (5u/µl). Se realiza 

vortex por 10 segundos para homogenizar la mezcla y finalmente se agregan  

10 µl de muestra de RNA para obtener un volumen final de 50 µl. 

 

3.2.6 Normalización de la técnica de RT-PCR con la utilización de un gen 
housekeeping (β-Tubulina) 
 
 
La utilización de la técnica de la transcripción reversa de la reacción en cadena 

de la polimerasa (RT-PCR), utiliza comúnmente genes housekeeping para 

calcular los niveles de ARNm, incluyendo genes como el 18S y 28S de ARN 

ribosomol, β-Tubulina, β-Actina y gliceraldehido-3-fosfatodihidrogenasa 

(GAPDH) debido a que la expresión de estos genes es constante, con lo cual 

se favorece los procesos de cuantificación. Para este trabajo se utilizó la  β-

Tubulina como control interno de cuantificación, a partir de la secuencia 

obtenida por el genbank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov (gi 55283414)(47). Se 
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diseñaron en el programa Generunner y posteriormente sintetizados por 

Invitrogen (ARC QUIMICOS, Bogota). Los cebadores son:  

β-Tubulina 1:  AGTCCAGCGTCTGTGACATCC 

β-Tubulina 2: GCACCCATCTCGCCCTCTTCC, el tamaño esperado era de 

507pb en ADN complementario de Toxoplasma gondii. 
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4. RESULTADOS 

 
 
 
 

41. ANALISIS BIOINFORMATICO PARA LA SECUENCIA DE FOSFOLIPASA 

A2 

 

El análisis de la secuencia de la Fosfolipasa A2 secretoria se realizo utilizando 

la base de datos de ToxoDB – BLAST, 

(http://www.toxodb.org/restricted/toxoDBblast.shtml) (53). Posteriormente la 

secuencia se analizo en el buscador genomico genérico Gbrowse 

(http://www.toxodb.org/cgibin/gbrowse/tgondii) (51), el cual nos revelo la 

ubicación específica de la secuencia en el genoma de toxoplasma (Figura 2). 

La secuencia esperada de 215 pb se encontró ubicada en el cromosoma 

numero Xlll entre las posisiones 991,385 a 991,599 del genoma, 

(http://www.toxodb.org/cgibin/gbrowse/tgondii) (51). La ubicación de esta 

secuencia mostró la ubicación próxima con moléculas específicas de superficie 

que actúan como ligandos durante el reconocimiento y anclaje celular SAG3 y 

dos proteínas de micronemas: MIC5, MIC6, las cuales posiblemente poseen 

una función facilitando la adherencia en Toxoplasma gondii a la célula 

hospedera. 

 

 

Figura.2. Ubicación de la secuencia de PLA2 en el genoma de Toxoplasma 

gondii 

 

 

 

 

http://www.toxodb.org/restricted/toxoDBblast.shtml
http://www.toxodb.org/cgibin/gbrowse/tgondii
http://www.toxodb.org/cgibin/gbrowse/tgondii
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4.2 PESO APROXIMADO DE LA PROTEINA 

 

El peso aproximado de la proteína fue calculado con el software (PROTEIN 

CALCULATOR v3.2) (www.scripps.edu/~cdputnam/software/software.html 

)(54)The Scripps Research Institute 2004. Utilizando la ORF de la Fosfolipasa 

A2, (TGG_7565-4-4470-4231 1 a 80 

SGTERSISLGIHTHAYGFQKQVFVCIVAYACIYLYTCNAPFICAMGRPSGSCSIC

ICKKRNACIYLDIAPCTCISLLFAG). Donde el analisis de esta nos revelo un 

peso aproximado de 8,6 KDa.   

 

 

4.3  PRUEBA DE PCR Y RT-PCR PARA EL GEN sPLA2 DE Toxoplasma 

gondii 

 

A partir de los parásitos recuperados del cultivo de ratón, se realizo la 

extracción de ADN utilizando el estuche de purificación Wizard genomics 

(Promega, WI, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se 

amplifico el gen putativo de la sPLA2. 

 

Se utilizó un ensayo de amplificación de ADN genómico a partir de taquizoitos 

purificados de Toxoplasma gondii de la cepa Rh, con el cual se obtuvo 

amplificación de un producto del tamaño esperado de ~234 pb. Se logro 

también una amplificación positiva usando la técnica RT-PCR mostrando que 

esta secuencia es expresada por Toxoplasma gondii. Es importante saber que 

esta es activamente transcrita en el parásito por la posible naturaleza evolutiva 

de la secuencia; el tamaño fue similar al encontrado en los ensayos de PCR -

234pb- (Foto 1). Esta secuencia fue sometida a semicuantificacion usando el 

control interno del estuche comercial usado. Se encontró que tenían una fase 

exponencial inicial en 36 ciclos lo cual indica que es un gen normalmente activo 

en taquizoitos de Toxoplasma gondii  (Foto 2). 
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Foto 1: Ensayo de amplificación por la técnica de PCR utilizando los cebadores 
Bunphos 1(directo) y Bunphos 2 (reverso) que expresa la secuencia que 
codifica para el gen la fosfolipasa sPLA2  Ca ++ La foto muestra un gel de 
agarosa 2% luego de electroforesis de los productos de amplificación con 
tinción por bromuro de etidio a partir de DNA. 1 Marcador de peso molecular 
Puc 18 digerido por hae lll. 2 Control negativo (mezcla de la reacción sin 
plantilla de DNA). 3 – 4 ADN de leucocitos obtenidos de sangre periférica de 
Homo sapiens. 5 ADN de taquizoitos de Toxoplasma gondii cepa Rh. 
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Foto 2: Ensayo de amplificación por la técnica de RT-PCR utilizando los 
cebadores Bunphos 1(directo) y Bunphos 2 (reverso) que expresa la secuencia 
que codifica para el gen la fosfolipasa sPLA2  Ca ++. La foto muestra un gel de 
agarosa al  2% de los productos de amplificación con tinción por bromuro de 
etidio a partir de ARN obtenido por extracción (Trizol).1 Marcador de peso 
molecular pUC 18 digerido por hae III. 2 Control interno de cuantificación. 3- 4 y 
5 muestras independientes de extracción de ARN Toxoplasma gondii. 6: RT 
negativo (control de la reacción). 
 
 
 
 
 
 
 

           6         5        4         3          2         1 

587 pb 
434 pb 

 
257 pb 
 

174 pb 
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4.3 DETERMINACION DE LA FASE EXPONENCIAL DE LA 
AMPLIFICACION PARA sPLA2 Y β TUBULINA 

 
 
Como último parámetro se realizo un análisis al número de ciclos de 

amplificaciones realizadas, este producto no es lo suficiente visible en el gel. 

Se sabe que la amplificación pasa inicialmente por una fase exponencial, pero 

alcanza su fase plateau cuando la actividad de la enzima declina y cuando los 

componentes de la reacción se limiten. En la fase plateau el ARNs se presenta 

en niveles muy altos, pudiendo dar productos con una alta intensidad. En este 

experimento nosotros realizamos una comparación entre los ciclos 34 al 40 

(Foto 3). En esta se observa un mayor incremento en la intensidad de la banda 

de fosfolipasa A2 a partir del ciclo 36, con la β-Tubulina se observa el 

incremento a partir del ciclo 34 donde alcanza su fase exponencial.  

Se realizo un análisis de densitometría para el gel con el programa (UN-SCAN-

IT gel) versión 5.1 Silk Scientific Corporation. El incremento en el número de 

píxeles fue dos veces, para la sPLA2 en comparación con el gen control de β-

Tubulina.(Figura 3.) 

 
 
Figura 3. Análisis de densitometría de los niveles de transcripción del gen de la fosfolipasa 
A2 secretoria en Toxoplasma gondii utilizando como gen control β-Tubulina. La cuantificación 
se realizo con el programa (UN-SCAN-IT gel). El punto de corte de las graficas representa el 
inicio de la fase exponencial del gen de la fosfolipasa A2 de Toxoplasma gondii.   
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          NUMERO DE CICLOS 
 
 
         40              38             36           34 
 

   PLA2 
 
 

 

   β TUBULINA 
 
 
 
 
  
Foto. 3 : Determinación de la fase exponencial de amplificación para 
Fosfolipasa A2 secretoria y β Tubulina .La intensidad del producto de 
amplificación de la Fosfolipasa A2 secretoria incrementa a partir del ciclo 36 , 
en diferencia con la β Tubulina que alcanza su fase plateau a los 34 ciclos . 
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5. DISCUSIÓN 

 

Las herramientas bioinformáticas utilizadas en este estudio se combinaron 

entre si de tal manera que la estructura de la búsqueda estuviera relacionada 

fundamentalmente con la significancía biológica del gen de la fosfolipasa A2 en 

el parasito, con la serie de diferentes programas ofrecidos por BLAST 

(http://www.toxodb.org/restricted/toxoDBblast.shtml) (53). Se pudo obtener el 

contig donde se encuentra el gen putativo para fosfolipasa A2. El contig tiene 

un tamaño total de 11242 bases y un tamaño aproximado del gen de 2520pb 

código (TGG_7565 84). La secuencia de la sPLA2 es de 237 pb fue ubicada en 

el cromosoma Xll específicamente en la posiciones 991,385 a 991,599 (figura 

2), es llamativo que se encuentra también secuencias putativas para MIC5-

MIC6 y SAG3, que son genes involucrados en los procesos de anclaje y 

penetración a la célula hospedera (55).  

El peso aproximado de la proteina fue calculado en 8.6 KDa, este resultado es 

una clara evidencia de la pertenencia de esta fosfolipasa A2 en el grupo de las 

fosfolipasa A2 (sPLA2) tipo secretorias (56).  

    

Estudios previos en Toxoplasma gondii han demostrado que la sPLA2 participa 

en el proceso de invasión y que existe una diversidad de sPLA2 cada una con 

funciones diferentes en la hidrólisis de ácidos grasos, tal como ocurre en otros 

organismos (20). 

Dado su papel en estos procesos las sPLA2 se convirtieron entonces en un 

blanco potencial para desarrollar medicamentos. Avances recientes han 

permitido diseñar compuestos altamente específicos basándose en el 

conocimiento de la estructura de la enzima, tal como ocurrió con el LY311727, 

el cual inhibe la sPLA2 del grupo II humana pero no inhibe la sPLA2 del grupo I 

ni la cPLA2 (57). Este inhibidor in vitro redujo el proceso de invasión de 

Toxoplasma gondii en 50%, pero cuando se utilizo in vivo no redujo de manera 

significativa la mortalidad en un modelo de ratón infectado con Toxoplasma 

gondii  (3).  

http://www.toxodb.org/restricted/toxoDBblast.shtml
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Estos resultados demostraron la necesidad de purificar la enzima del parásito 

como un paso previo necesario para conocer su estructura y diseñar 

medicamentos específicos para PLA2 de parásitos, pero no humanas, evitando 

así problemas de efectos adversos por inhibición de las enzimas del hospedero 

y mejorando su poder de inhibición. Como este proceso de purificación puede 

ser bastante dispendioso si no se conocen bien las características de la 

proteína y mas aun si existen varias familias de la misma, es interesante poder 

clonar esta proteína y producirla in vitro. Nosotros hemos entonces 

desarrollado un proceso de transcripción del gen  basándonos en la secuencia 

putativa conocida actualmente (10). Para ello, diseñamos iniciadores 

específicos para su amplificación y verificamos que son unidades 

transcripcionalmente activas, es decir que se expresan. Esto ultimo fue posible 

determinarlo dado su hallazgo en secuencias EST de ToxoDB 

(http://www.toxodb.org/)(12). De otro lado sPLA2 fue amplificada por PCR. La 

identificación de estos genes a partir de secuencias de aminoácidos ha sido 

posible gracias a que estas se han estudiado extensamente en otras especies 

como serpientes, humanos y ratón y se cuenta con un buen número de 

secuencias clonadas, expresadas y caracterizadas enzimaticamente (19). Las 

sPLA2 están involucradas en procesos digestivos (grupo I) y de respuesta 

inflamatoria (grupo II) (39). A nivel estructural estas sPLA2 están compuestas 

por entre 89 y 120 residuos, la sPLA2 codifica para 80 aminoácidos. En sPLA2 

se encuentran siete residuos de Cisteina, similar a las otras sPLA2. Una 

característica común a todas las sPLA2 es la presencia de un residuo de 

Histidina con un Aspartato adyacente y dos Cisteinas (19). De manera 

interesante en el caso de sPLA2  esta se encuentra reemplazada por Tirosina 

con una Alanina adyacente pero se encuentran las dos Cisteinas. La 

consecuencia funcional de estas mutaciones deberá esperar las pruebas de 

hidrólisis de ácidos grasos con la proteína purificada. Por ahora se sabe que 

existen sPLA2 en plantas cuya función es desconocida y que han sido 

agrupadas en un nuevo grupo, pues solo comparten ciertos residuos en el sitio 

activo y en el sitio de unión a Ca++ (58). 

http://www.toxodb.org/)(10)
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La identificación de estos nuevos genes en Toxoplasma gondii abre 

expectativas en cuanto a definir su papel. Dentro de las posibles funciones de 

fluidificación de la membrana de la célula hospedera, la modificación de la 

membrana de la vacuola parasitofora para las sPLA2 y la señalización 

intracelular para la cPLA2 (2). También, dado el creciente interés en el estudio 

de factores de virulencia, es de importancia determinar si existen polimorfismos 

de secuencias relacionados con el grupo clonal de las cepas.  

 

La caracterización del gen de la fosfolipasa A2 y su ubicación especifica en el 

genoma de Toxoplasma gondii abren una gran posibilidad terapéutica, 

acompañada con la utilización de herramientas moleculares para la 

manipulación de este genoma y por consiguiente para la manipulación del gen 

en su trabajo invasivo (59).  

 

Nosotros estandarizamos la técnica de la RT-PCR semicuantitativa con el 

objetivo de lograr la transcripción del gen de la fosfolipasa sPLA2 de 

Toxoplasma gondii. Al realizar el RT-PCR primero verificamos si esta 

secuencia estaba en la base de datos EST de NCBI 

((http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (50) donde fue encontrada la anotación para ella, 

(TGG_7565-4-4470-4231), por lo tanto nuestro primeros ensayos fueron 

desarrollados hasta la fase de saturación de la reacción o a fase plateau dando 

como resultado la transcripción de este gen putativo con un peso similar al 

mostrado por los ensayos de PCR, 237 pb (Foto 2). Esta información es 

valiosa puesto que el gen putativo es activo transcripcionalmente lo que indica 

que no es un pseudogen, además, conociendo la naturaleza especie especifica 

de esta secuencia evidenciada anteriormente, es posible que estemos en 

presencia de un gen que participe en rutas invasivas especificas para 

Toxoplasma gondii.  

 

 El RT-PCR semicuantitativo se llevo a cabo utilizando el control de 

cuantificación del kit usado en este estudio en tres muestras diferentes de ARN 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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de parásito donde se obtuvieron bandas con intensidades diferentes, la fase 

inicial de reacción nos muestra una proporción dos veces mayor de ARNm de 

tubulina, con respecto a la cantidad inicial de ARNm de sPLA2 (Figura 3), esta 

claro que la intensidad de las bandas en los ensayos de RT-PCR para el gen 

de la sPLA2 incrementa drásticamente en cada uno de los ciclos 

respectivamente, pero se muestra con claridad la fase exponencial de la 

reacción para el ciclo numero 36 de la reacción de la RT-PCR. Los resultados 

confirman un inicio tardío de la fase exponencial del gen de la sPLA2, con 

respecto al gen control de β-Tubulina, esto posiblemente se debe a una 

diferencia de las cantidades iniciales de ARNm utilizadas para la reacción del 

gen de la fosfolipasa A2 (sPLA2) de Toxoplasma gondii y la cantidad del gen 

control de β-Tubulina, las cuales fueron difentes para las reacciones. Estos 

resultados de trascripción del gen de la sPLA2 sugieren una respuesta tardía 

acompañada de una activación molecular, aun no conocida en su totalidad en 

Toxoplasma  gondii.  Para determinar los efectos de la activación del gen de la 

sPLA2 son dependientes de la síntesis de proteínas será necesario un estudio 

posterior sobre los mecanismos por los cuales se induce la transcripción de 

este gen y sus respectivos factores de activación. 

  

Es de agregar que no sabemos que inhibe o estimula la expresión de este gen 

en su totalidad, en futuros estudios seria necesario el análisis del gen partiendo 

de diferentes estadios como seria bradizoito, y en tiempos específicos de 

invasión, (horas-días-semanas), con lo cual se lograría evidenciar los 

momentos específicos de actividad del gen, y los posibles factores de 

activación en los procesos de invasión de parasito en la célula hospedera. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 

Los resultados de la RT-PCR para el gen de la fosfolipasa A2 (sPLA2) de 

Toxoplasma gondii logro demostrar que este es un gen inducible y que es 

trascripto por el parasito. 

  

La intensidad de las bandas del gen de la fosfolipasa A2 (sPLA2) de 

Toxoplasma gondii fueron dos veces mayor con respecto al gen control de β-

Tubulina a partir del ciclo numero 38. 

 

 

Se logro una amplificación positiva del gen de la fosfolipas A2 (sPLA2) de 

Toxoplasma gondii a partir de DNA genomico, con un peso esperado de ~234 

pb. 

 

 

Los ensayos de RT-PCR fueron positivos obteniéndose una fase exponencial a 

partir del ciclo 36, y una fase de saturación a partir del ciclo 38 de la reacción. 

 

 

La localización física de la fosfolipasa A2 (sPLA2) de Toxoplasma gondii, fue 

determinada en el cromosoma numero Xll del genoma del parasito, entre las 

posiciones 991,385 a 991,599. 

 

El peso aproximado obtenido de la proteína fue de 8.6 KDa, peso que se 

relaciona con los pesos promedios de las fosfolipasas secretorias, con lo cual 

se confirma su relación con este grupo de fosfolipasa secretorias.   
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7. RECOMENDACIONES 

 

 

Realizar ensayos de RT-PCR para el gen de fosfolipasa A2 (sPLA2) de 

Toxoplasma gondii en estadio de bradizoito, para observar su actividad en este 

estadio. 

 

Analizar el comportamiento de la fosfolipasa A2 (sPLA2) de Toxoplasma gondii 

en tiempos específicos de invasión, (horas-días-semanas) para lograr 

evidenciar los momentos específicos de activación del gen en el proceso de 

invasión del parasito en la célula hospedera.  

 

Clonación, y purificación de la proteína de fosfolipasa A2 (sPLA2) de 

Toxoplasma gondii, con lo cual se lograra evidenciar su actividad en el parasito. 
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