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Resumen

La enzima oxido nitrico sintetasa ha sido estudiada en
mamiferos; en los Ultimos aios se ha descrito que existe
también en protozoos, pero se desconocen aspectos im-
portantes de su funcion.

Selogré producir anticuerpos policlonales contra la protei-
na recombinante con actividad de 6xido nitrico sintetasa
(NOS-Tg-r) de Toxoplasma gondii y realizar marcacion in-
munoldgica en taquizoitos. Se usaron dos conejos Nueva
Zelanda (Oryctolagus cuniculus) que se inmunizaron por via
intramuscular con NOS-Tg-r, y dos tipos de adyuvantes, hi-
droxido de aluminio y adyuvante de Freund. Se comprob6
la presencia de anticuerpos policlonales con la técnica de
ensayo inmunoenzimatico indirecto.

Los resultados obtenidos mostraron que la NOS-Tg-r con
adyuvante de Freund indujo mayor respuestainmune que
la de la NOS-Tg-r con hidréxido de aluminio (p <0,005). Pa-
ra verificar si habia reaccién cruzada, se realizé una prue-
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ba ELISA utilizando como antigenos: metaloproteasa de
T. gondii recombinante, cisteina proteasa 5 de Entamoeba
histolytica recombinante, albumina al 2%, hidroxido de
aluminio y adyuvante de Freund.

Los valores obtenidos con sueros preinmunes y contra
proteinas alternas no superaron el punto de corte (0,069),
lo cual indica que los anticuerpos policlonales obtenidos
son especificos para NOS-Tg-r.

Se realizé marcacién inmunoldgica en taquizoitos de Toxo-
plasma gondii coninmunofluorescencia indirecta que mos-
tré una marcacion difusa a nivel de citoplasma y confirmé
la presencia de esta proteina en los taquizoitos.
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Abstract

The nitric oxide synthase (NOS) is an enzyme well described
on mammals but little is known about the role of these en-
zymes on pathogenic parasites. We produced polyclonal
antibodies against a recombinant NOS enzyme from Toxo-
plasma gondii and we also performed animmunolocaliza-
tion of the enzyme on tachyzoites.

We used two New Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus)
to perform intramuscular immunization and we used two
types of adjuvant: aluminum hydroxide and Freund’s ad-
juvant. We tested the generation of polyclonal antibodies
by an indirect ELISA assay.

The results showed that levels of antibodies were higher
in rabbits immunized with Freund's adjuvant than with
aluminum hydroxide (p <0.005). In order to test cross re-
actions, we used a recombinant Toxoplasma metallopro-
tease, a recombinant cysteine protease from Entamoeba
histolytica, albumin 2%, hydroxide aluminium and Freund'’s
adjuvant as antigens on indirect ELISA assays for the poly-
clonal serum antibodies.

No serum showed absorbances higher than the cutoff
level with these antigens, indicating that the polyclonal
antibodies were specific for recombinant Toxoplasma NOS.
Additionally, we performed immunodetection of the en-
zyme on Toxoplasma gondii tachyzoites and we obtained
a diffuse labeling of the parasite

Key words: Toxoplasma gondii, nitric oxide synthase,
policlonal antibodies, aluminum hydroxide, Freund’s ad-
juvant

Introduccidon

En Colombia la toxoplasmosis congénita se presenta cada
aflo en 2 a 10 por cada 1.000 recién nacidos y, por falta de
intervencion terapéutica, cada aio nacen entre 800y 3.000
bebés infectados con Toxoplasma gondii (1). Como conse-
cuencia delimpacto sobre la salud ocular, la toxoplasmosis
es la segunda causa de ceguera infantil en nuestro pais (2)
y,ademas, presenta un gran impacto sobre la poblacién de
inmunosuprimidos, ya que la toxoplasmosis cerebral es la
causa mas frecuente de lesiones cerebrales focales en las
personas positivas para VIH (3).

Una de las principales causas de la permanencia de la
infeccién en las poblaciones es que atn hay desconoci-
miento de la biologia del parasito y su interaccién con el
hospedero. Un ejemplo de esto es la falta de informacion

sobre la enzima 6xido nitrico sintetasa en este protozoo.
Esta enzima esta presente en todos los organismos vivos y
cumple diferentes funciones como segundo mensajero de
diversas rutas metabdlicas celulares (4). Aunque su estudio
ha abarcado ampliamente a los mamiferos, en los ultimos
afos se haempezado a estudiar en algunos invertebrados,
como moluscos y ardcnidos, y en microorganismos unice-
lulares, como bacterias y protozoos. Existen reportes de
las actividades de dxido nitrico sintetasa en protozoarios
tales como Plasmodium falciparum (5), Trypanosoma cruzi
(6), Leishmania amazonensis (7), Tetrahymena thermophila
(8) y Entamoeba histolytica (9).

Gutiérrez y colaboradores (10) identificaron un gen puta-
tivo para una oxido nitrico sintetasa atipica en el genoma
de T. gondiiy, posteriormente, obtuvieron una proteina re-
combinante a partir del ADN de T. gondii, la cual presentd
actividad de dxido nitrico sintetasa (11). Por otro lado, la
literatura cita que T. gondii se ve afectado por la exposicion
al éxido nitrico proveniente de la sintetasa de éxido nitrico
inducible en los macréfagos del hospedero, llevandolo a
un cambio de estado de taquizoito a bradizoito; este Ulti-
mo es el estado de latencia del parasito (12). Sin embargo,
no se conoce a profundidad el comportamiento biol6gi-
co de dicha proteina dentro del parasito ni tampoco su
inmunogenicidad.

La deteccion inmunoquimica, en general, se basa en la
produccion de anticuerpos especificos (policlonales o
monoclonales) para una determinada especie, suponien-
do que ésta contenga grupos antigénicos diferenciados.
Estos anticuerpos son de gran interés en el diagnéstico y
la investigacion cientifica; por tanto, hoy en dia se hace
mds exigente no solo su calidad sino también la meto-
dologia empleada para su produccién (13). Los conejos
son los animales mas empleados en la obtencion de anti-
cuerpos policlonales, debido a que son de facil manejo y
mantenimiento, generan un buen nimero de anticuerpos
en suero y responden bien contra una gran variedad de
antigenos (13).

Enla actualidad, el hidroxido de aluminio contintia siendo
el adyuvante inmunolégico mas ampliamente utilizado
(14). En 1936, Freund desarrollé una emulsién de agua en
aceite mineral que contiene micobacterias muertas, lo que
actualmente se conoce como adyuvante completo de Fre-
und (15). El adyuvante completo de Freund es uno de los
adyuvantes mas eficaces, pero genera muchas reacciones
para ser usado con fines clinicos (14).

Los principales objetivos de este trabajo fueron la produc-
cién de anticuerpos policlonales contra la proteina NOS-
Tg-r con el fin de observar la presencia o no de ella en los
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taquizoitos de T. gondii; ademas, observar la comparacién
de la actividad inmunogénica de ésta con dos tipos de
adyuvantes: hidréxido de aluminio (Al(OH)3) y adyuvante
completo e incompleto de Freund en conejos Nueva Ze-
landa y la realizacién de la marcacién inmunoldgica con
estos anticuerpos sobre taquizoitos de T. gondii.

Materiales y métodos

Proteina 6xido nitrico sintetasa recombinante. La pro-
teina recombinante 6xido nitrico sintetasa de T. gondii
(NOS-Tg-r) fue producida por clonacién en sistema bacu-

lovirus. Esta proteina se obtuvo a partir de la secuencia
putativa (GeneBank 16188255) para el gen de la enzima
oxido nitrico sintetasa de T. gondii de 237 pb. La proteina
NOS-Tg-r fue producida por el sistema comercial de clo-
nacion en baculovirus (Clontech, CA) y purificada a una
concentracion de 339,75 ug/ml, comprobada mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-tricina y con
un peso de 11,6 kDa (figura 1)

Ficura 1.
Proteina NOS-Tg-r recombinante, producida por el sistema comercial de clonacién en baculovirus y comprobada mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-Tricina.

MP

Inmunizacion de conejos Nueva Zelanda. Se trabajé con
seis conejos de laboratorio (Oryctolagus cuniculus), machos,
de lamisma camada, de tres meses de edad, que pesaron 2,5
kg, aproximadamente, cada uno. Se usaron como controles
negativos cuatro conejos. Se inmunizaron dos conejos, asf:
conejo 1, con la proteina NOS-Tg-r e hidréxido de alumi-
nio, y conejo 2, con la proteina NOS-Tg-r y adyuvante de
Freund (completo e incompleto). Los ensayos con los dos
tipos de adyuvantes se realizaron de la siguiente manera:
hidroxido de aluminio Al (OH)3 en PBS (tampdn fosfato
salino de pH7,2) y coadyuvante completo e incompleto de
Freund emulsionados en una mezcla de partes iguales de
la proteina (500 pl de proteina y 500 pl de adyuvante) por
sitio de inoculacién. Para la primera inoculacién se utilizd
el adyuvante completo y en las siguientes inoculaciones
el adyuvante incompleto. Para el trabajo con animales de
laboratorio se siguié lo estipulado en el articulo 87 del

11,6 kDA

Decreto N° 1969 del Ministerio del Medio Ambiente y del
Ministerio de Salud, Republica de Colombia (Titulo V, la
investigacion biomédica con animales).

La emulsidn se inyectd por via intramuscular 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 (16). Dos
semanas después se inocularon con adyuvante incomple-
toy dos veces mas cada quince dias. Igual procedimiento
se realiz6 con el hidréxido de aluminio. Cada quince dias
se inmunizaron los conejos y se tomaron muestras de
sangre para la extraccion de suero de manera intercalada
(tabla 1). La especificidad de la respuesta inmune de la
proteina NOS-Tg-r se aumenté manteniendo los conejos
en condiciones de esterilidad (alimento, agua y lecho de
la jaula estériles).
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TABLA 1
Protocolo de Inmunizacién y sangrado para la produccion de anticuerpos policlonales para los dos tratamientos.

INMUNIZACION XCom

XIncom XIncom XIncom

SANGRADO X (Suero-preinmune)

X X X

XCom = Adyuvante Completo de Freund o Hidréxido de aluminio Al(OH)3
Xlncom = Adyuvante Incompleto de Freund o Hidréxido de aluminio AI(OH)3

Extracciony almacenamiento de los sueros. Se tomé una
muestra de sangre de cada conejo de la vena principal de
la oreja usando la técnica de méxima asepsia. La sangre
se recolectd en tubos de ensayo sin anticoagulante, se
dejé a temperatura ambiente durante 30 minutos para
facilitar la formacion del codgulo y se centrifugé durante
40 minutos a 4.000 rpm a -4 °C. El suero se dividi6 en ali-
cuotas de 2 ml cada una, se almacend en tubos de ensayo
de 3 ml (Eppendorf) rotulados con fecha, tratamiento y
semana, y se guardé a -4 °C hasta su uso y a -20 °C para
préximos ensayos.

Deteccion de anticuerpos por la prueba inmunoenzi-
mdtica (ELISA) indirecta. Los sueros obtenidos contra la
proteina NOS-Tg-r se analizaron mediante ELISA indirecta
utilizando el protocolo descrito previamente (17). En re-
sumen, el recubrimiento de los pozos de la microplaca
(Maxisorp® Nunc, Suiza) se realiz6 con 339,75 pug/ml de
proteina NOS-Tg-r a una dilucion 1:100 en tampdn carbo-
nato-bicarbonato 10 mM, pH 9,6 (STCB) y seincubd a 37 °C
por dos horas; se lavaron tres veces con solucion fosfato
salina (PBS) mas Tween 20 al 0,05% (PBS-T). Como agente
bloqueador se us6 STCB-albimina al 1%, y se incubaron a
temperatura ambiente durante toda la noche. Enseguida
se realizaron dos lavados con PBS-T.

Seadicionaron 200 pl de cada muestra (preinmune, segunda,
cuarta, sexta y octava semana después de la inoculacion)
en diluciones 1:20, 1:50 y 1:100 en PBS-T. Se incubaron en
camara humeda a 37 °C por dos horas, al cabo de las cuales
se realizaron dos lavados con PBS-T. Se agregé anticuerpo
anti-lgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (SIGMA,
USA) a una dilucién 1:10.000 en STCB. Se incubaron a 37 °C
por una hora y se lavaron, y posteriormente, se adiciond
el sustrato p-nitrofenil fosfato (pNpp - SIGMA, USA). Final-
mente, se incubaron a 37 °Cen la oscuridad y se detuvo la
reaccion con NaOH (1 M). Los tiempos de lecturas fueron a
30,45y 60 minutos, bajo una longitud de onda de 410 nm
en lector de microplacas (Dynatech MR5000). Cada ensayo
se realizd por duplicado.

Prueba dereaccion cruzada. Se analizd si existia reaccion
cruzada de los sueros de los conejos inmunizados, utilizan-
do como antigeno de recubrimiento de la placa distintas
proteinas recombinantes obtenidas por el mismo método
de clonacién en sistema baculovirus, la metaloproteasa
de Toxoplasma recombinante y la cisteina proteasa 5 de
Entamoeba histolytica recombinante ambas con cola de
histidina (EhCP5r). También se usaron como antigeno de
recubrimiento de la placa, en otras reacciones, alblimina
al 2%, hidréxido de aluminio y adyuvante de Freund. Se
sigui6 el mismo protocolo de la ELISA indirecta descrito
en la seccién anterior.

Determinacion del punto de corte. Los datos obtenidos
fueron interpretados segln su densidad 6ptica. El punto
de corte se calculé tomando el promedio de los sueros ne-
gativos £ 3 desviaciones estandar, para todas las muestras.
Se consideraron positivos aquellos sueros que presentaron
valores de densidad 6ptica por encima del punto de corte.
Los sueros de control negativos, o verdaderos negativos,
fueron los sueros de conejo tomados previa inoculacién
de la proteina NOS-Tg-.

Deteccion de anticuerpos por inmunofluorescencia in-
directa. La marcacion inmunoldgica se llevd a cabo me-
diante el proceso estandar descrito previamente (18). Se
utilizaron los taquizoitos de la cepa de referenciaRH de T.
gondiiobtenidos a partir de cultivo en raton. Los taquizoitos
de T. gondii se fijaron en metanol al 100% a -20 °C por tres
minutos en laminas de vidrio; se lavaron dos veces con PBS
mas suero fetal bovino (PBS-SFB) al 1% por 5 minutos. Para
permeabilizar la membrana de los taquizoitos y facilitar la
entrada de los anticuerpos, se utilizé Triton X-100 al 1% en
PBS-SFB con pH 7,3 durante cinco minutos a-20°C. Se lavd
con PBS-SFB al 1% durante cinco minutos.

Se adicionaron 50 pl de anticuerpo primario a diluciones de
1:10y 1:50 en PBS-SFB al 1%. Se incubaron a 37 °C en cdma-
ra himeda por una hora. Luego se realizaron dos lavados
con PBS més SFB al 1% por cinco minutos y se adiciond el
conjugado anti-IgG de conejo marcado con isotiocianato
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de fluoresceina (FITC, SIGMA, USA) a una dilucion 1:160
en PBS-azul de Evans (1:10,000). Finalmente, se lavaron
con PBS-SFB por 10 minutos y se observé cada una de las
placas en un microscopio de fluorescencia (Micromedica
BA2000i) con luz ultravioleta, a 40X y 100X.

Resultados

Determinacion de la produccion de anticuerpos poli-
clonales 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 (figura
2). En los cuatro conejos sin inmunizar los valores de ab-

sorbancia de los sueros obtenidos a las 8 semanas estu-
vieron por debajo del punto de corte para considerar la
reaccion positiva.

Al analizar y relacionar los diferentes tipos de tratamien-

tos, 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 adyu-
vante de Freund). En dilucién 1:50 y 1:100 de suero no se
encontraron variaciones significativas en la absorbancia
(densidad optica), mientras que para la dilucién 1:20 los
valores de absorbancia fueron los mayores (densidad 6p-
tica + 0,641) (figura 2).

Ficura 2.

Valores de absorbancia obtenidos para los dos adyuvantes. Dilucion del suero 1:20, y 60 minutos de revelado. Los sueros
control negativo A, B, Cy D son conejos control negativo sin inoculacion sangrados luego de 8 semanas de ser mantenidos

en las mismas condiciones que los conejos inmunizados.
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En relacién con el tiempo de revelado, el mayor valor de
absorbancia siempre se presentd después de 60 minu-
tos para los dos tratamientos (figura 3). El punto de corte
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 4).

PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES lcG

Prueba dereaccion cruzada. La reactividad de los sueros
de conejo con metaloproteasa de T. gondii recombinante
(densidad éptica: 0,05 £ 0,03), cisteina proteasa 5 de E.
histolytica recombinante (EhCP5r) (densidad 6ptica: 0,057
+0,002), albimina al 2%, (densidad optica: 0,045 + 0.06),
hidroxido de aluminio, (densidad éptica: 0,064 + 0,003)

Ficura 3.

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.
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Valores de absorbancia obtenidos para las inoculaciones con Proteina NOS-Tg-r e hidroxido 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)
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y adyuvante de Freund (densidad dptica: 0,056 + 0,002)
mediante la prueba ELISA estuvo por debajo del punto de
corte (densidad dptica: 0,069). El promedio de los resulta-
dos de densidad optica para los sueros negativos fue de
0,054 + 0,010 (figura 4).

Determinacion de la respuestainmune porinmunofluo-
rescencia indirecta. Para la marcacién inmunoldgica de los
anticuerpos policlonales en los taquizoitos se utilizaron los

sueros con mayor absorbancia segun los valores de ELISA
(octava semana). Como control negativo se utilizé suero
preinmune a las mismas concentraciones. En la dilucion
1:10 se observé fluorescencia de 70/100'y, en dilucién 1:50,
de 30/100 (figura 5).

FicurA 5.
Inmunomarcaje de taquizoitos de Toxoplasma gondii 100X. A- Suero pre-inmune (control negativo), B- suero octava semana

dilucion 1:10, C- suero octava semana dilucion 1:50

. .,
Discusién

Anteriormente se habian desarrollado anticuerpos policlo-
nales dirigidos contra proteinas de T. gondii (19, 20) utili-
zando diferentes protocolos pero de dificil comparaciény
reproducibilidad. En este trabajo se logré estandarizar una
metodologia apropiada para la variedad correspondiente
a antigenos recombinantes, para el sitio de inoculacién y
para diferentes tipos de adyuvantes.

Se han descrito resultados similares a los reportados en
otros microorganismos, como Giardia duodenalis (21) o
Pythium insidiosum (22). La induccién de anticuerpos po-
liclonales en conejo genera una gran cantidad de sueroy
estos anticuerpos responden bien a una variedad de anti-
genos, inclusive los de tipo recombinante (13). Los esque-
mas de inmunizacién con largos periodos y con refuerzos
repetidos, incrementan el desarrollo de anticuerpos afines

al antigeno inoculado (14). Por ello, se inmunizaron los co-
nejos hasta la octava semana de acuerdo con lo reporta-
do previamente por Garcia y colaboradores (21), quienes
sugieren inmunizar con antigeno mas de seis semanas,
aplicando cuatro inmunizaciones con intervalo de dos
semanas entre cada una de ellas.

Los resultados obtenidos para los dos tipos de adyuvan-
tes, muestran que los mayores valores de absorbancia de-
tectados en la prueba ELISA indirecta, se obtuvieron con
el adyuvante de Freund. El mecanismo de accion de este
adyuvante se atribuye a la formacion de un deposito en
el sitio de inyeccion que posibilita la liberacion lenta del
antigeno, con lo que se estimulan las células productoras
de anticuerpos. Aunque este adyuvante no se emplea ac-
tualmente en humanos debido a que ocasiona reacciones
locales colaterales, como la formacion de granulomas e
inflamacién local, es un buen adyuvante para animales
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de laboratorio en dosis moderada (13). Por el contrario, el
hidréxido de aluminio es el Unico de aprobacién general
para uso clinico en humanos (14). 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 pe-
sar de ser considerados seguros, son adyuvantes a base
de agua, débiles, y ligeros en su capacidad de estimular
respuesta inmune (14).

Es posible comparar los valores de absorbancia en la prue-
ba ELISA de los sueros después de inoculacion de proteina
NOS-Tg-ry adyuvantes (hidréxido de aluminio, adyuvante
de Freund) con otros trabajos. Cuando se obtuvieron an-
ticuerpos policlonales IgG contra Pythium insidiosum en
conejos Nueva Zelanda (22), se encontraron valores de
absorbancia en el tratamiento con adyuvante de Freund
de 0,62 en la octava semana, mientras que para el trata-
miento con hidroxido de aluminio fue de 0,47.

En el presente trabajo los valores de absorbancia fueron
similares: 0,64 para el adyuvante de Freund y 0,47 con hi-
dréxido de aluminio. Una conclusion similar se obtuvo al
evaluar la antigenicidad de una vacuna para herpes labial
en ratones, la cual mostré que el adyuvante de Freund
indujo mayor respuesta inmune segun los valores de ab-
sorbancia obtenidos (23).

Los valores de absorbancia para las proteinas de metalo-
proteasa de matriz de T. gondii recombinante o la cisteina
proteasa 5 de E. histolytica recombinante, estuvieron por
debajo del punto de corte, descartdndose reaccién cru-
zada contra la cola de histidina propia de los antigenos
recombinantes obtenidos por el sistema comercial utili-
zado. Tampoco se encontrd reacciéon cruzada contra los
adyuvantes utilizados, como el hidréxido de aluminio, el
adyuvante de Freund u otros reactivos como la albimina
2%, lo cual indica que los anticuerpos policlonales fueron
especificos para la proteina NOS-Tg-r.

En la actualidad, no se han reportado estudios en pro-
tozoarios de actividad inmunogénica de éxido nitrico

sintetasas ni su localizacién en un estadio particular. Los
estudios realizados en células eucariotas han descrito la
proteina oxido nitrico sintetasa inducible localizada en
forma granular en neutrdéfilos (24) o en el citoesqueleto de
macréfagos coinfectados con Mycobacterium tuberculosis
(25). La sintetasa neuronal de 6xido nitrico se ha localizado
en glandulas lagrimales de ratén y en filamentos nerviosos
(26) y a nivel apical subcelular en células epiteliales (27,28),
lo que demuestra el amplio rango de localizacién celular
y subcelular de dicha proteina.

Los resultados obtenidos en la marcacion inmunolégica
muestran la presencia de una proteina que contiene la mis-
ma secuencia que la proteina recombinante NOS-Tg-r, y que
se halla dispersa en los taquizoitos de T. gondii; esto es de
gran interés, puesto que se partié de encontrar la secuen-
cia de la proteina mediante herramientas bioinformaticas
(base curada ToxoDB version 4.1) (10) para luego compro-
bar su inmunogenicidad y poder sugerir su presencia en
el taquizoito. Por otra parte, se comprobé la efectividad
de la técnica en la deteccion de esta proteina.

En conclusién, la proteina con actividad de 6xido nitrico
sintetasa recombinante NOS-Tg-r de T. gondii tuvo actividad
inmunogénica en conejos, para produccion de anticuerpos
policlonales especificos con dos tipos de adyuvantes. No
hubo reaccion cruzada con otras proteinas ni con los adyu-
vantes. Este suero policlonal permitiré realizar ensayos de
localizacion inmunolégica con microscopio confocal, en
diferentes estadios del parasito T. gondii.
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