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Abreviaturas y simbolos

AA: Aminoacido.

Ac conj.: Anticuerpo anti-Anticuerpo humano conjugado a peroxidasa de rabano picante.

Ac: Anticuerpo.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

Ag: Antigeno.

ARN: Acido ribonucleico.

Cc: Carbono del grupo carboxilo de un aminoéacido.
Ca: Carbono a de un aminoacido.

D.O.: Densidad optica.

Da: Dalton.

dAMP: Desoxiadenin monofosfato.
dATP: Desoxiadenin trifosfato.

dCTP: Desoxicitidin trifosfato.

dGTP: Desoxiguanidin trifosfato.

dTTP: Desoxitimidin trifosfato.

E. coli: Escherichia coli.

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético.

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay - Ensayo por inmunoabsorcion ligado a

enzimas.
FT: Flow true - flujo verdadero.

GPI: glicosil-fosfatidil-inositol.

GRA: proteinas provenientes de las organelas Granulos Densos de Toxoplasma gondii.

HAI: Hemoaglutinacion Indirecta.

HIV: Human Immunodeficiency Virus - Virus de Inmunodeficiencia Humana.

HRP: horseradish peroxidase - peroxidasa de rabano picante.

IC: Intervalo de confianza.

IFI: Inmunofluorecencia.

Ig: Inmunoglobulina.

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido.

ISAGA: Immunosorbent Agglutination Assay -
inmunoabsorcion.

L.B.: Lurea Bertani.

Ensayo de

aglutinacion por
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M: masa.

MIC: proteinas provenientes de las organelas Micronemas de Toxoplasma gondii.

MPM: marcador de peso molecular.

Myce: Marca y clase empleada.

NCBI: National Center for Biotechnology Information - Centro Nacional para
Informacion Biotecnologica.

PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis - Electroforesis en gel de Poliacrilamida.

Pb: pares de bases.

PBS: buffer de fosfato salino.

PCR: Polymerase Chain Reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa.

PDB: Proteins Data Bank - Banco de Datos de Proteinas.

Poc.: Pocillo.

Pos.: Positivo de visualizaciéon de la altura correcta en un PAGE, de una proteina
inducida.

R.p.m.: revoluciones por minuto.

RFLP: Restriction fragment length polymorphism - polimorfismo de longitud en los
fragmentos de restriccion.

ROC: Receiver Operating Characteristic - Caracteristica Operativa del Receptor.

ROP: proteinas provenientes de las organelas Roptrias de Toxoplasma gondii.

S: Sobrenadante residual formado luego de centrifugar células inducidas y lisadas.

SAG: Antigeno de superficie.

SDS: Dodecil Sulfato de sodio.

SIA: Sueros de individuos con la fase aguda de la infeccion de toxoplasmosis.

SIAS: Sueros de individuos sobre los que se tiene alto grado de certeza que se encuentran
en la fase aguda de la infeccion de toxoplasmosis.

SIC: Sueros de individuos con la fase cronica de la infeccion de toxoplasmosis.

SIN: Sueros de individuos no infectados con toxoplasmosis.

SIP: Sueros de individuos infectados con toxoplasmosis.

T. gondii: Toxoplasma gondii.

TrxA: Tioredoxina A.

V: volumen.

VMD: Visual Molecular Dynamics.

VPN: Valor Predictivo de los Negativos.

VPP: Valor Predictivo de los Positivos.
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Resumen

El objetivo general de este trabajo fue lograr una optimizacion del diagnostico de
toxoplasmosis aguda en mujeres embarazadas que permita una verdadera prevencion de la
infeccion materno-fetal por medio de un tratamiento precoz y, alternativamente, para evitar
dicho tratamiento en casos innecesarios.

La toxoplasmosis es una infeccién causada por el protozoario Toxoplasma gondii que
afecta a todos los animales de sangre caliente. Aunque este parasito rara vez produce una
infeccion sintomatica en el hombre, puede generar complicaciones en individuos
inmunodeprimidos y en mujeres embarazadas.

La toxoplasmosis congénita es la segunda infeccion parasitaria mas comun en el Gtero y
puede generar aborto del feto o graves consecuencias para el recién nacido, como desarrollo de
afecciones del cerebro o el tejido ocular (hidrocefalia, retraso mental, sordera, deterioro
psicomotor, cataratas, estrabismo, necrosis retiniana y/o ceguera).

Normalmente, la infeccion inicia con la fase aguda y luego de unos meses transita hacia
la fase cronica. Pero solamente en la fase aguda el parasito puede infectar al feto. Por lo tanto, es
esencial que las mujeres prevengan infecciones durante el embarazo.

Existen tratamientos para la infeccion en fase aguda que permiten disminuir la
probabilidad de transmision al feto y el dafio que pueda surgir en el caso de la infeccion
transplacentaria. Sin embargo, estas terapias pueden ser teratogénicas y/o generar intolerancia al
tratamiento para la mujer. De este modo, se torna de vital importancia administrar este
tratamiento solamente en casos de infeccion aguda. En consecuencia, es necesario un diagnostico
confiable de esta fase de la infeccion en la embarazada.

Desafortunadamente, el diagnostico preciso de la infeccion aguda no es una tarea
sencilla. De hecho, actualmente ninguna técnica permite determinar de forma inequivoca esta
etapa de la infeccion por si misma y en una sola determinacion. Hay varios esquemas de
diagnostico que incluyen la aplicacion de diferentes conjuntos de técnicas para clasificar la fase
de la infeccion en aguda o cronica. Sin embargo, la fiabilidad de estos resultados no siempre es
apropiada y se requieren largos periodos de tiempo para el diagndstico certero, lo que resulta
perjudicial para el tratamiento. Por lo tanto, es imperativo encontrar nuevas técnicas de
diagnodstico que permitan definir rapidamente y con precision la fase de la infeccion por T.
gondii.

La seleccion del antigeno es uno de los elementos clave para el desarrollo de cualquier
técnica de inmunodiagnéstico. Muchas proteinas de T. gondii se han evaluado para discriminar la
fase aguda de la fase cronica de la infeccion pero, lamentablemente, los resultados de estos

estudios ademas de no ser contundentes a menudo son contradictorios. En este trabajo de tesis se
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analizaron en profundidad publicaciones previas y se definieron las posibles fuentes que
generarian los resultados dispares. Estas fueron: distintas procedencias de los sueros, utilizacién
de un numero de muestras insuficientes, clasificacion incierta de los sueros estudiados y
diferencias en las estrategias utilizadas para la clonacion de las proteinas recombinantes
propuestas como antigenos.

Esta investigacion se llevdo a cabo estudiando y verificando la utilidad de algunas
proteinas de T. gondii para su posterior uso en técnicas de inmunodiagnostico. En base a la
informacion bibliografica, se eligieron las proteinas P22, P30 y P35. Luego, se seleccionaron y
clonaron diferentes regiones de estas proteinas. Dichos antigenos fueron posteriormente
evaluados por los siguientes ensayos inmunoquimicos: ELISA para detectar anticuerpos
especificos IgM, IgG e IgA, ELISA de avidez para IgG especifica y dot blot para detectar IgG
especifica. Para aumentar la confiabilidad de los resultados, en el disefio de las evaluaciones se
tuvieron en cuenta los elementos que fueron considerados como fuentes de disparidad en trabajos
previos. En este sentido, para evaluar las proteinas se utilizaron sueros especificamente
seleccionados segun criterios estrictos de clasificacion. Trabajamos con sueros de individuos no
infectados por T. gondii (SIN), con infeccion cronica (SIC) y con sospecha de infeccion aguda
(SIA). Ademas, se utilizd siempre un elevado niimero de muestras con el objetivo de que los
resultados fueran representativos de la poblacion estudidada (excepto para el ensayo de avidez).
Todas las evaluaciones inmunoquimicas de las proteinas se realizaron con sueros de personas de
diferentes regiones de Argentina. Teniendo en cuenta que la infeccion de las poblaciones con
diferentes cepas de T. gondii puede influir en la reactividad de anticuerpos del paciente contra
antigenos definidos del parasito, nuestros resultados indican que el comportamiento de los
antigenos sera reproducible en otros desarrollos posteriores de kits de diagnostico para ser
utilizados en Argentina. Por ultimo, se realizd un andlisis bioinformatico exhaustivo de los
antigenos en estudio para complementar y explicar los resultados experimentales.

Se analizaron dos secuencias de P22, P22¢ y P22L, donde la diferencia entre ambas fue
que solo P22L presento tanto el péptido sefial como la region carboxi terminal. La adicion de los
dos péptidos en P22L desencadend la formacion de cuerpos de inclusion, contrariamente a lo
ocurrido con P22c¢ que fue expresada como proteina soluble. Aunque P22L pudo ser solubilizada
por procedimientos posteriores, es factible que el antigeno obtenido no haya adquirido su
conformacion nativa. En efecto, el desempefio de P22¢ y P22L en técnicas inmunoquimicas para
la deteccion de anticuerpos fue muy diferente, con P22¢ presentando siempre mejores resultados
que P22L. Hay que destacar que P22¢ fue el mejor de todos los Ag ensayados en esta tesis para
diferenciar SIP (combinacién de SIA y SIC) de SIN mediante la deteccion de anticuerpos
especificos anti-IgG, utilizando ELISA indirecto (area bajo la curva ROC: 0,82). Cuando se
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evalud la avidez de los anticuerpos utilizando este antigeno para diferenciar SIA de SIC, los
resultados obtenidos también fueron muy prometedores (area bajo la curva ROC: 0,82).

En el caso de la proteina de membrana P30, se obtuvieron y probaron dos secuencias con
diferentes extensiones; P30C, un fragmento interno del antigeno cuya evaluacién se informo
previamente en la bibliografia (Nigro y col., 2003) y P30L, que comprendi6 la mayor parte de
los aminoacidos de la proteina nativa. Se utilizaron plasmidos diferentes para la expresion de
ambas secuencias, siendo éstos a su vez distintos de los empleados por Nigro y col. (Nigro y col.,
2003). A pesar de la introduccion de estos cambios, no se obtuvo una mejora significativa en
relacion a los resultados descriptos previamente por Nigro y col. empleando P30. Estos Ags se
evaluaron solamente mediante ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG e IgA. Los mejores
resultados con P30 se lograron detectando IgA especifica para diferenciar SIP de SIN usando
P30C (area bajo la curva ROC: 0,65). Aun asi, la aptitud de este antigeno fue poco satisfactoria.
Al igual que con P22L, la hipotesis propuesta fue que la proteina no se logré obtener en su
conformacion nativa.

Para el analisis de la proteina P35, se dividio la secuencia codificante en 5 regiones que
se superponian. Estas fueron clonadas, asi como la secuencia completa del Ag. Pero solo se
consiguieron expresar con €xito dos fragmentos de la region N terminal de la proteina (P35A y
P35B). Se probaron diferentes vectores pero no se lograron expresar las secuencias que incluian
la region C terminal. De todos los antigenos ensayados en este trabajo, P35B presentd los
mejores resultados para discriminar entre SIA y SIC, valorando anticuerpos IgG especificos por
ELISA indirecto o midiendo la avidez de IgG especifica (areas bajo la curvas ROC: 0,85 y 1,
respectivamente). Dado el buen desempefio de esta proteina, se desarrolld solamente con la
misma un dot blot semicuantitativo para deteccion de IgG especifica (area bajo la curva ROC
con P35B: 0,75), nueva metodologia propuesta para el diagnostico.

Finalmente, utilizando herramientas in silico se desarrolld un analisis siguiendo
principalmente tres etapas: analisis de secuencias, modelado molecular y prediccion de epitopes.
En P22c se encontraron tres regiones antigénicas que explican el buen desempefio de este Ag.
Ademas, las secuencias antigénicas de P22L que no estan presentes en P22¢ (no se encuentran en
la secuencia o se encuentran ocultas en la estructura tridimensional) explicarian la alta
reactividad inespecifica evidenciada en P22L. En relacion con P30, se identificaron 2 regiones
antigénicas, una situada en la region carboxi terminal y la otra en uno de los dos dominios
estructurales de la proteina. Por ultimo, el estudio bioinformatico de P35 presentd diferencias
significativas entre los fragmentos proteicos que pudieron y aquellos que no pudieron ser
expresados. A su vez, so0lo se encontraron regiones antigénicas importantes en las regiones

expresables, principalmente en P35B, explicando los resultados experimentales.
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Como conclusion general, nuestros resultados indican que P35B y P22c son antigenos
muy promisorios para integrar kits para diagnosticar la fase aguda de toxoplasmosis en

Argentina.
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Summary

The general objective of this work was to achieve an optimization of acute toxoplasmosis
diagnosis in pregnant women to allow for a real prevention of fetal-maternal infection through an
early treatment and, alternatively, to avoid such treatment in unnecessary cases.

Toxoplasmosis is an infection caused by Toxoplasma gondii protozoan that affects all
warm-blooded animals. Although this parasite rarely produces a symptomatic infection in man, it
leads to complications in immunosuppressed individuals and pregnant women.

Congenital toxoplasmosis is the second most common parasitic infection in uterus and
can cause abortion or bring serious consequences for the newborn, such as brain or ocular tissue
damage (e.g. hydrocephalus, mental retardation, deafness, psychomotor impairment, cataracts,
strabismus, retinal necrosis and/or blindness).

Typically, the infection begins with the acute phase and after few months transits to the
chronic phase. But only in the acute phase, the parasite can infect the fetus. Therefore, it is
essential for women to prevent this infection during pregnancy.

There are treatments for pregnant women who are in the acute phase of toxoplasmosis
that help to decrease the probability of transmission to the fetus, and prevent potential damages
in case of transplacental infection. However, these therapies may be teratogenic and/or they
sometime generate intolerance to women. Therefore it is very important to treat patients only
whose acute infection has been proven. Consequently, an accurate diagnostic of this infection
phase is necessary.

Unfortunately, the accurate diagnosis of acute infection is not a simple task. Indeed, no
technique currently allows for unambiguous determination of the infection stage by itself and in
only one step. There are several diagnostic schemes, applying different sets of techniques to
classify the patient phase as acute or chronic one. However, the reliability of these results is not
always appropriate and long periods of time are frequently required to accurately diagnose the
infection stage, in detriment of the treatment. It is therefore imperative to find new diagnostic
techniques to promptly and accurately define T. gondii infection phase.

Antigen selection is one of the key issues of any immunodiagnostic technique. Many T.
gondii proteins have been assessed to discriminate between acute and chronic phase of the
infection but, unfortunately, these studies results are not only inconclusive but often
contradictory. Therefore, previous works were deeply analyzed and the potential incongruence
sources were identified: different sources of sera, small number of samples, sera uncertain
classification as well as different cloning strategies to obtain the recombinant proteins used as

antigens.
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This research was conducted by studying the usefulness of some T. gondii proteins for
diagnostic techniques. Analyzing previous bibliographic information, P22, P30 and P35 proteins
were chosen. Different regions of the mentioned proteins were selected and cloned. Such
antigens were subsequently evaluated by the following immunochemical assays: ELISA to detect
specific IgG, IgA and IgM antibodies, avidity ELISA and dot blot assays to detect specific IgG
antibodies. To enhance the confidence of our results, during the evaluation design, we took into
account the potential sources of disparity of previous works. In this line, to assess proteins we
used sera specifically selected according to strict classification criteria. We worked with sera
from individuals not infected with T. gondii (SIN), with chronic infection (SIC) and with
suspected acute infection (SIA). A large number of samples was analyzed so that results were
representative of the whole population (except in avidity ELISA case). Furthermore, all
immunochemical assessment of the evaluated proteins was performed with sera of people from
different regions of Argentina. Taking into account that population infection with different
strains of T. gondii could influence patient’s antibodies reactivity against defined parasite
antigens, our results indicate that these antigens behavior should be reproducible in further
developed diagnostic kits to be used in our country. Finally, an exhaustive bioinformatics
analysis was performed to complement and explain the experimental results.

Two sequences of P22 were analyzed; P22c and P22L. The difference between them was
that P22L presented both the signal peptide together with the carboxy terminal region. The
presence of these two regions in P22L triggered the formation of inclusion bodies, contrarily to
P22c¢ behavior, which expressed as a soluble protein. Although P22L could be solubilized by
subsequent procedures, it seems feasible that the obtained antigen did not keep its native
conformation. Indeed, P22¢ and P22L immunochemical performances to detect antibodies were
very different, P22c always leading to better results than P22L. It is noteworthy that P22¢c was
the best of all our tested Ags to differentiate between SIP (combination of SIA with SIC) and
SIN, when detecting specific anti IgG antibodies by indirect ELISA (area under the ROC curve:
0.82). The obtained results using this antigen were very promising to differentiate between SIA
and SIC when assessing avidity of antibodies (area under the ROC curve: 0.82).

Two P30 membrane protein sequences with different extensions were obtained and
tested; P30c, an internal fragment of the antigen whose evaluation was previously reported in the
bibliography (Nigro et al, 2003) and P30L, which encompass most of the entire protein amino
acids. Different expression plasmids were used to express both sequences, these plasmids being
different to those used by Nigro et al. Despite the introduction of these changes, no significant
improvement of results was achieved, regarding those previously reported by Nigro et al using

P30 (Nigro et al, 2003). These Ags were assessed by ELISAs to detect only IgG and IgA
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antibodies. With P30, the best results were to differentiate between SIP and SIN using P30c by
detecting specific IgA (area under the ROC curve: 0.65). However, these were not actually
satisfying results. At same that P22L, the proposed hypothesis was that the protein was not
obtained in its native conformation

To analyze P35 protein, its coding sequence was divided into 5 overlapping regions
which were cloned, as well as the complete sequence of the Ag. Only two fragments of the N
terminus of the protein were successfully expressed (P35A and P35B). Although different
vectors were tested no secuence including the C-terminal region could be expressed. From all the
antigens tested in this work, P35B rendered the best results to discriminate between SIA and
SIC, when specific antibodies were detected by indirect ELISA, or by evaluating IgG avidity
(areas under the ROC curves: 0.85 and 1, respectively). Considering P35 good performance to
detect specific IgG, a semiquantitative dot blot assay was developed only with this protein (area
under the ROC curve: 0.75), a new methodology propose to diagnosis.

Further analyses were performed using in silico tools, mainly following three steps:
sequence analysis, molecular modeling, and prediction of epitopes. Three antigenic regions were
found in P22c, explaining its good performance. In addition, the antigenic sequences of P22L
which are not exposed in P22¢ (absent in the sequence or being hidden in its three-dimensional
structure) would explain the high nonspecific reactivity displayed by P22L. Regarding P30, two
antigenic regions were identified, one located in the carboxy terminal region, and the other in
one of the two structural domains of the protein. Finally, P35 bioinformatic study indicates
significant differences between the protein fragments that could be and those which could not be
expressed. Concerning the antigenic behavior, a major antigenic region was found in both of the
expressed regions, and particularly in P35B, explaining the favorable experimental results.

As a general conclusion, results indicate that P35B and P22c are highly useful to
diagnose acute phase of toxoplasmosis, envisaging its inclusion in commercials kits to be used in

Argentina.
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1. La infeccién de toxoplasmosis

1.1. ; Qué es la toxoplasmosis?

La toxoplasmosis es una infeccion causada por el protozoo Toxoplasma gondii y afecta a
1 de cada 3 personas en todo el mundo, convirtiendo a su agente causal en uno de los mas
eficientes parasitos. Puede contagiar cualquier mamifero de sangre caliente o ave, aunque sus
hospedadores definitivos son los felinos (Peng y col., 2011).

En el hombre es una infeccion asintomatica, pero en ciertas situaciones puede generar
complicaciones afectando principalmente al cerebro, ojos y/o fetos de mujeres embarazadas
(Peng y col., 2011). La infeccion pasa por dos fases. Cuando comienza se esta en la fase aguda y
es cuando puede haber sintomas clinicos. En este estadio el parasito se encuentra replicandose a
gran velocidad e invadiendo las diferentes células de todo el cuerpo. Luego de unos meses (el
tiempo exacto depende principalmente del individuo) el paciente entra en la fase cronica, en la
cual el parasito se replica muy lentamente (Robert-Gangneux y Dardé, 2012). Una vez infectado
el hospedador, no hay tratamiento para eliminar completamente al parasito (Cenci-goga y col.,
2011).

Si bien en los animales de granja T. gondii no genera problemas de salud, al infectarse se
convierten en vectores que terminaran infectando al ser humano cuando los ingiera. Otra manera
de transmision en las personas, es por los parasitos que provienen de las heces de los gatos, que
pueden adherirse a las manos y si el individuo no se higieniza correctamente antes de comer, se
terminara contaminando por ingesta. La contaminacion por ingestion es la mas usual pero
también se puede dar la infeccion iatrogénica, es decir via sangre, por tejidos trasplantados, por
accidentes de laboratorio u otros (Bojar y Szymanska, 2010). Finalmente, existe la infeccion
congénita, es decir que la embarazada transmita la infeccion al feto. Pero fuera de la infeccion
iatrogénica y congénita, no se han reportado situaciones de transmision de toxoplasmosis de una
persona a otra (Diaz y col., 2010).

En los individuos inmunocompententes, la infeccion generalmente no genera sintomas
clinicos. En algunos paises europeos o en E.E.U.U., la toxoplasmosis es asintomdtica para mas
del 80 % de estos individuos (Montoya y Liesenfeld, 2004). En los casos remanentes se ha
observado fiebre o linfadenopatia cervical, a veces asociada a mialgia, astenia u otros sintomas
clinicos no especificos, que pueden persistir por algunas semanas. En los casos mas severos
podemos encontrar coriorretinitis (Robert-Gangneux y Dardé, 2012). Fuera de estos casos poco

frecuentes, normalmente sélo hay dos situaciones en las cuales la infeccion genera problemas:
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- En individuos inmunodeprimidos: Son el caso de individuos con el virus de

inmunodeficiencia humana (HIV) o con terapias inmunosupresoras por tratamientos después de
un trasplante de o6rganos, para algunas clases de canceres u otros. Puede generar complicaciones
infectandose ya sea antes o durante el proceso de inmunodepresion, pero si el paciente ya se
encuentra en la fase cronica cuando comienza la terapia, los problemas suelen ser mayores. Las
complicaciones aparecen en los 6rganos donde suele depositarse el parasito, principalmente en el
cerebro, pulmones, ojos y corazon; y secundariamente en médula Osea, vejiga, ganglios
linfaticos, rifion, bazo y piel. En el caso de los pacientes con HIV es bastante caracteristica la
encefalitis toxoplasmica, que genera dolores de cabeza, fiebre, letargo, incoordinacion, paralisis
motrices parciales, pérdida de la memoria y/o demencia (Robert-Gangneux y Dardé, 2012).

- En embarazadas: La infeccion de toxoplasmosis congénita es la segunda infeccion

parasitaria intrauterina mas frecuente (Bojar y Szymanska, 2010). Es de vital importancia que las
mujeres no se infecten durante la gestacion del feto, de la contrario es posible que el parasito
traspase la placenta y genere graves consecuencias para el recién nacido (Robert-Gangneux y
Dardé, 2012). En este caso, es peligrosa la fase aguda de la infeccion. Esta situacion sera

descripta con mayor detalle en el punto 1.7. de esta misma seccion.

1.2. Agente etioldgico

La toxoplasmosis es generada por el parasito intracelular Toxoplasma gondii, un
protozoario apicomplexa capaz de propagarse asexualmente mediante endodiogenia en células
nucleadas. Su reproduccion sexual solo sucede cuando su hospedador es un felino (Peng y col.,
2011). Fue descubierto en 1908 pero su clasificacion filogenética fue aceptada recién en 1973

(De Fuentes Corripio, 1999), siendo esta:

Reino Protozoa.
Phylum Apicomplexa.
Clase Sporozoea.
Subclase Coccidia.
Orden Eucoccidia.
Suborden Eimeriina.
Familia Sarcocystidae.
Subfamilia Toxoplasmatinae.
Género Toxoplasma.

Especie Toxoplasma gondii.
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Todos los humanos pueden infectarse por cualquiera de las 3 formas del parasito,
correspondientes a sus 3 estadios morfologicos (Cenci-goga y col., 2011; Diaz y col., 2010;
Robert-Gangneux y Dardé, 2012):

- Taquizoitos: es el estado asexual de replicacion rapida del parasito. El taquizoito tiene
forma de punta de flecha curvada de aproximadamente 2 x 7 um. Puede encontrarse libre en
exudados, sangre, secreciones o excreciones. También se lo puede hallar en seudoquistes, células
del huésped sin envoltura quistica que contienen numerosos taquizoitos. En la figura 1 se
detallan las organelas del taquizoito y en la figura 2 se muestra una foto del mismo observado al

microscopio electronico.

Complejo

Granulo denso de Golgi

Reticulo endoplasmatico
rugoso

Apicolplasto

Micronema

Conoide

Extremo
Roptrias apical

Mitocondrias

Figura 1: Esquema de un taquizoito de toxoplasmosis y sus organelas principales (Ajioka y col., 2001)

i

- Bradizoitos: tienen forma de coma y estdn rodeados de P S T
una verdadera membrana formando un quiste dentro de tejidos y a7 ¥
organos del huésped. Cada quiste puede contener desde 2 hasta 100
bradizoitos, dependiendo de la antigiiedad. El tamafio de los
quistes va desde 10 hasta 100 um. Los bradizoitos son de
replicacion lenta.

- Esporozoitos: Estos se encuentran de a 4 dentro de los

esporoquistes elipsoidales, que a su vez estan de a 2 dentro de los

ooquistes. Los ooquistes tienen un didmetro de 12 a 13 pm. % Sine A T

Los detalles del citoplasma del bradizoito y esporozoito no de un taquizoito de T. gondii. pv:

Vacuola parasitofora. C: conoide,
m: micronemas, dg: granulos

. densos, n: nticleo y r: roptrias
vitro. (Dubey, 1996).

se conocen, debido a que solo el taquizoito ha logrado cultivarse in
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1.2.1. Genotipos de T. gondii: mediante estudios de secuenciacion, analisis de

isoenzimas, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) - polimorfismo de longitud en los
fragmentos de restriccion (RFLP) y andlisis de microsatélites, esta especie se ha dividido
filogenéticamente en 12 halogrupos. Los primeros en ser descubiertos fueron 3 linajes bien
diferenciados, que poseen muy baja similitud genética entre si (entre 1 y 2 %) y que se
encuentran distribuidos principalmente en Europa y E.E.U.U. Los otros 9, no s6lo poseen mayor
similitud genotipica entre ellos, sino que ademds con los tres primeros linajes. Aparecen en los
otros paises y son dificiles de clasificar (Robert-Gangneux y Dardé, 2012).

Se ha observado que el linaje I es uno de los mas virulentos', pero es poco aislado en
humanos. El linaje mas encontrado en personas es el II. Y el linaje III solo se ha podido aislar de
animales (Diaz y col., 2010; Munoz, y col. 2011). Otras clases de halotipos se han aislado en
personas y cuando poseen mayor virulencia de la normal, suelen tener similitud con el halotipo I
(Robert-Gangneux y Dardé, 2012), por ejemplo, una cepa aislada en Sudamérica era altamente
agresiva y generaba neumonia en individuos inmunocompetentes (Cenci-goga y col., 2011)

Un punto importante a considerar cuando se observa la cepa de estudio, es la facilidad de
diagnostico de infeccion. Algunas técnicas no serian tan eficientes para diagnosticar la infeccion
cuando se encuentren involucradas ciertas cepas (Ferrandiz y col., 2004). Kotresha y Noordin
sugieren que una de las posibles razones por las que hay tanta diversidad en los resultados de los
investigadores que evaltian las mismas proteinas recombinantes se debe a que trabajan con
sueros de individuos provenientes de diferentes zonas geograficas que, por lo tanto, fueron
expuestos a cepas diferentes que expresan proteinas polimorficas (Kotresha y Noordin, 2010;
Kotresha y col., 2012).

1.3. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii

Si bien los huéspedes definitivos son unicamente los felinos, los huéspedes
intermediarios potenciales son todos los animales de sangre caliente. Al parasito se lo ha
encontrado tanto en animales domésticos como de granja, por ejemplo: porcinos, ovinos,
caprinos, bovinos, equinos y caninos. También se lo ha encontrado en diferentes animales
salvajes, desde los canguros australianos hasta los zorros articos de Noruega, pasando por
monos, aves migratorias y diferentes depredadores, entre muchos otros (Diaz y col., 2010). Al
ser tan amplio el reservorio natural de este patdogeno, probablemente nunca pueda ser totalmente

eliminado (Bojar y Szymanska, 2010).

! Virulencia: en las diferentes cepas de T. gondii, se evalud observando los dias que tarda en matar ratones
infectados.
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Exceptuando la infeccion iatrogénica y congénita, la toxoplasmosis se contagia por
ingestion del parasito, cuando un animal se come a otro infectado o a plantas donde se
depositaron los ooquistes. El ser humano tiene altas probabilidades de contagiarse cuando no
cocina bien la carne, no lava bien los vegetales y/o no posee buenos habitos de higiene y
limpieza general, por ejemplo: lavarse las manos luego de jugar con gatos o trabajar en el jardin.
La figura 3 muestra la circulacion del T. gondii entre los diferentes hospedadores (Robert-

Gangneux y Dardé¢, 2012).
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Figura 3: Ciclo del T. gondii a través de los diferentes hospedadores (Robert-Gangneux y Dardé, 2012).

Dependiendo de la clase de huésped, se desarrollara la replicacion sexual principalmente
o la replicacion asexual tnicamente. El ciclo comienza cuando algn felino ingiere una presa

infectada con quistes tisulares (forma infectiva que contiene bradizoitos). En el intestino se
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liberan los bradizoitos de los quistes e invaden los enterocitos del mismo intestino. Ahi ocurre
una limitada reproduccion asexual que forma gametos femeninos y masculinos (separados en
distintos enterocitos), preparando los parasitos para la replicacion sexual. Este proceso de
desarrollo y diferenciacion celular se denomina gametogonia. Luego hay un proceso de
fertilizacion que conduce a la formacion de los ooquistes (Robert-Gangneux y Dard¢, 2012).

El ooquiste es liberado en forma no esporulada a través de las heces de los felinos y
expuesto al medio ambiente, en donde bajo condiciones adecuadas esporula en 2 o 3 dias,
generando en su interior 8 esporozoitos. El ooquiste asi maduro se convierte en la forma
infecciosa. Millones de ooquistes son producidos y liberados por los felinos a través de las heces,
contaminando suelo, plantas y fuentes de agua (Muiiz Hernandez y Mondragon Flores, 2009).
Los ooquistes pueden sobrevivir en el medio ambiente durante muchos anos (Dubey, 2004). Se
mantienen estables y con resistencia a muchos desinfectantes mientras estan en ambientes tibios
y himedos, pero sobreviven pobremente en climas frios o aridos.

Luego los huéspedes intermediarios se contaminan por consumo de ooquistes o de quistes
tisulares presentes en los tejidos de otros huéspedes intermediarios. En estos huéspedes en donde
se genera la reproduccion asexual inicamente (Muiiiz Hernandez y Mondragon Flores, 2009).

Una vez ingerido el ooquiste o el quiste tisular, se liberan los esporozoitos o los
bradizoitos respectivamente. Cualquier de los 2 rapidamente se diferencia a taquizoito, la forma
altamente dinamica e invasiva que atraviesa eficientemente el epitelio intestinal, diseminandose
a través de todo el organismo (Mufiiz Hernandez y Mondragon Flores, 2009). Practicamente, el
parasito tiene la capacidad de infectar cualquier célula nucleada de un organismo (Diaz y col.,
2010). T. gondii comienza asi a introducirse en diferentes células y a reproducirse asexualmente
en su interior (Muiiiz Hernandez y Mondragon Flores, 2009).

La reproduccion asexual del parésito se lleva a cabo mediante endodiogenia, proceso
mediante el cual se forman dos células hijas en el interior de la célula madre. Durante la
maduracion de las células nuevas, éstas incorporaran algunas organelas de la célula madre
mientras que otras las generaran de novo. Esta replicacion celular ocurre sucesivamente hasta
que el namero de taquizoitos es entre 64 y 128, entonces se rompe la vacuola parasitofora
(vesicula donde se aloja) y la célula hospedadora. Los taquizoitos son entonces liberados al
torrente sanguineo, propagandose por todo el cuerpo y comenzando con la infeccién aguda (Diaz
y col., 2010; Muiiz Hernandez y Mondragén Flores, 2009).

La presencia de T. gondii en el organismo activa la respuesta inmune del huésped. Esta
reaccion sobre el parasito induce la diferenciacion de los taquizoitos intracelulares a la forma de

bradizoito, con la consecuente transformacion de la célula hospedera a un quiste tisular en el cual
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vive en una forma latente durante muchos afios o incluso durante toda la vida del individuo
(Muiiiz Hernandez y Mondragén Flores, 2009).

Una de las caracteristicas que determinan la patogenia de toxoplasmosis esta relacionada
con la alta capacidad del parasito para diseminarse por todos los tejidos del huésped, atravesando
barreras biolodgicas tisulares y alcanzando incluso 6rganos inmunoprivilegiados como cerebro,
0jo y placenta en mujeres embarazadas. Todas las formas invasivas de T. gongii (esporozoito,
taquizoito y bradizoito) tienen la capacidad de invasion celular, pero el taquizoito es la forma
mas invasiva, proliferativa y con mayor capacidad de diseminacion tisular (Mufiiz Hernandez y

Mondragoén Flores, 2009).

1.4. Invasion celular v proteinas involucradas

Como T. gondii es un parasito intracelular obligado, la invasion celular es un evento
crucial en su supervivencia (Diaz y col., 2010), para lo cual emplea principalmente 3 organelas:
micronemas, roptrias y granulos densos (ver figura 1). Estas generan proteinas muy importantes
para la invasion celular que son liberadas desde el extremo apical del parasito y son denominadas
proteinas MIC, ROP y GRA, respectivamente, (Mufiiz Hernandez y Mondragon Flores, 2009).
Otra manera de nombrarlas es mediante el peso molecular aparente que mostraron las primeras
veces que fueron corridas en electroforesis en gel de poliacrilamida® (PAGE), por ejemplo:
GRAS también se denomina P35 porque en un PAGE corrié como una proteina de 35 KDa (kilo
daltons) de masa molecular.

El taquizoito, durante su busqueda de un sitio blanco por donde introducirse, esta
continuamente liberando proteinas MIC. Estas permiten la adhesion y el deslizamiento del
parasito sobre la membrana de las células blanco, proceso imprescindible para la invasion. Por
ejemplo, se ha propuesto que especificamente MIC3 es la que permite la adhesion y penetracion
en las células del endotelio. Cuando encuentra un buen sitio en la célula del hospedador para
introducirse, libera mas proteinas MIC para anclar el extremo apical a las proteinas receptores
blancos de la célula hospedadora. Se sabe que T. gondii expresa mas de 15 proteinas MIC
durante todo el proceso. Luego se liberan proteinas ROP (que a diferencia de las MIC muchas
tienen actividad enzimatica), que interactian con las MIC. Al mismo tiempo, varias proteinas
ROP son inyectadas en la célula del hospedador. Entre las MIC y las ROP se desarrolla la
penetracion del parasito comenzando por su extremo apical. Para esto se genera previamente un
orificio de menos de 1 pm de didmetro, por el cual el taquizoito se internaliza mediante
movimientos tipo tornillo. Al mismo tiempo que se va introduciendo, se genera una invaginacion

de la membrana plasmatica de la célula hospedera (inducida por las proteinas ROP), generando

% En algunos casos la denominacion de las proteinas no sigue ninguna de estas dos maneras.
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(P29) y GRAS (P35)_ Otras Figura 4: Esquema del proceso invasivo de T. gondii sobre una célula del hospedador
(Muiiz Hernandez y Mondragon Flores; 2009).

como GRAI1 (P24), GRA2

(P28), GRA4 (P41), GRA6

(P32) y GRAY9 quedan en el espacio intravacuolar. Hasta ahora hay 16 proteinas GRA
descubiertas que, entre otras funciones, permiten que el parasito pueda tomar nutrientes desde el
citoplasma de la célula hospedadora y acondicione la vacuola parasitéfora para la reproduccion
asexual. A su vez, proteinas ROP van mediando la interaccion entre esta vacuola y las organelas
de la célula del hospedador, suministrando al parasito de todo lo que precisa. En la figura 4 se
muestra un esquema del proceso de invasion (Diaz y col., 2010; Carruthers y col., 2006; Huynh y
col., 2006; Muiiz Hernandez y Mondragon Flores, 2009).

Otro grupo de proteinas importante es el de los antigenos de superficie (SAG). Son 21
proteinas (descubiertas hasta la actualidad) que se encuentran expuestas sobre la superficie de la
membrana del parasito, ancladas a la misma a través de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). Se sabe
que participan en la unién a las células del hospedador y que contribuyen en la virulencia de las
cepas de T. gondii (Lekutisa y col., 2001). Hay evidencias de que varias de estas proteinas son
especificas de ciertos estadios morfologicos del parasito. Se comprobdé que SAG1 (P30) y
SAG2A (P22) son especificas de los taquizoitos mientras que SRS9, BSR4 (P36) y SAG4A
(P18) son especificas de los bradizoitos. Ademas, se ha corroborado que el sistema inmune actia
sobre el parasito a través de varias de estas proteinas (Boothroyd y col., 1998; Kim y Boothroyd,
2005).
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1.5. Respuesta inmune ante la infeccidn

La dispersion sistémica inicial de los taquizoitos es realizada por las células monociticas
intestinales que son infectadas al comienzo. Asi el parasito se distribuye en diferentes lugares del
organismo, donde se reclutaran neutroéfilos, células dendriticas y macréfagos. Estas células, por
un lado bajaran la carga parasitaria local actuando por si mismas, y por el otro liberaran
citoquinas como interleuquina 12, que estimula a las células natural killer. Estas produciran
interferon vy, que estimulara a los macréfagos para producir factor de necrosis tumoral a. Estas
citoquinas activaran los linfocitos Th1 que estimularan a su vez a los linfocitos T CD8" (Robert-
Gangneux y Dardé, 2012). Al comienzo de la infeccion también se activaran los linfocitos B con
la correspondiente generacion de anticuerpos (Acs), en parte gracias al interferon y. Cuando el
sistema inmune logra controlar la replicacion de los taquizoitos, estos se transforman en
bradizoitos que convierten a la célula hospedadora donde se encontraban en un quiste,
limitandose la fase aguda de la infeccion y estableciéndose asi la infeccion cronica (Muiiiz
Hernandez y Mondragén Flores, 2009).

En lo que es la respuesta humoral, los primeros isotipos de Acs especificos que aparecen
son inmunoglobulinas A y M (IgA e IgM), en ese orden. Se presentan en la primera semana de
infeccion y su titulo llega a un maximo al mes. Los anticuerpos isotipo IgE no siempre aparecen
en la infeccion de toxoplasmosis; si 1o hacen, aparecen antes que IgM y desaparecen rapidamente
(Villena y col., 1999; Foudrinier y col., 2003). Los niveles de [gM van disminuyendo después
del primer mes y desaparecen en el 25 % de los pacientes al séptimo mes, en el resto de los casos
siguen presentes hasta el afio o mas (Gras y col., 2004). El isotipo IgA desaparece antes que la
IgM pero en algunos casos ha sido detectada hasta el noveno mes de la infeccion (Robert-
Gangneux y col., 1999). La IgG aparece 1 a 3 semanas después de ser detectada la IgM, llegando
a un maximo de concentracion a los 2 o 3 meses, luego comienza a bajar lentamente pero nunca
desaparece (Durlach y col., 2008). En la figura 5 se muestra un esquema de la cinética de Acs
IgA, IgG e IgM.

Todos los isotipos de Acs pueden ser producidos por el mismo linfocito B. Diferentes
células o clones de linfocitos B varian entre si por la especificidad de los Acs que producen. Los
Acs producidos por un mismo linfocito B unen una tnica region de alguna proteina parasitaria.
Estas regiones se llaman epitopes. Es decir que cada clon de linfocito B produce Acs que unen
un Unico epitope a través de diferentes isotipos de anticuerpos (IgD, IgM, IgA, IgE o IgG), que
va produciendo a lo largo de su vida o maduracion (Abbas y col., 2012). A su vez los epitopes en

las proteinas del parasito se pueden clasificar en 2 clases:

10
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- Epitopes lineales: los definen la identidad de los aminoacidos (AAs) en un orden
especifico en la estructura primaria de la cadena polipeptidica, independientemente de su
disposicion espacial (Abbas y col., 2012).

- Epitopes estructurales: los definen la identidad de los AAs en una ubicacion espacial
especifica, independientemente de que estén o no contiguos en la estructura primaria de la

cadena polipeptidica (Abbas y col., 2012).
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Figura 5: titulos de los anticuerpos IgG, IgM e IgA con el transcurso de los meses.

1.6. Prevalencia de la infeccion en el mundo, Argentina y Santa Fe

En general, la incidencia de la infeccion varia segun el grupo de poblacion, habitos
alimenticios, higiene ambiental, ocupacion y la region geografica. Con respecto a esto ultimo,
suele ser menor en las regiones frias, aridas y/o elevadas (Mccabe y Remington, 1991).

Se asume que entre un 25 y 30 % de la poblacion mundial tiene toxoplasmosis. Pero la
prevalencia cambia de una region a otra desde 10 hasta 80 %, inclusive dentro de un mismo pais.
Una prevalencia de 10 a 30 % se encuentra en América del Norte, el norte de Europa y el sureste
de Asia. Una prevalencia de 30 a 50 % tienen los paises del centro y sur de Europa. Y
prevalencias de mas de 50 % se encuentran en varios paises de América Latina y Africa
(Montoya y Liesenfeld, 2004; Pappas y col., 2009). Por ejemplo la prevalencia de toxoplasmosis
en Brasil es 66,3 %, en Perti es 55 %, en Chile es 36,2 %, en Uruguay es 49 % y en Colombia es
47,1 % (Diaz y col., 2010; Kaufer y Carral, 2012).

También se han realizado estudios de prevalencia de la infeccion en diferentes regiones
de nuestro pais, Argentina. Se han encontrado valores de: 47,3 % en la Ciudad Autéonoma de

Buenos Aires; 51,7 % en toda la provincia de Buenos Aires; 39,7 % en la ciudad de Jujuy; 28,5

11
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% en la ciudad de Resistencia; 23,8 % en la provincia de Chaco y 42,2 % en la provincia de
Santa Fe (Durlach y col., 2008).
La infeccion afecta ambos sexos por igual y mientras mayor sea la edad de los individuos

mayor la probabilidad de que tengan toxoplasmosis (Durlach y col., 2008; Marder y col., 2001).

1.7. Infeccién en la embarazada v el feto

Como se menciond al principio, la toxoplasmosis no suele generar complicaciones,
excepto en 2 situaciones, cuando se infectan individuos inmunodeprimidos y cuando se infectan
embarazadas. No hay inconveniente que una mujer estando en la fase cronica de la infeccion
quede embarazada, los problemas pueden ocurrir si en algin momento se superpone la fase
aguda de la infeccion con el embarazo. La mujer no tiene riesgos mayores a los habituales, el
problema es que el parasito puede atravesar la placenta e infectar al feto, generando una
infeccion congénita. Si ocurre, las probabilidades de dafiar al feto o al nifio luego de nacer
dependeran del trimestre en que suceda la infeccion (Diaz y col., 2010 y Robert-Gangneux y
Dardé, 2012). En la figura 6 se muestran las probabilidades de contagio del feto y de generar
dafio, en funcion del trimestre en el que ocurre la infeccion aguda y congénita, respectivamente.

Cuando la infeccion es en el primer trimestre, puede producirse un aborto espontaneo. En
casos no fatales, se generan problemas de desarrollo en los tejidos cerebrales u oculares, por el
desarrollo de focos necrdticos o inflamacion severa. Las lesiones cerebrales se manifiestan
muchas veces como hidrocefalias, microcefalia, mesenterio hiperecogénica,
hepatoesplenomegalia y/o calcificaciones, que luego en el nifio se puede manifestar clinicamente
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cataratas, presi(')n intraocular Figura 6: Probabilidades de infeccion fetal (circulo negro) y severidad de la misma
(rombo gris) en funcion del trimestre del embarazo (Diaz y col., 2010 y Robert-
incrementada,  estrabismo, Gangneux y Dard¢, 2012).
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neuritis Optica, necrosis retinal, uveitis, coriorretinitis y/o hasta ceguera (Delair y col., 2011).

El grupo de mujeres embarazadas con mayor riesgo para primoinfeccion con T. gondii
son las adolescentes, en especial cuando residen en ambientes contaminados por animales
huéspedes y vehiculos de transmision de ooquistes (Diaz y col., 2010).

Se considera que la toxoplasmosis cronica es beneficiosa para la mujer, porque evita la
infeccion congénita eliminando las posibilidades de complicaciones en sus futuros hijos (Bojar y
Szymanska, 2010). En nuestro pais, la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. gondii en mujeres
en edad de concebir es del 40,5% (Durlach y col., 2008). Es decir que mas de la mitad de las

mujeres en edad de concebir se encuentra expuesta a una primoinfeccion.

1.8. Tratamiento de la infeccion en embarazadas

Si se confirma que la embarazada se encuentra en la fase aguda, hay que comenzar a
realizar controles mediante ecografia uterina que permitird detectar embrio/fetopatias y
pronosticar la direccion de las complicaciones (Durlach y col., 2008). Realizar controles
serologicos periodicos como seguimiento del tratamiento de una embarazada carece de valor y
no deberia indicarse (Bertolino y col., 2011).

Las embarazadas con infeccion reciente confirmada, deben ser tratadas con las drogas:
pirimetamina, sulfadiazina, acido folico, espiramicina y clindamicina. La administracion de estas
drogas reduce las probabilidades de infeccion congénita y, en caso que ocurra, también
disminuye los efectos nocivos del parasito sobre el feto. Su manera de administracion dependera
principalmente del momento de la primoinfeccion y debe ser cuidadosa y controlada, debido a la
toxicidad de estas drogas. La pirimetamina y la sulfadiazina pueden perjudicar al feto porque son
teratogénicas (Bertolino y col., 2011). Ademas, muchas veces generan intolerancia en la
embarazada por producir nauseas, malestar estomacal, vértigo, hipersensibilidad, anemia
megaloblastica, leucopenia, trombocitopenia, pancitopenia, glositis atrofica, hematuria,
arritmias, hiperfenilalaninemia, sindrome de Stevens-Johnson y necrélisis epidérmica toxica
(Villena y col.,1998). Por todos estos problemas es que se debe tener cuidado al indicar este
tratamiento.

El mayor beneficio se obtiene con tratamiento temprano. Por ello es muy importante
comenzar el mismo con certeza y rapidez (Bertolino y col., 2011; Li y col., 2000a) y de aqui la

relevancia de diagnosticar la fase de la infeccion sin demoras y eficientemente.

13
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1.9. Técnicas actuales para el diagnostico

El diagnodstico de esta infeccion puede ser de manera directa (procedimiento poco
habitual) detectando el parasito o su acido desoxirribonucleico (ADN), o de manera indirecta
detectando los Acs especificos contra T. gondii (Robert-Gangneux y Dardé¢, 2012).

Las principales técnicas actuales para diagnosticar toxoplasmosis y sus estadios son:
ensayo de Sabin-Feldman, inmunofluorecencia, inmunofluorecencia indirecta (IFI),
visualizacidon directa, aislamiento del parésito por cultivo en ratones o en cultivo celular en
fibroblastos humanos, PCR de muestras del paciente, aglutinacion directa sensibilizada, ensayo
de aglutinacion por inmunoabsorcion (ISAGA), hemoaglutinacion indirecta (HAI), DYE-Test,
ensayo de avidez, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y ensayo con latex. A
continuacion se explicaran con mas detalle aquellas técnicas utilizadas o mencionadas en este
trabajo:

1.9.1. Ensayo de Sabin-Feldman: Mide preferentemente anticuerpos IgG. Como

antigenos (Ags) se utilizan parasitos vivos de T. gondii, pues estos pierden la capacidad de
colorearse con azul de metileno al ponerse en contacto con sueros que contienen Acs contra
ellos. La muestra se observa al microscopio y T. gondii se observara tefiido o no dependiendo de
la presencia de Acs especificos en la muestra. Si el 50% o mas se encuentran sin tefiir, la
reaccion es positiva. Es un método de alta especificidad y sensibilidad, pues no hay reaccion
cruzada con otros protozoos o agentes infecciosos (Beaman y col., 1997; Sabin y Feldman,
1948). Esta es la prueba de referencia para diagnosticar la infeccion seglin la Organizacion
Mundial de la Salud.

1.9.2. IFI: detecta Acs especificos IgG, IgM o IgA. Se utilizan pardsitos muertos en
formol o liofilizados. Los Acs presentes en el fluido bioloégico del paciente se adhieren a la pared
del parésito, donde se ponen de manifiesto por medio de anti-Ac humano, conjugado con
isotiocianato de fluoresceina, observandolos con un microscopio de luz de fluorescencia. Es una
prueba sensible y especifica pero puede dar algunas reacciones cruzadas (es decir, falsos
positivos; ver punto 2.1.1 en Materiales y Métodos) (Mccabe y Remington, 1991).

1.9.3. ISAGA: Se emplean placas de polestireno o cloruro de polivinilo con pocillos de
fondo en U. Estas primero se sensibilizan con Ac policlonal anti IgM, IgA o IgE humana. Luego
se captura este Ac de la muestra de suero del paciente y, finalmente, se incuba con el parasito. Si
habia Acs anti- T. gondii en el suero, se formara un precipitado con forma circular en el fondo
del pocillo (Mccabe y Remington, 1991).

1.9.4. HAI: Los glébulos rojos de animales, estabilizados y sensibilizados con Ags del

parasito, se ponen en contacto con el suero a evaluar. Si hay Acs especificos contra T. gondii.
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ocurre el fenomeno de hemoaglutinacion. Mediante esta técnica se pueden determinar IgM e IgG
especificas (Patton y col., 1990).

1.9.5. ELISA: Se realiza en placas de polestireno o cloruro de polivinilo, con numerosos
pocillos. El fondo de los mismos es el soporte sélido que se recubre con Ag o Ac. El ultimo
compuesto que se emplea, suele estar conjugado a una enzima de reaccién colorimétrica.
Finalmente se realiza una lectura cuantitativa con un espectrofotdmetro (Porstmann y Kiessig,
1992). Existe una gran variedad de clases de ELISA, pero en el diagnostico de toxoplasmosis se
emplean:

ELISA indirecto: El soporte s6lido captura el Ag. Luego se lo expone al suero para que
se unan los Acs especificos. Finalmente, se lo incuba un con un Ac (conjugado a la enzima)
especifico contra el isotipo que se desea determinar. Se emplea para detectar un isotipo a la vez,
principalmente IgG, aunque también se lo emplea para detectar IgM, IgA e IgE (Borges y de
Castro Fiquereido, 2004; Contreras y col., 2000; Aratjo y Ferreira, 2010).

ELISA de inmunocompeticion: El soporte solido se recubre del Ag. Luego los Acs de la
muestra inhibiran la union posterior de un Ac monoclonal que suele estar conjugado a la enzima.
Detecta todos los isotipos de Ac presentes en la muestra (Porstmann y Kiessig, 1992).

ELISA de inmunocaptura: Un Ac policlonal especifico contra IgM o IgA humana se fija
en el soporte sélido. Luego se lo expone al suero y se capturan todos los Acs de ese isotipo, entre
ellos, los especificos contra T. gondii. Finalmente, se incuba con el antigeno que estara unido a la
enzima (Santoro y col. 1985; Porstmann y Kiessig, 1992).

ELISA doble sdindwich: En el soporte sélido, primero se inmoviliza un Ac contra algin
isotipo especifico de Ac. Luego se siembra el suero, uniéndose un isotipo especifico de Ac. Se
coloca el Ag y finalmente se coloca un Ac especifico contra el Ag de interés (que estara unido a
la enzima). Este ELISA elimina reacciones cruzadas que pueda haber con contaminaciones en la
muestra del Ag (Decoster y col.; 1988; Lu y col., 2006; Suzuki y col., 2000).

1.9.6. Ensayo de avidez: Se emplea para determinar la avidez de los anticuerpos IgG y asi

poder inferir la antigiiedad de la infeccion. A mayor avidez, mas antigua la infeccion. Hay
diferentes variantes, pero en su protocolo experimental son similares a un ELISA indirecto. Al
final se compara la diferencia de sefiales al desarrollar la técnica procesando o no con un agente
caotropico a los Acs del suero (Contreras y col., 2000; Remington y col., 2004; Béla y col.,
2008). Esta técnica se explicara con mayor detalle en el punto 1.3.3. de Materiales y Métodos y

1.1.4.4. de Resultados y Discusiones.
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1.10. Técnicas actuales para el diagnostico de fase aguda de la infeccidn

La sensibilidad y precision de las técnicas para detectar presencia o ausencia de infeccion
es suficientemente buena. El problema surge cuando hay que diferenciar una infeccion aguda de
una cronica. Se emplean las mismas técnicas seroldgicas, pero observando presencia y
concentracion de Acs se trata de inferir la fase de infeccion (Pfrepper y col., 2005).
Desafortunadamente, esto tiene ciertas deficiencias que dificultan estandarizaciones y
diagnosticos. La presencia o concentracion de un isotipo de Ac en cada estadio de la infeccion es
variable de un individuo a otro. Esta diferencia se acentia cuando las personas estan recibiendo
algln tratamiento médico (Robert-Gangneux y Dardé, 2012). Ademas, el tiempo en que aparece
cada Ac y el que tarda en llegar al titulo méximo depende de la técnica empleada (Durlach y col.,
2008). Por esto, es dificil estandarizar por serodiagnostico cuando un individuo se encuentra en
la fase aguda o en la cronica (Robert-Gangneux y Dardé, 2012). No obstante, a pesar de estos
problemas, la deteccion de una seroconversion® es prueba inequivoca de infeccion primaria
(Durlach y col., 2008).

Se observé que la deteccion de IgG usando una técnica u otra puede variar dependiendo
de los Ags empleados (Robert-Gangneux y Dardé, 2012). Pero independientemente de esto, otra
forma de hacer el diagnostico de fase aguda de la infeccion es medir los titulos de IgG en el
suero del paciente en dos muestras tomadas en un intervalo de 3 semanas, el incremento del Ac
sugiere que la infeccion comenzo6 en menos de 2 meses desde que se tomo la primera (Lefevre-
Pettazzoni y col., 2007; Durlach y col., 2003). La prueba de Sabin-Feldman, que mide
principalmente IgG, utiliza parasitos vivos, y el mantenimiento de la cepa requiere un bioterio o
una linea de cultivo celular solamente disponibles en laboratorios especializados (Durlach y col.,
2008). También se puede medir la avidez de este Ac, técnica mas confiable que la determinacion
de los niveles del Ac en si, pero solo se puede tener confianza de un diagnostico de fase cronica
al encontrar alta avidez (Robert-Gangneux y Dardé, 2012), porque la maduracion de la avidez de
los Acs varia en cada individuo (Béla y col., 2008). La técnica de HAI tampoco se recomienda
para diagnostico de toxoplasmosis aguda, debido a que demora mas de 2 meses de comenzada la
infeccion en dar positiva y, por lo tanto, no detecta tempranamente la seroconversion (Durlach y
col., 2008).

Normalmente la IgM puede ser detectada por ISAGA o por ELISA hasta 4 meses después
de iniciada la infeccion. Pero Gras y col. detectaron IgM en 27 % de 446 mujeres hasta 2 afios
después de comenzada la infeccion mediante la técnica ISAGA. Dicho porcentaje cayé a 9 %

empleando IFI (Gras y col., 2004), pero la IFI anti-IgM tiene interferencias: los titulos elevados

? seroconversion: es cuando dos muestras de un paciente tomadas en distintos momentos en el tiempo resultan la
primera negativa y la segunda positiva para la presencia de un isotipo especifico de Ac contra T. gondii, mediante
una misma técnica.
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de IgG pueden dar lugar a resultados falsos negativos, mientras que el factor reumatoide o Acs
naturales pueden dar resultados falsos positivos. De nuevo, solo se puede confirmar con
seguridad un diagndstico de infeccion crénica cuando la IgM no se detecta (Durlach y col.,
2008).

Considerando que normalmente a las mujeres se las evalua pocas veces durante el
embarazo y las complicaciones de la técnicas de diagndstico recién mencionadas, se requiere la
realizacion de varias de ellas para confirmar la infeccion aguda (Robert-Gangneux y Dardé,
2012).

Durlach y col., un grupo de expertos en el diagnostico de toxoplasmosis en nuestro pais,
propusieron un algoritmo de diagndstico a seguir con las mujeres embarazadas. Este se muestra
en la figura 7. Se observa que en caso que IgM resulte positiva, para confirmar la infeccion
aguda se requiere comparar todos los ensayos realizados hasta el momento con nuevos a realizar,

por ejemplo: IFI para IgM, determinaciones por inmunocaptura, prueba de avidez, etc.

Primera muestra

Deteccidén de 1gG
En el primer trimestre, lo mas cercano a la concepcion

IFl IgG/EIA/AD/Sabin-Feldman

4/\

Positiva Negativa
Y \
lgM Ausencia de infeccidn
7\
Negativa Positiva Medidas de pi'.vencic’m primaria
Infetcién Probableﬁnfeccic’m Control trimest}al hasta el parto
pasada aguda

}

Panel serologico: Sabin-Feldman, inmunofluorescencia
indirecta anti IgG e IgM, determinaciones de IgM, IgA e IgE
por inmunocaptura, prueba de avidez

Figura 7: Algoritmo de las pruebas de tamizaje en el diagnostico de la toxoplasmosis aguda, en la mujer
embarazada. EIA: ELISA. AD: Aglutinacion directa sensibilizada. (Durlach y col., 2008).

17



Costa, Juan Gabriel -2014 -

Las técnicas recomendadas y su combinacion coincide con las pautadas
internacionalmente (Robert-Gangneux y Dardé, 2012). Durlach y col. recomiendan comenzar
con las evaluaciones lo mas temprano posible luego de la concepcion, realizando un examen
trimestral y uno un mes antes de la fecha probable de parto (Durlach y col., 2008). Aqui difiere
un poco a lo aconsejado por Robert-Gangneux y Dardé¢, quienes recomiendan un examen cada 2
o 3 semanas (Robert-Gangneux y Dardé¢, 2012). Esta diferencia de criterios se debe a que, en
nuestro pais, una gestante puede tener un control trimestral, un control por embarazo o no tener
ningln control, segun el lugar donde se atienda y las posibilidades del equipo tratante. Ademas,
no siempre las pruebas serologicas disponibles son las adecuadas o suficientes. (Durlach y col.,
2008). Por todo esto, se requiere de nuevas técnicas diagnostico de mayor efectividad que
eliminen la necesidad de confirmacion de infeccion aguda mediante numerosos ensayos y que,
ademas, sean simples y accesibles. Por ello, todavia hoy en dia muchos laboratorios siguen
explorando nuevas técnicas o variantes a las utilizadas actualmente (Kotresha y Noordin, 2010;

Robert-Gangneux y Dardé, 2012).
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2. Optimizacion del diagnéstico de la fase aguda
de toxoplasmosis

2.1. Técnicas experimentales

Como se menciond en el punto 1.10. de esta misma seccion, las técnicas actualmente
disponibles en la clinica médica para diferenciar una infeccion aguda de una crdénica, en muchos
casos arrojan resultados indefinidos debido, entre otras cosas, a las particularidades de la cinética
de Acs que genera esta infeccion (Pfrepper y col., 2005; Nigro y col., 2003; Kotresha y col.,
2012). Esta situacion impulsa a muchos grupos a trabajar en la obtencion de nuevas técnicas para
orientar al obstetra en el diagnostico de una infeccion aguda en el curso de un embarazo. De tal
manera, en el desarrollo de estas nuevas técnicas aparecen 3 preguntas a contestar:

- . Que antigeno emplear?

- /Que isotipo de anticuerpo detectar?

- {Que técnica utilizar?

El ultimo punto depende en cierto grado de los 2 primeros. Por lo tanto inicialmente hay
que definir el Ag y Ac. Analizar que Ac conviene detectar no es dificil. Solo existen 4 isotipos
comunes libres en sangre: [gG, IgA, IgM e IgE (Contreras y col., 2000; Foudrinier y col., 2003);
y hay metodologias estandarizadas para observar cual se desempefia mejor con cada Ag. Segiin
que Acs se analicen, se encontraran Ags especificos o no de la fase aguda o cronica (Candolfi y
col., 2007; Lu y col., 2006). Por ejemplo, en el caso particular de la IgE, Kumolosasi y col.
demostraron que ese isotipo de Ac solo reconoce especificamente las proteinas Roptrias
(Kumolosasi y col., 1994). Por lo tanto, como paso inicial se deberia escoger el Ag a emplear.

Una vez seleccionado el Agy el Ac, se debe definir la técnica. Uno de los procedimientos
comunes es el ELISA. Es un test sencillo para un laboratorio de investigacion, se pueden
procesar muchas muestras al mismo tiempo y hay muchas variantes disponibles (Pietkiewicz y
col., 2004; Aubert y col., 2000). Pero se deben buscar nuevos procedimientos, accesibles a
centros de diagnoésticos de baja complejidad, que no requieran de instrumental costoso y que
sean simples (Kotresha y Noordin, 2010; Robert-Gangneux y Dardé, 2012). Respecto a esto,
nuestro grupo de trabajo tiene 2 lineas de desarrollo de nuevos procedimientos diagnostico,
mediante biosensores amperométricos (Belluzo y col., 2011) o mediante particulas de Ag-latex

para inmunoprecipitacion (Gonzalez y col., 2010; Garcia y col., 2012 y 2013).

2.2. Antigenos para diagnostico

Se pueden emplear 2 clases de Ags en las técnicas de diagndstico:
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2.2.1. Parasito completo: Tiene como ventaja que se utiliza una gran diversidad de Ags al

mismo tiempo aumentando la sensibilidad. No obstante, ésta también es su desventaja, porque no
se sabe ni se puede escoger cuales Ags se emplean exactamente. Producirlo en un laboratorio
requiere de instalaciones especiales y de personal especializado para su correcta y eficiente
produccion, como asi también para disminuir al minimo el riesgo de contaminacion de los
operarios (Durlach y col., 2008). Utilizarlo como componente de un kit diagnostico requiere
prepararlo de modo que pueda ser estandarizada su produccion, almacenado y transportado sin
alterar su composicion (de manera de no modificar los Ags y epitopes expuestos); al igual que
para eliminar su viabilidad celular, de modo que no pueda infectar a los usuarios.

2.2.2. Subunidades del parasito: tipicamente son proteinas o polisacaridos, separados o

combinados. Tienen la ventaja de que se conocen y controlan mejor los Ags a emplear. Como
componentes de un kit diagnostico, se simplifican las consideraciones para la distribucion del
mismo. Lo mas comun es emplear proteinas obtenidas por purificacion de su fuente (el parasito)
o generadas como proteinas recombinantes.

Con las herramientas de ingenieria genética disponibles hoy en dia, es relativamente facil
obtener cualquier proteina en vez de purificarla del organismo de origen (Terpe, 2006). Ademas,
comparando estas 2 opciones, las proteinas recombinantes ofrecen las siguientes ventajas:

- Permiten conocer la secuencia especifica que se esta utilizando, asi como seleccionar y
obtener solo ciertas regiones de la misma en vez del Ag completo.

- El proceso es mas sencillo de estandarizar y es mas economico (Selseleh y col., 2012a,
Pietkiewicz y col., 2004; Hiszczynska-Sawicka y col., 2003; Jalallou y col., 2012).

- Su protocolo es mas facil de escalar para producir mayores cantidades del Ag. (Terpe,
2006; Babaie y col., 2011).

- Se tiene mayor control sobre los contaminantes del producto final (Lau y Fong, 2008).

- Permite modificar la proteina. Se puede introducir modificaciones en la secuencia. Asi,
se pueden incorporar secuencias que favorezcan ciertos procesos, por ejemplo: su purificacion,
su solubilidad, su sensibilidad al ataque de enzimas, su capacidad de tomar ciertos caminos
metabolicos, entre otros (Serensen y Mortensen, 2005). Inclusive se pueden combinar las
secuencias utiles de varias proteinas en una sola secuencia polipeptidica. Aplicado a nuestro

caso, se podrian combinar los epitopes de diferentes Ags.

2.3. Antigenos usados para diferenciar las fases de la infeccion

Si uno desea detectar especificamente la fase aguda de la infeccion, se deberian emplear
Ags que soOlo aparezcan en este estadio. Emplear el parasito completo como Ag resulta menos

eficiente (Lu y col., 2006; Aubert y col., 2000; Beghetto y col., 2003; Béla y col., 2008). Por
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ejemplo: Lu y Suzuki observaron desaparicion de anticuerpos IgM e IgG contra el antigeno P35
(GRASR) en sueros de individuos en fase cronica de la infeccion, al mismo tiempo que las mismas
muestras seguian presentando los mismos isotipos de Acs pero contra el parasito completo como
Ag (Luy col., 2006; Suzuki y col., 2000). Como el parasito se encuentra en forma de taquizoito
en la fase aguda, se supone que las proteinas que aparecen Unicamente en el taquizoito son
especificas de esta fase.

Inicialmente se consideraron las proteinas MIC, ROP y GRA (Araujo y Ferreira, 2010).
Si bien varios antigenos ROP y todos los GRA se liberan dentro de las células del hospedador,
estos son liberados a circulacion y expuestos al sistema inmune cuando las células se lisan
(Jacobs y col., 1999). A su vez, también son Utiles las proteinas SAG expresadas exclusivamente
en los taquizoitos. Estos Ags de fase aguda han sido extensamente evaluados por diversos
autores en forma aislada, pero no hay hasta la fecha un analisis amplio y profundo que permita
integrar dichos resultados. Los trabajos mencionados han sido disefiados por distintos autores, en
distintos tiempos, con diferentes metodologias y técnicas, por lo que difieren en muchos
aspectos, dificultando su comparacion. Para evaluarlas, se ensayaron sueros de individuos en la
fase aguda de la infeccion por toxoplasmosis (SIA), sueros de individuos en la fase cronica de la
infeccion por toxoplasmosis (SIC) y sueros de individuos no infectados con toxoplasmosis
(SIN). Si bien los criterios por los que se definen las categorias de pacientes en los diferentes
trabajos no son siempre los mismos, se pueden comparar los resultados considerando la
clasificacion final de los pacientes. La tabla 1 muestra un resumen de las proteinas evaluadas
separadamente para diferenciar entre las fases de la infeccion, empleando sueros humanos. En la
ultima columna de Ia tabla, se indica la referencia y "version" de la proteina empleada por cada
autor; es decir que cada autor empled una secuencia distinta de una misma proteina, clonandola
ademas bajo diferentes condiciones. Las técnicas utilizadas para estos ensayos fueron: ELISA
indirecto, ensayo de avidez, ELISA doble sandwich, ELISA de captura y wester blot. So6lo se
incluyeron trabajos con proteinas recombinantes o purificadas a partir del parasito, empleando
procedimientos que aseguraron cierto grado de pureza, como la utilizaciéon de Ac monoclonales,
la ratificacion de la pureza mediante espectroscopia de masa o similar. No se indican en la tabla
trabajos que emplearon mezclas de Ags o proteinas quiméricas. Ademas, solo se incluyeron
aquellos trabajos cuyos resultados fueron cuantificados, es decir que se ensayaron las técnicas
con varios sueros, permitiendo definir sensibilidad y especificidad (excepto cuando se realizaron

ensayos de avidez, que también se los indica).

Aclaraciones de la tabla 1: La quinta y sexta columna de la tabla muestran la sensibilidad y especificidad de las

proteinas, diferenciando los sueros de fase aguda de los de fase cronica. Si estos valores no eran informados, se los
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calculo a partir de los datos provistos en las publicaciones (en el punto 2.1.1. de la seccion Materiales y Métodos se
detalla las definiciones de sensibilidad y especificidad). La razon de esto, es que la manera de los autores de
informar la eficiencia de los Ags fue diversa, complicando la comparacion entre varios trabajos. Por lo tanto se
homogeneiz6 la presentacion de resultados, calculando la sensibilidad y especificidad. Una técnica que tenga 100%
de sensibilidad significa que en el procedimiento todos los SIA dieron positivos. Si tiene 100% de especificidad,
todos los SIC dieron negativos. Ocurre lo inverso en aquellos trabajos donde el nombre del autor estd en verde
(100% de sensibilidad significa que todos los SIC dieron positivos y 100% de especificidad que todos los SIA
dieron negativos, detectando IgG). Cuando las citas bibliograficas tienen las letras verdes, es porque el autor
encontro que el Ag tiene mas reactividad con los SIC que con SIA, detectando IgG, en estos casos la proteina esta
descripta como propia de la fase cronica. Pero en ambas situaciones, mientras mas cerca del 100% estén la
sensibilidad y especificidad, mejor resulto la discriminacion.

Cuando un autor desarroll6 varios experimentos para una misma version de la proteina, su renglon es el doble o
triple del tamafio normal, en el caso de que haya realizado dos o tres experimentos diferentes, respectivamente; por
ejemplo: "Aragjo y Ferreira, 2010", "Aubert y col., 2000", "Santoro y col. 1985", entre otros. Si para una misma
proteina el autor estd repetido con la misma referencia en otro rengléon, es porque el autor probd diferentes
secuencias de la misma proteina en un mismo trabajo; por ejemplo: "Nigro y col., 2003".

Las casillas pintadas en amarillo, indican los ensayos de avidez. Y las casillas que estdn en gris, marcan los valores
de especificidad y sensibilidad cuya suma es superior a 175 %°.

En varios trabajos se dividen los SIA en diferentes subgrupos. Solo se presento los resultados de los SIA y SIC en su

conjunto y no los de los subgrupos.

* En el trabajo original no se informan los datos necesarios para completar la informacion correspondiente a esa

casilla.

Cant. de o o
Antigeno | ,. A_c sueros | Sensibilidad | Especificidad Version del Ag/Referencias
(isotipo) (%) (%)
SIA| SIC
IgG 88 4.8
IgM 25 | 125 88 92,8 Aratijo y Ferreira, 2010
[gA 92 97,6
IgG 105 73,2 24,8
142 - Aubert y col., 2000
IgM * 10,6 *
IgG 12 | 43 < o Beghetto y col., 2003
IgM 64 | 24 100 79,2 Cesbron y col., 1985
SAG1

IgM * *

* * Decoster y col., 1988
[gA 100 100
[gM

9 * Decoster y col.; 1992
[gA 100
IgG 20 | 20 100 20 Kotresha y col., 2012
[gM 30 | 40 80 90 Jalallou y col., 2012
IgG 12 | 22 83 86,4 Nigro y col., 2003

* Si la suma fuera 200 %, la técnica seria perfecta (100 % tanto de sensibilidad como de especificidad). Se observa
la sumatoria y no los valores individuales debido a que se tuvo en cuenta que variando el valor umbral de corte
empleado en la técnica, se puede aumentar la sensibilidad disminuyendo la especificidad, o al revés (Li y col.,
2000b).
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IegG 0 100 Nigro y col., 2003
IgG 2 4 * *
IgG 72,3 91,5 X
Pfrepper y col., 2005
[gM (102 | 71 7,4 100
IgA 2,9 100
IeG 117 82 99,1 9,8 Pietkiewicz y col., 2004
¢ 383 100
47 | 40 Santoro y col., 1985
IgM 100 97,5
IgG 13 93
70 | 74 Selseleh y col., 2012a
IgM 5 95
IgG 93,5 33
IgG1 86,7 33,3 )
Bélay col., 2008
IeG 60 70
30 | 30
IgG1 83,4 86,7
IgG * * .
Bélay col., 2008
IgG 10 90
IgG 33 | 66 93,9 4,5 Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005
IgG 12,5 100
40 | 20 Lau y Fong, 2008
IgM 12,5 100
SAG2 :
IgG 10 | 10 80 100 Liy col., 2000a
IgG 31 | 31 93,6 96,8
[gM 46,2 100
13 | 13 .
[gA 15,4 100
— Parmley y col., 1992
IgG 100 0
IgM 5 5 60 100
IgA 100 0
IgG 7 5 71,4 60 Prince y col., 1990
IgG 71,4 60 Prince y col., 1990
IgG 96,1 25 Holec y col., 2008
MIC1 IgG 26 | 72 100 47,3 Holec y col., 2008
IegG 100 63,9 Holec y col., 2008
MIC3 IeG 20 | 97 100 100 Beghetto y col., 2003
IgG 105 86,6 78,1
142 : Aubert y col., 2000
IgM * 58,5 *
IegG 37 | 90 94,6 84,5 Holec-Gasior y col.,2009
IeG 34 | 108 85 73,1 .
Holec-Gasior y col.,2010
ROP1 IgG 29 | 29 90 89,7
IgG 2 4 < &
IegG 50,6 62
Pfrepper y col., 2005
IgM 102 | 71 92,6 95
[gA 323 100
IgG 105 65,5 51,4
142 ; Aubert y col., 2000
IgM * 12,7
IegG 67 * 85 * Jacobs y col., 1999
IgG 0 100 .
ROP2 49 | 59 Liuy col., 2012
IgM 100 100
IgG 89,7 1,9
39 | 107 Macre y col., 2009
IgG 21,1 81,9
IeG 42 | 35 97,6 17,2 Martin y col, 1998
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[gM 54,8 100
[gA 69,1 82,8
IgG 12 | 22 83,3 45,5 Nigro y col., 2003
IgG 34 | 64 91 13 Van Gelder, 1993
IgG 76 8,8
[gM 25 | 125 52 80,8 Aratjo y Ferreira, 2010
GRA1 IgA 84 90,4
IgG 32 | 46 65,6 78,26 Ferrandiz y col., 2004
IgG 117 82 81,2 19,5 Pietkiewicz y col., 2004
IgG * * 100 38,8 Ching y col., 2012
GRA2 IgG 42 | 63 97,6 43,5 Golkar y col., 2007
IgG 37 1 90 100 77,5 Holec-Gasior y col., 2009
IegG 23 | 44 82,6 25 Murray y col., 1993
GRA3 IegG 12 | 39 w < Beghetto y col., 2003
GRA4 IgG 12 | 22 58,3 81,8 Nigro y col., 2003
IgG 55 | 51 98,2 100 Elyasi y col., 2010
IgG 32 | 46 83 16 Ferrandiz y col., 2004
GRAG6 IeG 87,5 94,1
24 | 34 Golkar y col., 2008
[gM 91,7 2,9
IgG 33 | 66 93,9 39,4 Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005
IgG 84 9,6
IgM 25 | 125 88 90,4 Araujo y Ferreira, 2010
[gA 84 96,8
IgG 105 95,1 32,4
142 - Aubert y col., 2000
IgM * 50,7 *
IgG 12 | 39 & & Beghetto y col., 2003
IgG 77 | 277 94,8 20,2 Jacobs y col., 1999
IgG 20 | 20 100 60 Kotresha y col., 2012
GRA7 IgG 10 | 10 80 90 Liy col., 2000a
IegG 12 | 22 75 63,7 Nigro y col., 2003
IeG 2 4 < <
IgG 92,8 11,3
Pfrepper y col., 2005
[gM | 102 71 20,6 100
IgA 47,1 100
IgG 117 82 100 22 Pietkiewicz y col., 2004
IgG 100 89
70 | 74 Selseleh y col., 2012b
IgM 96 100
IgG 105 94,4 62,9
142 : Aubert y col., 2000
IgM * 54,9
[gM 33 | 35 60,6 97,1 Babaie y col., 2011
IgG 33 | 66 87,9 47 Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005
IgG 10 | 10 60 90 Liy col., 2000a
IgG 41 | 50 85,3 92 Liy col., 2000b
GRAS8
IgG * *
50 | 50 Luy col., 2006
IgM 100 96
IgG 2 4 o o
IgG 94 53,5
Pfrepper y col., 2005
[gM 102 | 71 64,7 100
[gA 67,6 98,6
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[gM |20 | 49 90 91,8 Suzuki y col., 2000
BSR4 [eG 20 | 20 100 100 Cheny col., 2012
IgG 37 | 80 97,3 92,5 Holec y col., 2007
IgG 2 4 i &
MAG1 IgG 51,8 38
Pfrepper y col., 2005
IgM 102 | 71 11,8 100
IgA 8,8 100
P25 IgG 10 | 10 80 100 Liy col., 2000a
IgG 105 84,5 51,4
P68 142 - Aubert y col., 2000
IgM * 18,3
IeG 80 71
SUB1 [gM 23 | 28 17 99 Hruzik y col., 2011
[gA 32 80
TgERP IgG 163 | 176 63,2 82,4 Hill y col., 2011

Tabla 1: Antigenos evaluados por otros autores para diferenciar SIA de SIC.

Se han descubierto otras proteinas especificas del parasito, pero como no se las evaluaron
para diferenciacion de las fases de la infeccion, no se las incluyeron, por ejemplo: MIC4
(Lourenco y col., 2006), HSP30, HSP70 (Mohamed y col., 2003), BAG-5 (Silvia y col., 2002),

entre otras.

2.4. Complicaciones para comparar los antigenos evaluados

Si bien es esperable encontrar pequefias diferencias en los resultados para una misma
proteina cuando se la ensaya con las mismas técnicas, un analisis detallado de la Tabla 1 permite
observar diferencias significativas en la sensibilidad y especificidad de los Ags evaluados por los
diferentes autores. Por ejemplo, notables son las diferencias observadas con la proteina SAGI
ensayada para IgG, entre Araujo, Nigro, Aubert y Pfrepper donde informan 88 y 4,8 %; 8,3 y
86,4 %; 73,2y 24,8 % y 72,3 y 91,5 %, respectivamente (Araujo y Ferreira, 2010; Nigro y col.,
2003; Aubert y col., 2000; Pfrepper y col., 2005). Similarmente ocurre con SAG2 evaluada para
IgG, donde Béla, Li y Prince refieren 93,5y 3,3 %; 80y 100 % y 71,4 y 60 %, respectivamente
(Béla y col., 2008; Li y col., 2000a; Prince y col., 1990). Igualmente, para GRA7, Araujo y
Pfrepper refieren para IgA 84 y 96,8 % y 47,1 y 100 %, respectivamente (Aratjo y Ferreira,
2010; Pfrepper y col., 2005).

Esos resultados disimiles llevan a discordancia para definir las proteinas como Ags de
fase aguda o de fase cronica. Algunos autores reportan que los Ags presentan mayor reactividad
con los SIC que con los SIA, contrariamente a lo informado por los otros: Pfrepper, Selseleh y
Santoro con SAG1 (Pfrepper y col., 2005; Selseleh y col., 2012a; Santoro y col., 1985), Lau con
SAG2 (Lau y Fong, 2008); Ferrandiz con GRA1 (Ferrandiz y col., 2004) y Selseleh con GRA7
(Selseleh y col.; 2012b).
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Desde el punto de vista del antigeno, se pueden diferenciar factores intrinsecos y
extrinsecos que influencian los resultados del andlisis del desempefio de los mismos para uso en
diagnostico clinico. Los intrinsecos hacen referencia a las caracteristicas propias del antigeno
como ser, su secuencia aminoacidica, su plegamiento, su pureza, el sistema de expresion que se
usa para expresarlo, mientras que los extrinsecos se ven influenciados por los aspectos
metodolégicos que se usan para evaluarlos como la caracterizacion de los sueros de los
pacientes, las regiones geograficas en las cuales se obtuvieron los mismos o el criterio de calculo
de linea de corte. Se detallan a continuacion la influencia de dichos factores en los estudios
mencionados.

Diferencias Intrinsecas:

Diferencias en el modo de generacion de la proteina. Las discrepancias en la capacidad de
reportar tempranamente la toxoplasmosis o de discriminar efectivamente las fases de la infeccion
esta principalmente influenciada por la preparacion de los Ags (Selseleh y col., 2012a). Si bien la
ingenieria genética facilita la produccion de proteinas, esta metodologia implica la seleccion de
diferentes caminos que pueden originar diferencias en los resultados de diagnodstico con
proteinas clonadas bajo el mismo nombre:

a) Seleccion de la secuencia: pocos autores clonan la secuencia completa de la proteina,
normalmente se selecciona una secuencia interna menor. Diferentes regiones de una misma
proteina contendran diferentes epitopes, variando en la capacidad del Ag para unir Acs (Kotresha
y col., 2012). Ademas, al no expresarse la proteina completa, la estructura terciaria de la
secuencia seleccionada puede diferir de la estructura espacial de la misma secuencia pero
incluida en la proteina natural completa. Esto puede alterar epitopes estructurales, variando la
capacidad del Ag para unir Acs.

b) Vector de clonado: para poder expresar el gen, se lo debe introducir en un vector
plasmidico. Este normalmente agrega secuencias foraneas al Ag original que se expresara. Estas
secuencias adicionales, a veces proteinas completas, influyen en propiedades del Ag, como su
capacidad de solubilizarse o de plegarse (Terpe, 2006; Serensen y Mortensen, 2005). Un
plegado distinto al de la proteina nativa podré alterar epitopes estructurales, lo cual también
variara la capacidad del Ag para unir Acs (Selseleh y col., 2012a).

¢) Organismo de expresion: ademas de introducir el gen de interés en un vector, esta
construccion se la debe insertar en un organismo vivo. Diferentes organismos tendran ambientes
intracelulares distintos que influenciaran de diversas maneras la expresion y plegado de la
proteina. También, algunos organismos pueden inducir ciertas modificaciones en las secuencias
generando alteraciones estructurales, por ejemplo, favoreciendo la generacion de puentes

disulfuros, originando estructuras cuaternarias alternativas, uniendo covalentemente
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carbohidratos a la proteina u otros (Terpe, 2006; Serensen y Mortensen, 2005; Lau y Fong, 2008;
Huang y col., 2002). Estas modificaciones conformacionales pueden generar alteraciones en los
epitopes.

d) Metodologia de purificacion: Diferentes procedimientos influiran de distintas maneras
en la conservacion de la estructura espacial de la proteina adquirida durante la expresion y
plegado de la misma (Aubert y col., 2000; Serensen y Mortensen, 2005; Selseleh y col., 2012a;
Kotresha y col., 2012), lo cual también afectara los epitopes estructurales.

Diferencias Extrinsecas:

a) Diferente procedencia de los sueros: Como se indico en el punto 1.2.1. en esta seccion,
en diferentes regiones geograficas hay diferentes cepas de T. gondii. Diferentes cepas presentan
polimorfismo en sus proteinas, generando variaciones en la respuesta inmune de los individuos
infectados. Esto generaria diferencias en el diagnostico empleando un mismo Ag en diferentes
paises (Kotresha y Noordin, 2010; Kotresha y col.,2012). Otro fenémeno asociado a la variacion
entre las cepas y al polimorfismo de las proteinas fue el observado por Kato y col., quienes
comprobaron que diferentes cepas de T. gondii generan Acs en raton contra diferentes regiones
de un mismo Ag (Kato y col., 2007).

b) Numero insuficiente de sueros: Mientras mayor sea el tamafio de la muestra, mas
probable es que los estimadores puntuales que la describen se acerquen al valor poblacional.
Mientras mas pequefia sea la muestra, aumenta el riesgo de que los estimadores sean sesgados.
Una muestra se considera de tamafio grande estadisticamente, cuando su niimero es 30 0 mas. No
obstante, esto no sucede particularmente con los SIA de varios trabajos, por ejemplo, Aragjo y
Ferreira trabajaron con 25 sueros; Li y col. emplearon 10 sueros, Suzuki y col. utilizaron 20
sueros, entre otros (Aratjo y Ferreira, 2010; Li y col., 2000a; Suzuki y col., 2000). Conscientes
de esta limitacion, en algunos trabajos, los mismos autores recomiendan repetir sus estudios pero
con una poblaciéon mayor (Jalallou y col., 2012). Esta situacion se comprende considerando que
no es sencillo recolectar SIA de los centros de diagnostico, no sélo porque ello requiere
desarrollar un convenio de trabajo conjunto con el centro de salud, sino porque ademas,
generalmente, los sueros de los pacientes no se almacenan mas del tiempo requerido para el
diagnostico. Por ello, el bajo numero de SIA no permite comparar los mismos parametros
respecto de otros trabajos de una misma region geografica.

c) Clasificacion de los sueros incierta. Si bien se puede tener certeza de la mayoria de los
sueros clasificados como SIC (sueros IgG positivos e IgM negativos) o como SIN (sueros IgG
negativos e IgM negativos) dificilmente se tiene certeza sobre los SIA, excepto en los casos de

seroconversion o presencia de sintomas clinicos (ver punto 1.10. en esta seccion). Los criterios

27



Costa, Juan Gabriel -2014 -

para definir los sueros SIA varian entre los diferentes autores, generando diferencias entre los
resultados de los ensayos con los mismos Ags (Liy col., 2000a).

d) Definicion de la linea de corte de los ensayos: Cada autor define en sus ensayos un
valor umbral para las sefiales ofrecidas por cada técnica. Cuando una muestra/suero tiene como
sefial un valor que sobrepasa este valor umbral correspondiente a la linea de corte, se considera
que la muestra da una reaccion positiva. En caso contrario, se considera reaccion negativa.
Generalmente, si la proteina es de fase aguda, el suero que presente reaccion positiva se
considerard SIA y si da una reaccion negativa se lo considerara SIC. Si bien se homogeneizo6 la
presentacion de los resultados, cuantos sueros dan reaccion positiva y cuantos dan reaccion
negativa esta definido en cada trabajo y depende del valor umbral definido por el autor y cambiar
la linea de corte modifica los resultados. Hay otros procedimientos para comparar técnicas,
independientes de la decision del autor y que facilitan la comparacion entre técnicas de
reconocimiento de poblaciones, por ejemplo, la construccion de curvas ROC (Metz, 1978). Sin
embargo, para aplicar este criterio se necesitan todos los valores de densidad optica obtenidos

por los autores para cada suero.

2.5. ;Qué antigeno emplear?

En busca de una técnica para diferenciar las fases de la infeccion de toxoplasmosis de
mejor eficiencia que las actuales, se requiere encontrar secuencias proteicas de Ags de alta
sensibilidad y especificidad. Se han reportado muchas secuencias que podrian ser utiles, pero es
dificil clonar y purificar las proteinas en exactamente las mismas condiciones, y aunque se
pudiera, todavia cabria la duda de como funcionaran con los sueros regionales.

Considerando que no se pueden evaluar todos los Ags descubiertos, se deberian
seleccionar algunos, los que mejor discriminen entre las fases de la infeccion. De las 19 proteinas
que se han ensayado, en 11 hay trabajos que presentan sensibilidades y especificidades cercanas
a 90 %: SAGI1, SAG2, ROPI1, ROP2, GRA2, GRA6, GRA7, GRAS, BSR4, MAG1 y P25 (tabla
1).

P25 y BSR4 tienen pocas referencias sobre sus resultados, un solo autor ha trabajado con
cada una de ellas (Li y col., 2000a; Chen y col., 2012). Solo dos autores trabajaron con MAG1;
Pfrepper y col. fueron los que mas la ensayaron y sus resultados no fueron demasiado
satisfactorios, en especial con la deteccion de Acs tipo IgG, que difieren bastante de los
obtenidos por Holec y col. (tabla 1; Pfrepper y col., 2005; Holec y col., 2007). Tanto GRA2
como ROP2 fueron ensayadas por varios autores (Ching y col., 2012; Golkar y col., 2007;
Holec-Gasior y col., 2009; Murray y col., 1993; Aubert y col., 2000; Jacobs y col., 1999; Liu y
col., 2012; Macre y col., 2009; Martin y col., 1998; Nigro y col., 2003; Van Gelder, 1993), pero
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solo uno de ellos obtuvo buenos resultados con cada una. Por lo tanto, los Ags prometedores se
reducen a: SAG1 (P30), SAG2 (P22), ROP1, GRA6, GRA7 y GRAS8 (P35). Todas estas
proteinas fueron evaluadas en diferentes trabajos. Desgraciadamente, como ya se ha mencionado
hay bastante disparidad en sus resultados. De todas las razones explicitadas anteriormente, una
de las mas influyentes e interesantes es la seleccion de la secuencia génica. Este aspecto fue
analizado también por 2 autores en P22 (Béla y col., 2008; Prince y col., 1990). En P30 fue
considerado por Nigro y col. (Nigro y col., 2003). Ademas, P30 fue el Ag mas estudiado de
todos. Finalmente, P35 es el Ag que presenta menos disparidad en los resultados y sus valores de
sensibilidad y especificidad encontrados nunca fueron menores de 53,5% (ver tabla 1). De lo

expuesto surge que P22, P30 y P35 son los candidatos mas interesantes a estudiar.

2.5.1. Antigeno P22

Es una proteina de membrana que se encuentra especificamente sobre la superficie del
taquizoito. Se mantiene unida por anclaje al GPI de la membrana del parésito (Prince y col.,
1990). Ademas, es uno de los Ags que el sistema inmune del hospedador reconoce
especificamente (Huang y col., 2002; Parmley y col., 1992; Prince y col., 1990).

En la figura 8 se muestran las regiones nucleotidicas que han sido expresadas para

evaluar la proteina y los autores responsables de cada estudio.

Prince y col., 1990

Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005

Béla y col, 2008

Béla y col, 2008
57 + 1 } } " 43"
0 100 200 300 400 500 564

Figura 8: Esquema de las diferentes regiones nucleotidicas de P22, que fueron expresadas y evaluadas por distintos
autores. Abajo se encuentra una escala en pares de base (pb) de la secuencia de niimero de acceso FJ825705 en el
NCBI, "ARN mensajero del antigeno de superficie P22 (SAG2) de Toxoplasma gondii, cepa RH, secuencia
codificante completa".
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Este Ag ha sido evaluado mayoritariamente contra anticuerpos IgG. De entre todos los
autores, los que obtuvieron los resultados mas satisfactorios fueron Li y Parmley (Li y col.,
2000a; Parmley y col., 1992), con sensibilidades de 80 y 93,6 % y especificidades de 100 y 96,8
% (tabla 1), mediante ELISA indirecto. Ambos clonaron practicamente la misma secuencia de
P22 (figura 8). So6lo en dos trabajos se reporta la deteccion de anticuerpos IgM y en uno de ellos
la deteccion de IgA (Lau y Fong, 2008; Parmley y col., 1992). Si bien todas las especificidades
obtenidas fueron del 100 %, las sensibilidades fueron menores de 60 % (tabla 1).

Unicamente Béla y col. ensayaron avidez de anticuerpos. Analizaron isotipos IgG totales
e IgG1 contra dos regiones de extensiones diferentes de P22. Obtuvieron los mejores resultados
con la regién mas corta y evaluando IgGl, sensibilidad de 83,4 % y especificidad de 86,7 %
(Bélay col., 2008; tablal).

Todos los autores emplearon la técnica de ELISA indirecto (Béla y col., 2008;
Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005; Lau y Fong, 2008; Li y col., 2000a; Parmley y col., 1992),
excepto Prince y col. que emplearon solamente western blot (Prince y col., 1992).

Si bien P22 esta considerada como un Ag de fase aguda, Lau y Fong describieron que

P22 tiene mayor reactividad contra SIC que contra SIA (Lau y Fong, 2008).

2.5.2. Antigeno P30

Es una proteina dimérica que se

encuentra en abundancia sobre la superficie
del taquizoito intracelular y extracelular
(Selseleh y col., 2012a; Araujo y Ferreira,
2010). P30 puede constituir hasta el 5% del
total de las proteinas de membrana del
parasito (Kato y col.,, 2007). Se mantiene
unida por anclaje al GPI de la membrana del
protozoo y posee la funcion de adhesion del
mismo con las células del hospedador. Se
cree que une especificamente proteoglicanos

sulfato. Su estructura nativa fue resuelta por

difraccion de rayos X (He y col., 2002) y se

muestra en la figura 9. Este es uno de los

Figura 9: Estructura cuaternaria de P30 resuelta por difraccion
de rayos X. Codigo de colores de las estructuras secundarias:
hélice 3-10: azul, hoja plegada B: amarillo, loop: cian y coil:
verde.

primeros y principales Ags reconocidos por
el sistema inmune del hospedador (Aratjo y

Ferreira, 2010; Jalallou y col., 2012;
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Pietkiewicz y col., 2004). Por otro lado, el gen de esta proteina estd altamente conservado entre
las diferentes cepas de T. gondii (Burg y col., 1988).
En la figura 10 se muestran las regiones de la secuencia nucleotidica del gen de P30 que

han sido expresadas para evaluarlas como Ag, y sus autores responsables.

| Decoster y col., 1988 |

|
Arauj-'eira, 2010

Aubert y col., 2000 |

| Selseleh y col., 2012a |

Pietkiewicz y col., 2004

5 N ‘ ‘ o 3

0 200 400 600 800 1000 1011

Figura 10: Esquema de las diferentes regiones nucleotidicas de P30 que fueron expresadas y evaluadas por distintos autores.
Abajo se encuentra una escala en pb de la secuencia de niimero de acceso HM776940 en el NCBI, "ARN mensajero del
antigeno de superficie mayor de la cepa de Toxoplasma gondii RH, secuencia codificante completa".

Este Ag ha sido el mas evaluado para diferenciar las fases de la infeccion. Se ha ensayado
contra anticuerpos IgG, IgA e IgM y se puede observar que la sensibilidad y especificidad
superan el 90 % en muchos de los estudios contra los isotipos IgA e IgM (tabla 1).

Estos ensayos se han realizado mediante ELISA indirecto (Aratjo y Ferreira, 2010;
Aubert y col., 2000; Jalallou y col., 2012; Nigro y col., 2003; Pietkiewicz y col., 2004; Santoro y
col. 1985), ensayo de avidez (Beghetto y col., 2003; Pfrepper y col., 2005), ELISA doble
sandwich (Cesbron y col., 1985; Decoster y col., 1988 y 1992), westernblot (Kotresha y col.,
2012) y ELISA de inmunocaptura (Santoro y col., 1985).

Varios autores observaron que P30 tiene mayor reactividad con SIA que con SIC (Araugjo
y Ferreira, 2010; Jalallou y col., 2012; Beghetto y col., 2003; Cesbron y col., 1985; Decoster y
col., 1988 y 1992), excepto Pfrepper, Santoro y Selseleh, quienes describen resultados

contrarios, es decir, que P30 muestra mayor reactividad con SIC que con SIA (Pfrepper y col.,
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2005; Santoro y col., 1985; Selseleh y col., 2012a). Esta disparidad en las conclusiones
bibliograficas empleando P30 también es observada por Jalallou y col. (Jalallou y col., 2012).
Solamente Beghetto y Pfrepper evaluaron P30 por ensayo de avidez. Observaron su
desarrollo en varios sueros tomados a lo largo de la infeccion en algunos pacientes. Si bien
observaron el desarrollo de avidez en los anticuerpos IgG, no calcularon sensibilidad ni
especificidad debido al escaso nimero de pacientes que evaluaron (Beghetto y col., 2003;

Pfrepper y col., 2005).

2.5.3. Antigeno P35
P35 es una glicoproteina de 35 KDa generada en los granulos densos de T. gondii y que

se introduce en la membrana de la vacuola parasitofora, cuando el microorganismo se encuentra
dentro de la célula hospedadora (Carruthers y col., 2006).

P35 fue evaluada para los 3 isotipos de Acs, obteniendo resultados prometedores contra
IgG e IgM (Liy col., 2000b; Suzuki y col., 2000; Lu y col., 2006).

Este Ag se lo ha ensayado mediante las técnicas ELISA indirecto (Aubert y col., 2000;
Babaie y col., 2011; Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005; Li y col., 2000a y 2000b), ELISA doble
sandwich (Lu y col., 2006; Suzuki y col., 2000), ensayo de avidez y westernblot (Pfrepper y col.,
2005).

En la figura 11 se muestran las regiones de la secuencia nucleotidica del gen de P35 que

han sido expresadas para evaluarlas como Ag, y los autores responsables.

| Babaie y col., 2011 \

| Auberty col,, 2000 |

| Hiszezyjska-Sawicka y col., 2005 ‘

‘ Luy col., 2006 |

: B

L
5. | | L] Ll 1 L} I 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800804

Figura 11: Esquema de las diferentes regiones de P35 que fueron expresadas y evaluadas por diferentes autores. Abajo se
encuentra una escala en pb reenumerada, de la secuencia +139 a +943 de ntiimero de acceso AF150729 en el NCBI, "ARN
mensajero de la proteina de granulo denso GRA8 de Toxoplasma gondii, secuencia codificante completa".
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Cabe mencionar el trabajo de Pfrepper y col.,, quienes clonaron y expresaron una
secuencia de P35 que posee una region carboxi terminal repetida (region sobresaliente en la
figura 11) de 333 pares de bases (pb). Dichos autores fueron los tinicos que analizaron la avidez
en los anticuerpos IgG contra P35, pero no observaron desarrollo diferenciado entre SIA y SIC
(desgraciadamente no presentaron datos cuantitativos). También, fueron los tUnicos autores que
evaluaron la deteccion de IgA con este antigeno, pero tampoco obtuvieron resultados

satisfactorios, al igual que detectando anticuerpos IgG e IgM (Pfrepper y col., 2005).

Como se explayd anteriormente, la variedad de resultados empleando un mismo Ag es
muy grande. Ellos se ven influidos por las diferentes condiciones en la obtencion de la proteina,
principalmente la region génica seleccionada. Por lo tanto, en un Ag prometedor para diferenciar
fases de la infeccion, es muy importante evaluar diferentes secuencias para encontrar la mejor
para el diagnostico (Kotresha y col., 2012). Paralelamente, es importante analizar las otras
condiciones de obtencion de antigeno, y finalmente todos estos parametros deberian ser
ensayados con sueros de individuos pertenecientes a la poblacion sobre la que se emplearan los

futuros nuevos tests diagndsticos.
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3. Bioinformatica

La bioinformatica en las ciencias asociada a "trabajos de campo", se puede llevar a cabo
antes o después de los ensayos. El desarrollo previo permite planificar los experimentos a
desarrollar, ya sea mediante predicciones o analisis in silico que permitan escoger las pruebas o
variables a ensayar (Parmley y col., 1992; Kotresha y col., 2012). Pero cuando la bioinformatica
es utilizada como herramienta después de los ensayos experimentales, permite analizarlos e
inferir hipotesis, como por ejemplo, mecanismos que suceden a nivel molecular (Kato y col.,
2007; Valiente Gabioud y col.; 2011). En esta instancia, dichas herramientas permiten elaborar

conclusiones que dirijan los disefios de futuros experimentos y/o predigan fenomenos biolédgicos.

3.1. Bioinformatica en la seleccion de antigenos

Como se menciond anteriormente, la seleccion de la secuencia proteica es el factor mas
importante dentro de los referidos al antigeno. Debido principalmente a que segiin que regiones
se escojan, el antigeno preparado contendra o no epitopes inmunodominantes. Para esto, la
bioinformatica puede contribuir directa e indirectamente:

Contribucion directa: hay diversos programas que permiten predecir epitopes lineales y

conformacionales (Jens y col., 2012; Ponomarenko y col., 2008; Chang y col., 2006). En el
diagnostico de toxoplasmosis, en diversos trabajos, ya se han empleado estas herramientas

(Maksimov y col., 2012)

Contribucion indirecta: Mediante el analisis de las secuencias o estructuras del Ag se

puede obtener amplia informacion sobre la proteina en general y sobre zonas especificas de la
misma (Punta y col., 2012; Letunic y col., 2012; Hunter y col., 2009). Buena parte de esta
informacion puede ser empleada para inferir sobre la antigenicidad de las diferentes regiones. Un
ejemplo es la obtencion de la estructura molecular del Ag; que se puede conseguir de bases de
datos de acceso libre desde internet (Parasuraman, 2012), o construyendo un modelo
conformacional del antigeno cuando su estructura terciaria es desconocida (Valiente Gabioud y
col.; 2011), para lo cual se necesitan diversos programas. Luego, analizando que regiones se
encuentran sobre la superficie y cuales no, se puede definir que secuencias estan disponibles para
unir Acs. Por otro lado, la prediccion de epitopes estructurales también requiere, como
informacion de entrada, las estructuras tridimensionales de las proteinas (Jens y col., 2012;
Sweredoski y Baldi, 2008; Ansari y Raghava, 2010). Al mismo tiempo, una secuencia que sea

antigénica pero que se encuentre repetida en proteinas de otros parasitos, ofrecera reactividad
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cruzada en los ensayos de diagndstico; informacién que se obtiene mediante programas que
comparan la secuencia de interés con las provistas en bases de datos (Yu y Zhang, 2013).

A continuacion se profundizara sobre todas estas herramientas.

3.2. Bases de datos

Un gran numero de sitios de internet ofrecen acceso a bases de datos ampliamente
utilizados en biologia. Normalmente, estos sitios ofrecen programas para buscar datos
especificos dentro de estas bases. Ademas cuando se obtienen los resultados, también brindan
informacion relacionada, muchas veces proveniente de otras bases de datos que facilmente se
pueden consultar. Mediante estas herramientas se puede, por ejemplo, conocer exactamente
secuencias de ADN o proteinas, que posibilita definir pardmetros que permitan purificar el gen
de un Ag especifico, comparar si una secuencia obtenida al azar es idéntica a la obtenida por
otros investigadores, y comparar secuencias de Ags entre diferentes parasitos, entre otros. Cabe
mencionar dos de ellas.

NCBI (National Center for Biotechnology Information): el propio sitio se define como

..."Centro nacional para informacion biotecnoldgica de avances en ciencias y salud, que provee
acceso a informacion genomica y biomédica"... Es una de las principales bases internacionales
de secuencias génicas y proteicas. Es una importante fuente de informacién de biologia
molecular, ofreciendo todas las referencias bibliograficas concernientes a los datos que provee y
actualizdndose constantemente. Cuando algin investigador referencia una secuencia, lo hace
normalmente mediante un numero de acceso a esta base de informacion. Ademas ofrece
programas para la manipulacion de sus secuencias u otros datos (Woodsmall y Benson, 1993; Yu
y Zhang, 2013).

PDB (Protein Data Bank - Banco de Datos de Proteinas): es una base de datos de

estructuras tridimensionales de proteinas y 4cidos nucleidos. Sus conformaciones fueron
obtenidas principalmente mediante cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear.
También ofrece herramientas para abrir y trabajar sus archivos. Continuamente se estan subiendo
estructuras de nuevas proteinas. Si la conformaciéon molecular de un antigeno fue resuelta
experimentalmente, se encontrara en esta base de datos. Ademds también posee las
conformaciones definidas de complejos de interacciéon antigeno-anticuerpo, que es el mejor

método para definir con precision epitopes estructurales (Parasuraman, 2012).

3.3. Programas de busqueda de dominios proteicos

Un dominio proteico es una secuencia que tiene ciertas caracteristicas definidas por las

propiedades y/u orden de los AA de la regidon en estudio. De esta manera un dominio puede estar
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repetido en varias proteinas. Se puede hablar de dominios de estructura primaria como de
dominios de estructura tridimensional o terciaria. Los dominios pueden tener diferentes
caracteristicas: ser sitios activos de enzimas, ser regiones tendientes a reaccionar quimicamente,
o pueden definir la estructura tridimensional de la proteina, entre otros. A su vez los dominios se
pueden clasificar en grupos. (Punta y col., 2012; Letunic y col., 2012; Christian y col., 2013).

Los dominios ofrecen informacion sobre las secuencias. Y a partir de esta informacion se
puede inferir si una secuencia deberia ser o no incluida en el antigeno a ser expresado. Por
ejemplo, una region transmembrana no puede estar expuesta a la interaccion de Acs, una region
péptido senal que normalmente es escindida tampoco deberia tener epitopes importantes, ciertas
regiones hidrofobicas al retirarlas de la proteina pueden facilitar su solubilizacion, entre otros.
Ademéds, si se requiere construir el modelo tridimensional de una proteina, la informaciéon
provista por los dominios puede ser muy util para la construccion de la estructura.

Via internet hay sitios que ofrecen buscadores de dominios. Se diferencian por la manera
de encontrar y clasificar los dominios en las proteinas. Cada uno emplea algoritmos diferentes. A
continuacion se describiran brevemente algunos:

Pfam y SMART son programas que utilizan el modelo estadistico Cadenas Ocultas de
Markov, para construir perfiles de secuencias a partir de los cuales las clasifican. Estos dos
programas se diferencian entre si principalmente en la manera de ordenar los dominios (Punta y
col., 2012; Letunic y col., 2012).

El programa FPScan emplea lo que denomina “huellas”, que es un conjunto de motivos
separados dentro de una secuencia, donde cada motivo es una secuencia con alto porcentaje de
identidad con las de otras proteinas. Todas las secuencias similares pertenecen al mismo motivo.
(http://www .bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/PRINTS.htm9l).

Algunos programas buscan dominios empleando algoritmos y bases de datos combinadas,
por ejemplo InterProScan (Hunter y col., 2009).

También cabe mencionar al programa PSIpred que ofrece varias herramientas para el
analisis de estructuras primarias, como prediccion de sus estructuras secundarias o topologias

celulares (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

3.4. Modelado molecular

Como se menciond en el punto 3.1. de esta seccion, los programas de prediccion de
epitopes estructurales requieren proveerles la estructura tridimensional de la proteina. Ademas,
poseer la conformacion de la proteina permite responder importantes cuestiones estructurales

sobre las regiones seleccionadas para ser expresadas: ;Estan en zonas expuestas sobre la
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superficie de la proteina in vivo? ;Los epitopes lineales predichos se encuentran accesibles a los
Acs? ;Tienen estructura terciaria flexible o rigida?

Cuando se precisa la estructura de alguna proteina, lo primero que debe fijarse es si se
encuentra en el PDB. En caso contrario, se debe modelar la estructura tridimensional, proceso

denominado "modelado molecular”.

3.4.1. Etapas del modelado molecular:
El proceso de modelado molecular de proteinas es complejo y requiere de una serie de

pasos, empleando diferentes programas:

1) Reconocimiento del molde: se requiere como minimo una proteina patron cuya

estructura tridimensional se encuentre resuelta experimentalmente. La manera en que se
encuentre definird si haremos un modelado por homologia o mediante "fold-recognition". En el
primer caso es cuando empleamos proteinas patrones cuyos porcentajes de identidad de
secuencia con la proteina a modelar es igual o superior a 25 % (Venselaar y col, 2010). Se
emplean programas de alineamientos de secuencias sobre bases de datos como Swiss-Model
Workspace-Template Identification (http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func
=tools_targetidentificationl), BLAST (Altschul y col., 1990), u otros. Cuando no se encuentra
ninguna estructura patrén con un porcentaje igual o mayor a 25 %, ya no se observa la identidad
de secuencia y se buscan estructuras que, aplicadas a la secuencia en estudio, tengan la menor
energia conformacional de interaccion. Luego, estas estructuras se emplean como patron. Este
procedimiento se denomina fold-recognition (Yang y col., 2011).

2) Ajuste del alineamiento: se escogen las proteinas moldes a usar y su combinacion para

realizar inicialmente varios modelos. Se hacen ajustes de los alineamientos manualmente o
empleando programas de algoritmos de alineamientos mas precisos como el Needleman-Wunsch
(Needleman y Wunsch, 1970) o el Smith-Waterman (Smith y Waterman, 1981).

3) Generacién de la estructura: Se arma la nueva estructura a partir de las estructuras

moldes seleccionadas. El nuevo modelo debera satisfacer requerimientos energéticos y
estructurales definidos por las estructuras patron. Este procedimiento se puede realizar mediante
el programa Modeller (Eswar y col.,, 2006). Se tendran diferentes modelos derivados de
diferentes alineamientos. Entonces se debe escoger el mejor. Hay varios programas que permiten
evaluar las calidades de los modelos: ANOLEA (Melo y Feytmans, 1997), Verify3D (Liithy y
col., 1992), What check (Hooft y col., 1996), ProSA (Wiederstein y Sippl, 2007), entre otros.
Luego se puede volver a ajustar el alineamiento del modelo que mejores resultados arrojo y
observar si puede mejorarse la estructura ain mas (Venselaar y col., 2010).

4) Modelado de los loops: La generacion de la estructura del paso anterior construye

buenas regiones de estructuras a-hélice y hoja plegada . Pero los loops deben ser refinados
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(Venselaar y col., 2010). Diferentes programas pueden realizar este paso, Modeller (Eswar y
col., 2006), LOBO (Tosatto y col., 2002) u otros.

5) Refinado del modelo: Una vez construidas las a-hélice, hoja plegada 3 y los loops, se

debe ajustar con precision la conformacion de la cadena de los atomos de carbonos a, la red de
los puentes hidrogenos y las conformaciones de los grupos R de los AAs. Este refinado se puede
realizar mediante procesos extendidos de dinamica molecular (Krieger y col., 2004) o Monte
Carlo (Misura y col., 2006), o mediante una simple minimizacion de energia. El problema de los
primeros dos mencionados es que la estructura puede modificarse bastante, alejandose de la real.
La minimizacion de energia es sencilla y mas segura. Se calcula la energia de interaccion de los

atomos y se los mueve de a poco, siempre minimizadndola (Venselaar y col., 2010).

6) Validacion del modelo: A lo largo de la construccion del modelo se debe "vigilarlo”
mediante los programas de evaluacion antes mencionados y cuando en un paso obtenemos un
modelo peor que antes, se debe repetir ese paso reajustando los parametros. Para la validacion
final se construye un mapa de Ramachandran, con el cual se constata los dngulos diedros de los
AAs. Si demasiados AAs poseen angulos poco frecuentes, el modelo se descartara
(Ramachandran y col., 1963).

Hay programas de acceso via internet de modelado automatico, por ejemplo, I-TASSER
(Zhang, 2008), ROBETTA (Leaver-Fay y col., 2011), RaptorX (Peng y Jinbo, 2011), Sparks X
(Yang y col., 2011), entre otros. Se carga la secuencia de AAs y el programa predice la
estructura. Suelen ofrecer algunas opciones para que el usuario pueda dirigir un poco el
modelado, por ejemplo, indicar que estructura patrén emplear. Se pueden tomar los resultados de
estos programas sin modificar, o se los puede introducir en el paso 3) del procedimiento
descripto.

La visualizacion de las estructuras se puede realizar mediante programas como Visual
Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey y col., 1996), Swiss-PDB Viewer (Guex y Peitsch,
1997), UCSF Chimera (Pettersen y col., 2004), u otros. Programas que ademas ofrecen
herramientas para trabajar sobre la conformacion, como calcular minimizacion de energias,
parametros estructurales, o realizar ajustes manuales.

Es importante contar con toda la informacion accesible sobre la proteina en estudio, como
la que se obtiene al buscar dominios en la misma, ya que todos estos datos guiaran las decisiones
que se tomen durante el modelado.

¢Cual es la precision de estas predicciones? Depende principalmente del molde
disponible. Cuanto mayor sea el porcentaje de identidad de secuencia con nuestra proteina de
estructura incognita, mayor serd la precision. Una identidad de secuencia del 50 % puede ofrecer

una precision en el plegado del modelo de mas de 90 %. Inclusive una identidad de secuencia del
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30 % puede alcanzar una precision de 80 % (Eswar y col., 2006). De tal modo, cuando se realiza
fold-recognition es probable que se predigan exitosamente las estructuras secundarias que tiene
la proteina, su cantidad y posicion aproximada, permitiendo responder preguntas como las
planteadas inicialmente y complementar resultados experimentales (Venselaar y col., 2010; Sali

y Blundell, 1993).

3.5. Predicciones de epitopes

El mapeo de epitopes experimental de una proteina no es una tarea sencilla ni rdpida
(Sobolev y col., 2005; Tomar y De, 2010), por lo cual se han desarrollado herramientas in silico
para detectar rapidamente las regiones antigénicas de las proteinas (Eric y col., 2006; Parker y
col., 1986; Saha y Raghava, 2004 y 2006; Davydov y Tonevitsky, 2009).

La prediccion de epitopes previo al trabajo experimental permite conocer las principales
regiones antigénicas de una proteina, para luego obtenerlas aisladas mediante ingenieria genética
(ver punto 2.2.2. de esta seccion). Después estos segmentos pueden utilizarse, por ejemplo, para
desarrollar ensayos de diagnostico clinico. Por otro lado, la prediccion de epitopes posterior al
desarrollo experimental permite complementar y explicar los resultados en los que se observen
diferentes reactividades sobre distintas zonas del Ag, y estos datos podrian dirigir futuros
ensayos.

Existen dos clases de programas: programas predictores de epitopes lineales y programas

predictores de epitopes estructurales.

3.5.1. Programas de prediccion de epitopes lineales
Los programas de prediccion de epitopes lineales contra anticuerpos emplean solamente

la informacion de la estructura primaria de la proteina.

Se han observado las propiedades caracteristicas que debe tener un AA para pertenecer a
un epitope y se construyeron escalas en las que a cada AA se le asigna un valor numérico para
definir un grado de la propiedad en cuestion (flexibilidad, exposicion a la superficie, polaridad u
otras) con respecto a los demas AAs. A estos patrones se los llamd escalas de propension y a
partir de ellas se desarrollaron la mayoria de los algoritmos de predicciones de epitopes lineales
(Kolaskar y Tongaonkar, 1990; Emini y col., 1985; Janin y col., 1978; Pellequer y col., 1993;
Parker y col., 1986; Karplus y Schulz, 1985; Ponnuswamy y col., 1980). Posteriormente, con la
masificacion de las computadoras se desarrollaron algoritmos mas complejos, pero la mayoria
empleando aun escalas de propension (Saha y Raghava, 2004; Jens y col., 2006).

Actualmente, existe una amplia variedad de programas predictores de epitopes lineales de

Acs que se pueden agrupar segun su similitud: BcePred (Saha y Raghava, 2004), Antigenic
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(Kolaskar y Tongaonkar, 1990) y LEPDs (Chang y col., 2006) emplean simples combinaciones
de las mismas escalas de propension. AAPPred (Davydov y Tonevitsky, 2009), BCpreds (Chen y
col., 2007), FBCpred (El-Manzalawy y col., 2008), LEPs (Wang y col., 2011) y COBEpro
(Sweredoski y Baldi, 2009) usan métodos sustentados por vectores empleando también escalas
de propension junto con informacion de pares de AA antigénicos. Otros programas, como el
ABCpred y el Bepipred, emplean redes neuronales (Saha y Raghava, 2006) o Cadenas Ocultas
de Markov (Jens y col., 2006), respectivamente.

Algunos de los programas mas utilizados son:

AAPPred (Davydov y Tonevitsky, 2009): Es un programa que halla la antigenicidad de
los AAs individuales evaluando la frecuencia con que aparecen pares de AAs, junto con las
escalas de propension de hidrofibicidad (Parker y col., 1986), flexibilidad (Karplus y Schulz,
1985), accesibilidad en la proteina (Emini y col., 1985), ubicacion en “turn” (Pellequer y col.,
1993), antigenicidad (Kolaskar y Tongaonkar, 1990) y polaridad (Ponnuswamy y col., 1980).
Emplea métodos sustentados por vectores. Permite hacer el analisis mediante SVMI1 (analisis
mediante pares de AAs junto a escalas de propension) o SVM2 (analisis mediante pares de AAs
solamente).

ABCpred (Saha y Raghava, 2006): Con este programa es posible determinar epitopes de
linfocitos B de un largo predefinido de 10, 12, 14, 16 o 20 AAs. El andlisis lo realiza un sistema
de redes neuronales que fue entrenado con una base de datos de epitopes conocidos.

BCEpred (Saha y Raghava, 2004): Este programa emplea metodologias desarrolladas por
otros autores para asignar valores de antigenicidad a cada AA individualmente a partir de las
escalas de propension de hidrofibicidad (Parker y col., 1986), flexibilidad (Karplus y Schulz,
1985), accesibilidad en una proteina (Emini y col., 1985), ubicaciéon en “turn” (Pellequer y col.,
1993), exposicion a la superficie (Janin y col., 1978), polaridad (Ponnuswamy y col., 1980) y
antigenicidad misma (Kolaskar y Tongaonkar, 1990). Si se realiza el andlisis con todas las
propiedades al mismo tiempo el servidor calcula un consenso de los valores de antigenicidad.

Bepipred (Jens y col., 2006): Es un programa que define valores de antigenicidad para
cada AA aplicando el Modelo Oculto de Markov a una escala de hidrofibicidad (Parker y col.,
1986).

Antigenic (Kolaskar y Tongaonkar, 1990): Con este programa se determinan epitopes de
largos variables mediante el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar. Combina informacion de
determinantes antigénicos conocidos con valores de flexibilidad, hidrofibicidad y accesibilidad
hallados por Parker y col. (Parker y col., 1986).

A pesar de los avances logrados desde que se comenzé a desarrollar este tipo de

predictores, desafortunadamente la eficiencia de los programas no es Optima, tal como lo
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describen los propios autores (Saha y Raghava, 2004; Kolaskar y Tongaonkar, 1990; Davydov y
Tonevitsky, 2009; Sweredoski y Baldi, 2009; Saha y Raghava, 2006; Jens y col., 2006).

Al mismo tiempo, otros inconvenientes surgen en las estrategias de validacion de los
programas y en la heterogeneidad de la informacion experimental de la que se dispone para el
mismo fin. Cuando se presentaron estos programas, en general se evaluaron cada uno sin
compararlo con los otros, sino solo con sencillos algoritmos empleando escalas de propension
(métodos simples de comparacion de promedios de valores). Esto se realizaba utilizando
diferentes combinaciones de bases de datos de epitopes reales (BciPep: Saha y col., 2005; HIV
database:  http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/editors.html;  Immune  epitope
Database: Vita y col., 2008; Antijen: McSparron y col., 2003; SEDB: Sharma y col., 2012; IMGT:
Lefranc y col., 2012). En dichas bases, muchas de las proteinas almacenadas s6lo muestran un
unico epitope por limitantes en los experimentos originales, dejando dudas si realmente no hay
mas determinantes antigénicos en su secuencia. Sin embargo, en los trabajos mencionados se ha
considerado igual esa informacion, por lo que es posible que se haya incorporando al grupo
control negativo (no epitopes) regiones que si podrian tener epitopes. Por otro lado, en el modo
de evaluacion de los programas, las proteinas fueron divididas en péptidos cortos (epitopes y no
epitopes) y no se consideraron las proteinas en su integridad. Finalmente, cada AA se categorizo
aisladamente como antigénico o no, sin tener en cuenta que la presencia de un solo AA
antigénico no puede ser por si solo un epitope aislado (Saha y Raghava, 2004; Kolaskar y
Tongaonkar, 1990; Davydov y Tonevitsky, 2009; Saha y Raghava, 2006; Jens y col., 2006).
Todo esto arroja dudas sobre las evaluaciones de estos programas.

Los algoritmos que emplea cada predictor son diferentes, y sumado a la falta de trabajos
publicados donde comparen estos programas entre si, dificulta seleccionar cuales realizan las

mejores predicciones.

3.5.2. Programas de prediccion de epitopes estructurales
El proceso mas preciso para definir los epitopes estructurales experimentalmente es

mediante cristalizacion de los complejos Ag-Ac unidos y resolucion de la interaccion de sus
estructuras mediante difraccion de rayos X (Tomar y De, 2010). Este es un proceso complejo que
normalmente permite determinar un sélo epitope por cristalizacion. Si bien la determinacion de
epitopes lineales no es sencilla, es mas facil que la de epitopes estructurales. Por ello, hay menos
informacion de epitopes estructurales que de epitopes lineales en las bases de datos (CED:
Huang y Honda, 2006; Epitome: http://www.rostlab.org/services/epitome/index.html; BciPep:
Saha y col., 2005; Immune epitope Database: Vita y col., 2008; Antijen: McSparron y col., 2003;
SEDB: Sharma y col., 2012; IMGT: Lefranc y col., 2012). Esto complica desarrollar algoritmos de
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prediccion, por lo que hay menos programas, encontrandose entre ellos: Discotope (Jens y col.,
2012), Epitopia (Rubinstein y col.,, 2009a y 2009b), Ellipro (Ponomarenko y col., 2008),
Pepitope (Bublil y col., 2007; Mayrose y col.; 2007a y 2007b), BEpro (Sweredoski y Baldi,
2008), B-Pred (Giaco y col., 2012) y CBTOPE (Ansari y Raghava, 2010).

Varios de dichos programas utilizan escalas de propension (Discotope, Epitopia, etc).
Pero, a diferencia de los programas de prediccion de epitopes lineales, los programas de
prediccion de epitopes estructurales generalmente requieren de la estructura de la proteina en
estudio. Por ello, estos programas tienen una seleccion negativa basal altamente eficiente, dado
el descarte de las regiones que no se encuentran expuestas sobre la superficie y que son
incapaces de unir Acs.

Uno de los programas mas interesante en su desarrollo es el Discotope. Primero,
selecciona los AAs expuestos sobre la superficie de la proteina. Luego, los divide en grupos
segun su cercania espacial y sobre cada grupo aplica un algoritmo sencillo con una escala de
propension de antigenicidad. Este algoritmo requiri6 ser entrenado con bases de datos de
epitopes determinados experimentalmente (Jens y col., 2012).

La bibliografia sobre la eficiencia de estos programas es menor que sobre los predictores
de epitopes lineales. Si se desean evaluar, hay menos programas que considerar, pero también es
menor la informacion disponible en las bases de datos siendo, ademas, mas complejo de
procesarlas. Por otra parte, varios de estos programas han sido entrenados empleando esta misma

informacion, reduciendo ain mas los datos experimentales utiles para el analisis.

La importancia de definir con exactitud las secuencias antigénicas que unan con alta
especificidad los Acs deseados, es poder disefar futuro antigenos que solo posean estas
secuencias y ninguna otra que pueda generar complicaciones en la produccion, purificacion y
técnica diagnostico (Hughes y col., 1986; Montoya y col., 2004; Pietkewicz y col., 2004), por

ejemplo, insolubilidad de las proteinas o reaccion inespecifica.
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Objetivos

1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es lograr una optimizacion del diagnostico de la fase
aguda en toxoplasmosis en la embarazada que permita una real prevencion de la infeccion feto-
materna, a través del tratamiento precoz y, alternativamente, que evite dicho tratamiento en los

casos innecesarios.

2. Obijetivos especificos

a) Obtener como proteinas recombinantes los antigenos completos y/o regiones parciales
de P22, P30y P35.

b) Optimizar técnicas inmunoquimicas empleando los antigenos obtenidos, para definir
con un mayor grado de certeza la infeccion de la fase aguda del paciente, respecto de lo que
permiten las técnicas utilizadas actualmente.

c) Analizar los antigenos empleados mediante herramientas bioinformaticas para

profundizar el estudio de los mismos.

2.1. Desarrollo de los objetivos especificos

Para alcanzar el objetivo general se plantearon ensayar diferentes regiones de P22, P30 y
P35, para encontrar las mas eficientes para la diferenciacion SIA de SIC. En todas las proteinas
se propuso determinar la influencia en el diagnostico de seleccionar secuencias diferentes dentro
de cada una. Especificamente en P35, se dividio la proteina en varias regiones superpuestas pero
que cubrian la totalidad de la proteina. Las mismas fueron clonadas y evaluadas por separado. En
P30 se analizaron 2 secuencias de extensiones diferentes, una de las cuales fue evaluada por
Nigro y col., pero con la cual no obtuvieron buena discriminacion entre las fases (Nigro y col.,
2003). En nuestro trabajo se la cambid de vector de expresion y se analizo si se modificaban los
resultados en la diferenciacion de las fases. Para P22 también se evaluaron 2 regiones de
extensiones diferentes, donde solo una de ellas poseia las regiones amino y carboxi terminal,
pudiendo observar la influencia de estas regiones que normalmente se extraen (Li y col., 2000a;
Parmley y col., 1992; Prince y col., 1990; Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005; Béla y col., 2008).
De esta forma, entre los 3 Ags, se evaluaron diferentes aspectos que se proponen que influencian
los resultados de los ensayos. A su vez este estudio se llevo a cabo en dos partes principalmente,

mediante ensayos inmunoquimicos y mediante analisis bioinformatico.
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Ensayos Inmunoquimicos: P22, P30 y P35 se ensayaron para la deteccion de anticuerpos

especificos de los isotipos IgG, IgA e IgM. El anticuerpo IgE solo es reconocido por proteinas de
Roptrias (Kumolosasi y col., 1994) por lo que no se evaluo este isotipo ya que ninguno de los
antigenos evaluados pertenece a esa familia de antigenos. Los ensayos se realizaron
principalmente mediante la técnica ELISA indirecto, técnica que resultd eficiente en varios
trabajos para diferenciar las fases de toxoplasmosis (Aratjo y Ferreira, 2010; Li y col., 2000a y
2000b; Parmley y col., 1992). Ademas, se evalud avidez relativa de anticuerpos en suero de
pacientes con secuencias de P22 y P35, tal como fuera descripto por Hedman y col. (Hedman y
col., 1989). Finalmente, con P35 se propuso y evalué un nuevo procedimiento experimental para
diferenciar las fases de la infeccion.

Analisis bioinformatico: Este estudio constd principalmente de tres etapas: Un analisis de

secuencias, el modelado molecular y la prediccion de epitopes. En el andlisis de secuencia se
obtuvo informacion (de las proteinas) que luego fue empleada para la construccion de los
modelos estructurales. Los modelos estructurales luego fueron empleados para poder predecir los
epitopes conformacionales. Independientemente de la informacion obtenida para avanzar en este
proceso, las 2 primeras etapas también generaron otros datos que complementaron los resultados
experimentales (Parmley y col., 1992). A su vez, los epitopes lineales fueron determinados a
partir de la estructura primaria de los Ags (Kato y col., 2007). Pero la finalidad principal del
desarrollo con estas herramientas in silico, fue construir hipotesis que expliquen los resultados de
los inmunoensayos.

Para desarrollar este proyecto también se requirié profundizar ensayos y analisis que por
tener un caracter accesorio a los temas tratados en esta tesis, se muestran en secciones aparte:

Anexos A y B del apartado Resultados y Discusiones.
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1. Experimentos de laboratorio

Todos los reactivos empleados fueron provistos por Merck o Cicarelli Laboratorios, de
calidad para biologia molecular cuando asi se requirio. Otros reactivos especificos de las técnicas

aqui desarrolladas, en los que se utilizaron otras marcas, se iran indicando en particular.

1.1. Clonado de genes de los antigenos P22, P30 y P35 de
Toxoplasma gondii

1.1.1. Purificacion de ADN genomico
Para obtener las secuencias codificantes de las proteinas se requirid purificar el ADN

genomico total del parasito, empleando un kit de purificacion (marca y clase empleada, myce:
Promega, Wizard Genomic DNA Purification Kit), siguiendo las especificaciones indicadas por

el proveedor.

1.1.2. Armado de gel de agarosa, electroforesis v visualizacion de ADN

La visualizacion de ADN se realizd sembrando las muestras en geles de agarosa,
realizando corridas electroforéticas y finalmente exponiendo los geles a un transiluminador,
lampara de emision de radiacion electromagnética de longitud de onda ultravioleta. Se confirmd
la presencia de ADN en las muestras luego de cada reaccion sobre el mismo, a lo largo de todo el
proceso.

Para estimar el tamafio molecular de los fragmentos de ADN se utiliz6 un marcador de
peso molecular (MPM) (myce: PB-L Productos Bio-Légicos - Ladder 100 pares de bases). Este
posee una serie de segmentos de ADN diferenciados en tamafio uno de otro por 100 pb. El
segmento mas concentrado tiene 500 pb y el primero (el de méas abajo) 100 pb.

El volumen de gel que se prepard en cada ensayo dependi6 de la cantidad de muestras de
ADN a correr y del tiempo de duracion de la electroforesis. En todos los casos, el gel de agarosa
se compuso de 4,84 g/L. de TRIS (myce: Genbiotech); 0,114 % v/v de acido acético glacial; 1
mM de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA); 0,75-2 % m/v de agarosa (myce: Genbiotech -
LE-Agarose 1200) (a mayor tamafio de la secuencia de ADN a correr, menor porcentaje de
agarosa) y 10 mg/ml de bromuro de etidio (myce: Sigma-Aldrich). Este tltimo compuesto se
agreg6d al final y luego de calentar la solucion para disolver completamente la agarosa.

Finalmente, se coloc6 en un molde de la forma necesaria y, con el enfriamiento la agarosa
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gelifico. El gel se colocod en una cuba electroforética (myce: Labnet), con solucion conteniendo
4,84 ¢/L. de TRIS, 0,114 % v/v de acido acético glacial y 1 mM de EDTA.

Se sembrd el ADN en el gel luego de mezclarlo con Buffer de Muestra en relacion 5:1
muestra - buffer. El volumen a sembrar dependi6 de la muestra en cuestion, siendo desde 1 pL
cuando era un vector plasmidico hasta 6 pL. cuando era una secuencia genémica purificada.

Se desarroll6 la corrida electroforética empleando una fuente de alimentacion eléctrica
(myce: BIO-RAD - Model 3000Xi Computer Controlled Electrophoresis Power Supply)
trabajando a 100 volts.

La presencia de ADN en las muestras se visualizd exponiendo el gel al transiluminador
(myce: Fotodyne).

Buffer de Muestra: 0,25 % m/v de bromofenol blue (myce: Sigma-Aldrich) y 20 % v/v de

glicerol.

1.1.3. PCR de ADN

Para aislar y/o amplificar secuencias de ADN se Temperatura Tiempo

emple6 la técnica de PCR. Se utilizaron dos enzimas 95°C 60 seg.

ok 60 seg.

comerciales: Taq ADN polimerasa y pfu ADN polimerasa 72 °C 90 seg.
. L. i Tabla 2: Pasos de temperaturas y

(myce: PB-L Productos Bio-Ldgicos), empleandose una u otra tiempos de las PCRs realizadas

dependiendo de las complicaciones para la obtencion de
secuencias amplificadas fieles a las secuencias originales.

Para desarrollar la reaccion de PCR se requiri6: buffer de reaccion (viene junto con la
enzima) hasta dejarlo 1X en el volumen total de reaccion; 3 mM de MgCl, (no es necesario
cuando se emplea pfu ADN polimerasa); 0,25 mM de dNTP (mezcla en iguales cantidades de
desoxiadenin trifosfato, dATP; desoxicitidin trifosfato, dCTP; desoxiguanidin trifosfato, dGTP;
y desoxitimidin trifosfato, dTTP); 1 uM de cada cebador; 1,5 o 1 unidad de reaccidon de enzima,
Taq ADN polimerasa o pfu ADN polimerasa respectivamente y 0,5 ng de ADN molde; todo en
un volumen final de 50 pL. Se sometio la mezcla a cambios de temperatura como se indican en
la tabla 2 empleando un termociclador (myce: Boeco Germany - Thermal cycler BioCycler TC-
S). Cada ciclo se realizd 35 veces, excepto para P35T que fue 30. La temperatura ***, es la
temperatura de hibridacion y dependio de los cebadores empleados en cada PCR. Antes de
comenzar todos los ciclos se someti6 la mezcla a 95 °C durante 180 segundos (seg.) y al finalizar
a 72 °C durante 10 minutos (min.).

Se emple6 como ADN molde el ADN gendémico total purificado de T. gondii.

A continuacion se muestran los cebadores utilizados. Entre paréntesis se indica la

temperatura de hibridacion empleada.
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P35A (51 °C): directo: 5'-GAATTCATGGCTTTACCATTGCGTG-3"

reverso: 5 -AAGCTTCGTTGGCGGGGGATGCTG-3"

P35B (53 °C): directo: 5"-GAATTCGGAATGCCCAAGCCAGAG-3°

reverso: 5-AAGCTTTGGAGTGCCCACTGGATACG-3"

P35C (55 °C): directo: 5°-GAATTCCCGCCAACGGGTTCCCC-3

reverso: 5'-AAGCTTTGGCACTGGAGGAGCACG-3°

P35D (49 °C): directo: 5'-GAATTCCCCCAGCCGGAGATAC-3"

reverso: 5"-AAGCTTTGCCATTGCAGCCACTACC-3"

P35E (46 °C): directo: 5 -GAATTCGCTCCTCGTGTGCTGG-3"

reverso: 5-AAGCTTATTCTGCGTCGTTACGG-3"

P35T (45 °C): directo: 5 -GAATTCATGGCTTTACCATTGCGTG-3"

reverso: 5-AAGCTTATTCTGCGTCGTTACGG-3
P22c¢ (59 °C): directo: 5'-GGATCCACCACCGAGACGCCAGC-3"
reverso: 5" -GAATTCTTGCCCGTGAGAGACACAG-3"

P22L (53 °C): directo: 5'-GGATCCAATCTTTGTCTTGTCGGAACT-3"

reverso: 5" -GAATTCTTACACAAACGTGATCAACAAA-3’

Adelante de cada cebador se subrayo la secuencia incorporada, blanco de enzimas de
restriccion, para poder traspasar el gen de un vector a otro por corte y ligacion. Las enzimas de
restriccion empleadas fueron:

- BamH I: GGATCC.

- EcoR I: GAATTC.

- Hind III: AAGCTT.

Los cebadores utilizados fueron sintetizados por Invitrogen life technologies.

Se obtuvieron 8 secuencias genoémicas denominadas: P35A, P35B, P35C, P35D, P35E,
P35T, P22¢ y P22L. En el unico cebador que se incluy6 un codoén stop fue en el reverso de P22L,
propio de la secuencia original.

1.1.3.1. Agregado de cola de JAMP (desoxiadenin monofosfato) en los extremos romos:

La pfu ADN polimerasa genera extremos romos en lugar de cohesivos. Para poder ligar el
gen al vector de clonado, se generd un extremo cohesivo empleando la Taq ADN polimerasa. Se
requiri6 para esta reaccion 6 o 7 uL de producto de PCR; 3 mM de MgCl,; 1 pL de buffer de
reaccion de la Tag ADN polimerasa; 0,2 mM de dATP y 3 unidades de reaccion de la enzima
Taq ADN polimerasa; todo en un volumen final de 10 pL. Finalmente se incub6 30 min. a 70 °C.

1.1.3.2. Obtencion del ADN de P30:

Las secuencias de P30c y P30L fueron obtenidas a partir de clones de Escherichia coli

CTX M15, en el vector pQE (myce: Qiagen), cedidos gentilmente por el Dr. Sergio Oscar Angel.
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Se extrajeron los vectores de las bacterias y luego los genes de interés mediante cortes con las

enzimas de restriccion BamH Iy Hind II1.

1.1.4. Vectores plasmidicos

Los genes obtenidos se transfirieron primero a un vector de clonado y luego a un vector
de expresion (Terpe, 2006). El vector de clonado empleado fue T Easy Vector (myce: Promega -
pGEM®-T Easy Vector System I). Los vectores de expresion utilizados fueron pRSET B (myce:
Invitrogen life technologies), pRSET C (myce: Invitrogen life technologies), pET-24a.., (myce:
Novagen), pET-32a;) (myce: Novagen) y pMal-c2X (myce: New England Biolabs). Todos los
vectores de expresion poseen una secuencia nucleotidica repetida de CAC (excepto el pMal-
¢2X), que codifica una "cola" de varios aminoacidos contiguos de histidina. Esta se expresa junto
a la proteina y facilita su purificacion (ver el punto 2.2.2. en Introduccion y 1.2.3. de Materiales
y Métodos). Todos estos plasmidos expresan constitutivamente la proteina B-lactamasa que
confiere a la bacteria que los contiene resistencia al antibidtico ampicilina, excepto el pET-24a
que expresa el gen KanR otorgando resistencia al antibidtico kanamicina. Esto permite la
seleccion de la bacteria que contiene el plasmido. Particularmente el vector pET-32a.) expresa
también unido a la proteina de interés otra proteina, la Tioredoxina A (TrxA) de 109 AAs. El
vector pMal-c2X expresa Maltose Binding Protein de 462 AAs, que a su vez facilita la
purificacion del polipéptido de interés. Ambas proteinas pueden expresarse solas cuando el
vector no tiene ningun inserto génico extra (LaVallie y col., 1993).

La tabla 3 muestra que genes se introdujeron en cada vector plasmidico.

Proteinas
Vectores | P35A | P35B | P35C | P35D | P35E | P35T | P22¢ | P22L | P30c | P30L
pRSET B X
pRSET C X
pMal-c2X X
PET-24a4) | X X X X X
pET-32a4) | X X X X X X X X X

Tabla 3: Combinacion de secuencias génicas y vectores plasmidicos de expresion ensayados.

El éxito en cada construccion vector-gen siempre fue confirmado definitivamente
mediante secuenciacion del plasmido. Aunque también se desarrollaron controles previos antes
de realizar este control final, mediante por ejemplo: liberacion del inserto con enzimas de
restriccion, amplificacion del mismos mediante la técnica de PCR, induccion de la proteina

cuando se trabajo con vectores de expresion, entre otros.
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Las muestras de ADN provenientes de una PCR o de un proceso de corte siempre fueron
purificadas antes de seguir utilizdndolas, para asegurar que la secuencia a ligarse al vector fuera
solo el gen de interés. Para ello, toda la muestra de ADN se corrio en gel de agarosa. Se extrajo
la regidn de gel conteniendo la secuencia de interés y se proceso siguiendo el protocolo de un kit
comercial (myce: Promega, Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System), obteniendo asi el ADN

purificado y listo para ser ligado.

1.1.5. Ligacién de secuencias de ADN

Para ligar secuencias de ADN se empleo6 la enzima ligasa (myce: Promega) segun:

- 0,5 uL de ligasa

- 1 pL de buffer ligacion (viene junto con la ligasa)

- ADN del vector y del inserto a ligar. Los voliimenes deben ser tales que la relacion de
masas entre inserto y vector sean 3:1.

Volumen final de reaccion, 10 pL.

El preparado se incubo a 4 °C toda la noche o a 20 °C durante 4 horas (hs.).

1.1.6. Cepas bacterianas

Se emplearon tres cepas bacterianas diferentes de E. coli.

E. coli DH5a [genotipo: F- 80dlacZ M15 (lacZY A-argF) U169 recAl endA1hsdR17(rk-,
mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl]: Apropiada para tomar pldsmidos, y ademas contiene
los genes que complementan al vector T Easy Vector de manera que cuando se introduzca el gen
de interés, la colonia sea color azul, en vez de blanca.

E. coli BL21 (DE3) [genotipo: F — ompT hsdSB(rB— mB-) gal dem (DE3)]: Permite la
expresion del gen cuando se encuentra en los vectores empleados, al agregar al medio de cultivo
lactosa o Isopropil--D-1-tiogalactopirandsido (IPTG).

E. coli Rosetta (DE3) [genotipo: F — ompT hsdSB(rB— mB-) gal dem (DE3) pRAREG6
(CamR)]: Posibilita la expresion del gen cuando se encuentra en los vectores empleados, al
agregar al medio de cultivo lactosa o IPTG. Ademas tiene vectores que transcriben é4cido
ribonucleico (ARN) de transferencia de poca frecuencia en E. coli. Ademas, estos vectores
confieren a la bacteria resistencia al antibidtico cloranfenicol.

Todos los genes se clonaron en las cepas de E. coli DH5ay BL21 (DE3). Los genes
P35C, P35E y P35D se clonaron también en la cepa Rosetta (DE3), cuando estuvieron dentro del
vector pET-32a+).

1.1.7. Cultivos e incubaciones
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Todo el trabajo con bacterias y medios de cultivo se realizdo con elementos estériles y
dentro del equipo de flujo laminar (myce: Forma Scientific - Laminar Flow Work Station).

Las bacterias siempre se cultivaron en el medio de cultivo Luria Bertani (L.B.); 5 g/L de
NaCl, 10 g/L de peptona de carne (myce: Merck - Mikrobiologie - Peptone water buffered) y 5
g/l de extracto de levadura (myce: Britania Laboratorios); con una agitacion de 200
revoluciones por minuto (r.p.m.) en shaker (myce: Sontec).

Cuando se requirid, se emplearon los antibidticos ampicilina, kanamicina y cloranfenicol

en concentraciones 1 pg/mL, 12,5 pg/mL y 30 pg/mL, respectivamente.

1.1.8. Transformacion

Se transformaron células bacterianas introduciéndoles los plasmidos que tenian los genes
de interés incorporados, segun el siguiente protocolo:

Los cultivos se incubaron en medio liquido L.B. a 37 °C, toda la noche. Luego se
diluyeron 1/100 con L.B. nuevo, siguiéndose la incubacion a 37 °C entre 2 a 3 hs., hasta que la
densidad optica fue entre 0,4 y 0,6. Se tomo del cultivo un volumen de 1 mL, tantas veces como
diferentes plasmidos se tenian. Se centrifugd a 5000 r.p.m. durante 5 min., descartando el
sobrenadante. Se resuspendio el pellet con 500 pl de solucion ST1. Luego se centrifugd a 5000
r.p.m. durante 5 min., descartando el sobrenadante. Se resuspendio el pellet con 500 pulL de
solucion ST2. Se enftio el cultivo en bafio de hielo durante 20 min., y se volvid a centrifugar a
5000 r.p.m. durante 5 min. Se descartd el sobrenadante y resuspendid el pellet en 100 uL de
solucion ST2. Se agrego el vector plasmidico, 1 puL. cuando provenia de una purificacion y 5 plL
cuando era vector recién ligado. El cultivo se enfrio en bafio de hielo durante 60 min. Luego se
calentd a 42 °C durante 45 seg. Inmediatamente se agregd 1 mL de medio de cultivo L.B. ¢
incubd durante 1 hora a 37 °C. Se centrifugd a 4200 r.p.m. durante 5 min. Se retiré 1 mL del
sobrenadante para luego resuspender el pellet en los 100 pL restantes. Esa solucion se distribuy6
homogéneamente sobre medios de cultivo L.B. con antibiotico y gelificados con agar en placas
de Petri. Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C toda la noche.

ST1: 10 mM de sal de MOPS (myec: Genbiotech) y 10 mM de KCl, ajustado apH 7y
utilizando la solucion a 4°C.

ST2: 100 mM de sal de MOPS, 10 mM de KCIl y 50 mM de CaCl,, ajustado a pH 6,5 y

utilizando la solucion a 4°C.

Cuando se empleo el vector T Easy Vector, solo aquellas colonias que poseian el vector
crecieron en medio de cultivo con ampicilina y fueron de color azul cuando contuvieron el

inserto genomico de interés. Siempre se confirmo la presencia del gen purificando el plasmido de
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las colonias, liberandolo del vector mediante corte a los costados del inserto y observando
finalmente la presencia del gen liberado. Los protocolos de purificacion y corte de ADN se

presentan a continuacion.

1.1.9. Purificacién de plasmido de ADN

Se emplearon dos protocolos diferentes de purificacion. Cuando se debid obtener
plasmidos de varias colonias bacterianas, sin tener la certeza de que todos los vectores
purificados tuviesen los genes introducidos, se empled un protocolo tradicional. Cuando se debio
purificar plasmidos de pocas bacterias con la certeza de que todos los vectores tenian secuencias
de ADN ttiles, se empled un kit comercial, asegurando mayor rendimiento del procedimiento.

1.1.9.1 Protocolo tradicional:

Las bacterias con el plasmido de interés se incubaron en un cultivo liquido de 3 mL de
L.B. a 37 °C toda la noche, con el antibidtico que correspondia. El cultivo se centrifugd a 6000
r.p.m. por 5 min. para luego remover el sobrenadante. Se agregé 200 pL de SOLUCION 1 y se
mezclo hasta resuspender el pellet. Luego se agregd 300 pL de SOLUCION II, mezclando
suavemente, para luego incubar en hielo durante 5 min. Posteriormente, se neutralizo la solucion
con 300 pL de SOLUCION III, mezclando de nuevo suavemente e incubando en hielo durante 5
min. Se centrifugd a 13000 r.p.m. por 10 min. y se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio,
descartando de este modo los restos celulares. Luego se agregd la SOLUCION IV, un volumen
igual al que quedaba en la solucion del paso anterior, y se agité vigorosamente. Se centrifugd a
13000 r.p.m. por 5 min. a 4 °C, transfiriendo la fase superior a un tubo limpio. Se adicion6 400
pL de cloroformo y se mezclo vigorosamente. Se centrifugd 1 min. a 13000 r.p.m., recuperando
la fase superior al transferirla a un tubo limpio. Se repitieron luego los pasos desde la adicion de
cloroformo. A la fase acuosa recuperada, se le agreg6 igual volumen de isopropanol y luego se
mezcld invirtiendo. La mezcla se coloco en el frezzer 15 min., minimamente. Luego, se
centrifugd a 13000 r.p.m. durante 10 min., se extrajo el sobrenadante y se lavo el pellet con 80
uL de etanol al 70 %. Se centrifugé a 13000 r.p.m. por 3 min. y se retird el sobrenadante,
dejando secar el tubo 15 min. a 37 °C. Luego se resuspendié el ADN en 32 pL de agua estéril, se
agregd ARNasa (myce: Sigma-Aldrich) de modo que la concentracion final fuera 20 pg/mL y se
incub6 a 37 °C durante 30 min.

SOLUCION I: 50 mM de glucosa, 25 mM de TRIS y 10 mM de EDTA, ajustada a pH 8.

SOLUCION II: 0,2 N de NaOH y 1 % de dodecil sulfato de sodio (SDS; myc: Promega),
preparada al momento de ser utilizada.

SOLUCION I1I: acetato de potasio 3 M ajustada a pH 4,8.
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SOLUCION 1V: Mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico en proporcion
25:24:1.

1.1.9.2. Kit comercial:

Se empled el kit de Promega, Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System,

como lo indica su protocolo.

Los vectores purificados se corrieron en electroforesis de geles de agarosa para confirmar

sus presencias, como todas las otras muestras de ADN.

1.1.10. Corte de ADN

Se emplearon las enzimas de restriccion comerciales, BamH I, EcCoR I y Hind III, segin
que gen se trabajo (como se especifica en el punto 1.1.3. de esta seccion; myce: Promega). Para
todas se empled el mismo protocolo:

- 2 uL de buffer de corte.

-0,5 puL de albiimina sérica bovina.

-3 uLL de ADN a cortar en concentracion de 0,3 ug/uL.

- 0,5 uL de enzima de restriccion.

- 14 pL de agua estéril.

Se incubd en estufa a 37 °C durante 2 hs.

Luego de confirmar la presencia del gen en el vector de clonado, se procedio a secuenciar
utilizando el servicio de la Unidad de Genomica del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Las Cabafias y De los Reseros S/N° (1686) Hurlingham, Bs. As.,
Argentina. De este modo se confirmé que el gen incorporado fuera el correspondiente y se
control6 que no hubiera mutaciones en la secuencia que la inhabiliten para su posterior empleo.

Se traspaso el gen desde el vector de clonado al vector de expresion mediante corte,
purificacion y ligacion (empleando el plasmido segin lo indicado en el punto 1.1.4. de esta
misma seccion). La construccion gen-vector se inserto en la cepa de E. coli (segun punto 1.1.6.
de esta misma seccion) mediante transformacion. En la placa de Petri s6lo crecieron las colonias
que tenian el vector. En funcion de controles internos de la técnica de transformacion, se
seleccionaron colonias para ensayar la expresion de las proteinas de interés. Finalmente, se

purificaron los plasmidos de estas colonias y se volvieron a secuenciar los genes insertados.

1.2. Induccion vy purificacion de proteinas
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1.2.1. Induccién de proteinas

El clon aislado de bacterias con la construccion plasmidica deseada se repicd desde la
placa de Petri a un medio liquido de L.B. con los antibitticos correspondientes y se cultivo a 37
°C toda la noche. El medio crecido se diluy6 1/50 con nuevo medio liquido también de L.B. Los
volumenes finales dependieron de la cantidad de proteina requerida. Luego se incubd 3 hs. a 37
°C. Se agreg¢ el inductor IPTG (myce: Promega) al medio de cultivo en concentracion final de
0,1 mM vy se dejo expresando la proteina a 20 °C toda la noche. Finalmente, se recolectaron las
células centrifugando 8 min. a 8000 r.p.m., descartando el sobrenadante.

Todos los Ags provenientes del gen de P35 (solamente cuando estuvieron clonados en E.
coli BL21 DE3) y P30 también se indujeron cruzando las siguientes condiciones (Terpe, 2006):

- Inductores (concentraciones): IPTG (0,1 o 1 mM) o Lactosa (2,5 0 5 g/L).

- Tiempos de induccion: 3 hs. o toda la noche.

- Temperaturas durante la induccion: 20 o 37 °C.

1.2.2. Corrida electroforética en gel de poliacrilamida (PAGE)

Para visualizar proteinas en las muestras, se sembraron en geles de poliacrilamida al 15
%, se sometieron a una electroforesis y finalmente se colorearon. Para corroborar el peso
molecular de las proteinas, se corrid en paralelo un marcador de peso molecular. A lo largo del
trabajo se emplearon dos distintos, uno de la marca Bio-RAD con bandas a las alturas de 14;
20,5; 31; 45; 66,2 y 97,4 KDa y otro de la marca Thermo Scientific con bandas a las alturas de
14,4; 18.,4; 25; 35;45; 66,2 y 116 KDa.

El gel se construyd con dos regiones de geles distintos, denominadas gel de apilamiento y
gel de separacion

Gel de apilamiento: 4,68 % m/v de acrilamida (myce: Promega - Acrylamide Molecular
Grade); 0,13 % m/v de bisacrilamida (myce: Amersham Biosciences - Plusone
Methylenebisacrylamide); 12,5 % v/v de TRISA; 0,1 % m/v de SDS; 0,1 % v/v de TEMED
(myce: Sigma-Aldrich) y 0,05 % m/v de persulfato de amonio.

Gel de corrida: 14,6 % m/v de acrilamida; 0,4 % m/v de bisacrilamida; 37,5 % v/v de
TRISB; 0,1 % m/v de SDS; 10 % v/v de glicerol, 0,06 % v/v de TEMED y 0,05 % m/v de
persulfato de amonio.

Los geles se prepararon en moldes-soportes que luego se sumergieron en Buffer de
Corrida dentro de una cuba electroforética (myce: Amersham Biosciences, Multiple Gel Caster).
En el gel de apilamiento se sembraron 15 pl. de muestra, luego de mezclarlas en igual volumen
con Buffer de Muestra y hervirlas 5 min. Cuando la muestra fue medio de cultivo con células

inducidas, primero se centrifug6 a 8000 r.p.m. durante 8 min., luego el pellet se resuspendi6 en
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la tercera parte del volumen tomado de medio de cultivo y de ahi se sacd la muestra para
mezclarlo con Buffer de Muestra. La electroforesis se desarrollé con una fuente eléctrica (myce:
Bio-rad, Porwer Pac 300) a 150 volts para gel de apilamiento y a 200 volts para gel de corrida.

La visualizacion de las proteinas se logrd tifiendo el gel con Solucion Colorante y
decolorando primero con Solucion Decolorante I y segundo con Solucion Decolorante I1.

TRISA: 1 M de TRIS-HCI (myce: NCN Biomedicals - TRIS hydrochloride ultra pure)
ajustado a pH 6,8.

TRISB: 1 M de TRIS-HCI ajustado a pH 8,8.

Buffer de Corrida: 0,025 M de TRIS-HCI; 0,192 M de Glicina y 0,1 % m/v de SDS
ajustado a pH 8,3.

Buffer de Muestra: 12,5 % v/v de TRISA, 10 % v/v de glicerol, 2 % m/v de SDS, 5 % v/v
de B-mercaptoetanol y 0,05 % m/v de azul de bromofenol.

Solucion Colorante: 0,1 % m/v de Coomasie blue G-250; 45 % v/v de etanol y 10 % v/v
de 4cido acético.

Solucion Decolorante 1: 50 % v/v de etanol y 10 % v/v de acido acético.

Solucion Decolorante I1: 10 % v/v de etanol y 7 % v/v de 4cido acético.

1.2.3. Purificacién de proteinas

El clonado de todos los genes se disefid para que las proteinas que se traduzcan posean
regiones de poli-histidina (ver el punto 2.2.2. en Introduccion y 1.1.4. de Materiales y Métodos).
Este aminoacido se une a Ni mediante su atomo de nitrégeno del grupo R, formando un enlace
de coordinaciéon. Por lo tanto una cadena de histidinas se une con fuerza a este metal.
Aprovechando esta propiedad, se emplearon columnas de purificacion comerciales que tienen Ni
inmovilizado (myce: Invitrogen, Ni-NTA Agarosa), para purificar las proteinas clonadas del
resto de los contaminantes de la bacteria (Gaberc-Porekar y col., 2001; Charlton y Zachariou,

2008; Serensen y Mortensen, 2005).

1.2.3.1. Protocolo basal: Primero se liso el pellet de células inducidas. Para lo cual se
resuspendieron las células en Solucion Madre con 20 mM de imidazol (grupo R de la histidina) y
se sometio la suspension a ondas de ultrasonido con un equipo sonicador (myce: Sonics and
Materials - Vibra-cell). Luego se centrifugd 5 min. a 10000 r.p.m. El pellet se descartd y el
sobrenadante se filtré por papel de filtro para eliminar impurezas insolubles. La solucion se
congeld y descongeld 2 veces, favoreciendo la precipitacion de impurezas y se volvio a filtrar.
La solucion se paso por una columna de purificacion de 1 mL a 0,5 mL/seg., quedando retenida
la proteina. Luego se pas6 Soluciéon Madre con concentraciones crecientes de imidazol: 50, 100,

250 y 500 mM, 4 mL de cada una. Las mas diluidas limpiaron la columna de las impurezas
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bacterianas y las tltimas eluyeron la proteina recombinante. Se recolectaron los eluatos de a 1
mL y se corrié una fraccion de cada uno en un gel de poliacrilamida, para encontrar en cual
eluy¢ la proteina de interés.

Para verificar si la proteina es soluble, precipita y/o forma cuerpos de inclusion, luego de
someter a ondas de ultrasonido y centrifugar las células inducidas (y antes de comenzar el propio
proceso de purificacion), se realizé un PAGE con el precipitado y el sobrenadante de estos pasos,
observando en que fraccion se encuentra la proteina. Si precipita y forma cuerpos de inclusion,
los mismos se observaran al lavar el pellet con detergente triton 1 % v/v 5 veces (que solubiliza
todo menos cuerpos de inclusion), centrifugando a 10000 r.p.m. durante 10 min. y descartando el
sobrenadante entre cada lavado (Vallejo y Rinas, 2004).

Para la purificacion de TrxA, P35B y P22c so6lo se emple6 el protocolo basal. En el caso
de otros Ags, se ensayaron ademas variantes de este protocolo para mejorar la eficiencia de
purificacion, segln:

1.2.3.2. P35A: A todas las soluciones del proceso se les agregd urea hasta una
concentracion final 4 M, para desnaturalizar la proteina y exponer mejor la region de poli-
histidina.

1.2.3.3. P22L: Luego de sonicar se centrifugd a 10000 r.p.m. durante 10 min. Ese pellet
se lavdo 5 veces con detergente triton 1 % v/v, centrifugando entre lavados. Luego, se
solubilizaron los cuerpos de inclusion mediante Soluciéon Madre 20 mM de imidazol, 1 % m/v de
SDS, 4 M de urea y sonicando esta solucion final. Luego, se siguio el protocolo basal pero
agregando a todas las soluciones SDS y urea, 0,1 % m/v y 4 M, respectivamente (Serensen y
Mortensen, 2005; Vallejo y Rinas, 2004).

1.2.3.4. P30c: Se ensayaron diferentes metodologias (los fundamentos de cada paso son
explicados en el punto 2.1.3.1 de Resultados y Discusiones):

- Agregado de urea hasta concentracion final 4 M a todas las soluciones del proceso.

- Agregado de urea hasta concentracion final 4 M a todas las soluciones del proceso,
utilizandose volumenes de 2,5 mL de recoleccion y columna de Ni.

- Agregado de urea y EDTA a todas las soluciones del proceso, hasta concentraciones 4
My 0,5 mM, respectivamente. También se elevo la concentracion de imidazol de la solucion de
sonicado de pellet a 35 mM vy se utilizd volimenes de 2,5 mL de recoleccion y columna de Ni.

1.2.3.5. P30L: Se ensayaron diferentes metodologias (con iguales fundamentos que en
P30c):

- Agregado de urea a todas las soluciones del proceso, hasta una concentracion final 4 M.

- Agregado urea a todas las soluciones del proceso hasta concentracion final 4 M,

utilizandose volumenes de 2,5 mL de recoleccion y columna de Ni.
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Solucion Madre: 0,3 M de NaCl y 0,05 M de NaH,PO,,

Un proceso de purificacion se considerd aceptable cuando al correr la fraccion de la
purificacion en un PAGE, hubo como méaximo 3 bandas bien definidas de otras proteinas
inespecificas y su intensidad de color/concentracion fue de la mitad de intensidad de la banda de
la proteina de interés. Cuando algunas fracciones de la purificacion resultaron con buena
concentracion de la proteina de interés pero tuvieron bastante contaminacion, se pasaron todas
las fracciones "mal purificadas" juntas por la columna, en idénticas condiciones que la anterior

VEeZ.

1.2.4. Cuantificacion de proteinas

Para las fracciones de las proteinas purificadas, se realizaron electroforesis en gel de
poliacrilamida en paralelo a muestras de albumina pura en concentraciones crecientes y
conocidas. Por comparacion visual del tamafio e intensidad de color de la bandas en el gel, se

estimaron las concentraciones incognitas de las muestras de interés.

1.3. Ensayos inmunoquimicos

A todos los antigenos obtenidos se los sometio a diferentes ensayos inmunoquimicos para
determinar cudl es el mas apropiado para diferenciar entre fase aguda y cronica de la infeccion

de toxoplasmosis. También se buscod determinar cual Ac es el mas apropiado para cada uno.

1.3.1. Panel de sueros

La seroteca empleada para los ensayos de este trabajo se armo en nuestro laboratorio a
partir de sueros provistos por los responsables de los servicios de tres centros de salud:

- Laboratorio de Toxoplasmosis del Hospital Aleman (laboratorio clinico de referencia en
el control de la infeccion por T. gondii durante el embarazo en la Argentina). Responsables:
Biog. Liliana Carral y Bioq. Federico Kaufer.

- Laboratorio Central de la Provincia de Santa Fe. Responsable Bioq. I. Dalla Fontana.

- Centro de Salud de la Universidad Nacional del Litoral. Responsable: Dr Jorge Roldan.

Todas las muestras provenientes del Laboratorio de Toxoplasmosis del Hospital Aleman
y del Laboratorio Central de la Provincia de Santa Fe fueron clasificadas antes de ser enviadas,
empleando las siguientes técnicas especificas para Acs contra T. gondii: IFI para IgG, ensayo de

Sabin-Feldman, ISAGA para deteccion de IgM e IgA, ELISA de Avidez para IgG y HAI para
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IgG. Los sueros provenientes del Centro de Salud de la Universidad Nacional del Litoral no
contaban con clasificacion seroldgica previa, por lo tanto se evaluaron en nuestro laboratorio
mediante HAI, ELISA contra homogenato total del parasito para deteccion de IgG especifica e
ISAGA para deteccion de IgM especifica. Todos los sueros fueron ensayados por un minimo de
3 y un maximo de 6 técnicas para su clasificacion.

En total se obtuvieron 242 sueros que se clasificaron en los siguientes grupos:

1.3.1.1. SIN: 73 sueros de individuos no infectados por T. gondii. Estos sueros dieron
reaccion negativa para, al menos, 2 de las siguientes técnicas: ELISA para IgG, IFI para IgG,
ensayo de Sabin-Feldman, HAI e ISAGA para IgM.

1.3.1.2. SIC: 84 sueros de individuos con infeccion cronica por T. gondii. Estos sueros
dieron reaccidn positiva en al menos dos de las siguientes técnicas: ELISA para IgG, IFI para
IgG, HAI y/o ensayo de Sabin-Feldman. Ademas paralelamente dieron reaccion negativa en
ISAGA para IgM, o avidez mayor a 41 % en ELISA de avidez.

1.3.1.3. SIA: 85 sueros de individuos con toxoplasmosis presumiblemente en la fase
aguda de la infeccion. Estos sueros dieron reaccion positiva en, al menos, 2 de los siguientes
ensayos: ELISA para IgG, IFI para IgG, HAI y/o ensayo de Sabin-Feldman. Paralelamente
dieron reaccion positiva en ISAGA para IgM, ISAGA para IgA y/o avidez menor a 41 %. Cabe
aclarar que todos los sueros que tuvieron avidez entre 30 y 41 % siempre dieron positivos en
ISAGA (IgM o IgA).

1.3.1.4. SIAS: 23 sueros de individuos con toxoplasmosis y sobre los que se tuvo un alto
grado de certeza que cursaban infeccion aguda. SIAS es un subgrupo dentro de SIA. Estos sueros
dieron reaccion positiva en al menos 2 de los siguientes ensayos: ELISA para IgG, IFI para IgG
y/o ensayo de Sabin-Feldman. Ademas presentaron IgM especifica por ISAGA y cumplieron con
al menos 2 de los siguientes criterios: Avidez menor al 30 %, titulo de ISAGA IgM igual o
mayor a 4000 y/o ISAGA IgA positiva.

1.3.1.5. SIP: 169 sueros de individuos con toxoplasmosis. Son los grupos combinados

SIA y SIC.

1.3.2. ELISA indirecto con proteinas recombinantes

Se evaluaron las proteinas P35A, P35B, P22c y P22L para la deteccion de anticuerpos
especificos IgG, IgA e IgM; y P30c y P30L para la deteccion de anticuerpos especificos IgG e
IgA.

Se trabajo con placas de 96 pocillos (poc.) para ELISA (myce: Greiner bio one - ELISA-
plate, microlon, 96 W; flat-bott., high binding). Cada par de Ags pertenecientes a la misma

proteina se evaluaron en la misma placa para cada suero, y cada suero se ensay6 por duplicado.
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Protocolo empleado:

Sensibilizacion: El Ag de interés se sembro6 en un volumen de 100 uL por poc. diluido en
Buffer Carbonato (ver tabla 4), incubando toda la noche a 4 °C. Se lavaron tres veces todos los
poc. llenandolos completamente de PBS-Tween, dejando la solucion durante 30 seg. cada vez.

Blogqueo: Se coloco 200 uL. de PBS-bloqueo por poc., y se incubd6 la placa 30 min. a 37
°C. Los pocillos se lavaron con PBS-Tween de igual manera que antes.

Inmunoensayo: El suero diluido en PBS-Leche (ver tabla 4) se colocd en un volumen de
100 pL por poc. y se incub6 la placa 60 min. a 37 °C. Los pocillos se lavaron como antes con
PBS-Tween. Se coloc6 100 uL por poc. del Ac anti-Ac humano conjugado a peroxidasa de
rabano picante (HRP) (Ac conj.; myce para detectar IgG: Jackson Immunoresearch - Peroxidase-
Specific Conjugated Affinity Ghost-Human IgG, Fc, Fragment Pure; myce para detectar IgA:
Abcam - Rb pAb to Hu IgA, HRP; myce para detectar [gM: Abcam - Rb pAb to Hu IgM, HRP),
diluido en PBS-Leche (ver tabla 4) y se incub¢ la placa 60 min. a 37 °C. Los pocillos se lavaron
de nuevo con PBS-Tween de igual manera que antes. Se agrego6 2 gotas por poc. de cromogeno
(myce: Invitrogen - TMB Single Solution; 3,3°,5,5 -tetrametilbencidina), incubando 10 min. a 20
°C. Finalmente se agregaron 2 gotas por poc. con gotero de 0,5 M de H,SO, y se leyo la densidad
optica (D.O.) en espectrofotometro (myce: BioTeK - ELx808) a una longitud de onda 450 nm.

Se evaluaron diferentes cantidades de antigeno, suero y Ac conj. para cada ensayo. Estos
ensayos se realizaron con 3 mezclas de sueros armadas cada una por combinacién de 8 a 10
sueros que tuvieron sefiales representativas del grupo (SIA, SIC y SIN) en anteriores ensayos. En
la tabla 4 se describen las condiciones Optimas encontradas y empleadas para evaluar todo el

panel de sueros.

ELISA Indirecto Ac detectado Cantidad de Dilucion del Dilucion _del
Ag/poc. Suero Ac conj.
IgG 0,5 ug 1/3000
P35 IgA 0,25 ug 1/100 1/500
IgM 1 pg
Antigenos IgG 025 g 1/200 1/3000
P22 IgA ’ 1/25 1/500
IgM 1,5 ug 1/10 1/2000
P30 IgG 0,5 ug 1/50 1/1000
IgA 1ug 1/100 1/250

Tabla 4: Cantidades 6ptimas de antigeno, suero y Ac conj. empleadas para cada ensayo.

Buffer Carbonato: 15 mM de Na,CO; y 35 mM de NaHCOs a pH 9,6.
PBS (Buffer de fosfato salino): 137 mM de NacCl, 2,7 M de KCI, 10 M de Na,HPO4y 1,8
mM de KH,POy,, ajustado a pH 7,4.
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PBS-Tween: PBS con 0,05 % v/v de detergente Tween 20 (myce: Sigma-Aldrich).

PBS-bloqueo: PBS con 5 % m/v de leche en polvo descremada (myce: Sancor, San
Regim).

PBS-Leche: PBS con 1 % m/v de leche en polvo descremada.

1.3.3. Ensayo de avidez

Se midio la avidez de los anticuerpos IgG especificos contra T. gondii en SIAS de avidez
baja, determinada con el kit provisto por Platelia en el Laboratorio de Toxoplasmosis del
Hospital Aleman y en SIC de avidez desconocida. Se ensayd separadamente con los antigenos
P35B y P22c (los que mejores resultados arrojaron en los ELISAs indirectos, ver puntos 1.1.4. y
3.1.5. de Resultados y Discusiones).

La avidez de los Acs contra P22¢ y P35B se compar6 con aquella obtenida con el kit por
2 razones, utilizar sueros sobre los que se tengan certeza que tenian avidez baja y observar si se
podia obtener valores de avidez similares a los obtenidos en laboratorios de diagnoéstico clinico.

Protocolo empleado:

Sensibilizacion: El Ag diluido en buffer carbonato se sembr6 en un volumen de 100 puL
por poc., incubando toda la noche a 4 °C. Se colocdé 0,25 pg/poc. de P22¢ y 0,5 pg/poc. de P35B.
Se lavé tres veces todos los poc. llenandolos completamente de PBS-Tween, dejando la solucion
durante 30 seg. cada vez.

Bloqueo: Se colocd 200 pL por poc. de PBS-bloqueo y se incubd la placa 30 min a 37 °C.
Se lavaron todos los poc. con PBS-Tween de igual manera que antes.

Inmunoensayo: Por cada suero se realizaron sobre la placa diluciones seriadas en PBS-
Leche, colocando un volumen de 100 uL por poc. Para P22¢ se inici6 en 1/100, finalizando en
1/12800; y para la P35B se comenz6 en 1/50, finalizando en 1/6400. Cada suero se sembr6 por
duplicado y se incubd la placa 60 min. a 37 °C. Se lavaron todos los poc. con PBS-Tween de
igual modo que antes. Se agregd 200 uL de PBS a una serie de los duplicados de cada suero y
PBS-Urea a la otra serie, incubando 20 min. a 37 °C. Otra vez, se lavaron todos los poc. con
PBS-Tween de igual manera que la anterior. El Ac conj. diluido en PBS-Leche (se diluyo
1/20000 cuando se trabajo con P22c y 1/17000 cuando se trabajo con P35B) se coloco en un
volumen de 100 pL por poc., incubando la placa 60 min. a 37 °C. Se volvid a lavar con PBS-
Tween todos los poc. de igual manera que antes. Se agregd 2 gotas de cromogeno por poc.,
incubando 10 min. a 20 °C. Se agregd 2 gotas por poc. de 0,5 M de H,SO4 y se leyé D.O. en

espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm.
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Finalmente, se grafico los titulos de las diluciones contra D.O. para cada suero, incubados
con PBS-Urea y con PBS, separadamente. La avidez se calculé como el cociente entre los titulos
de los sueros incubados con y sin urea, a una D.O. igual al 30% de la maxima obtenida para
dicho suero sin urea. Los titulos se obtuvieron interpolando en las graficas. Esta metodologia se
baso en la técnica original de determinacion de avidez de Hedman y col. (Hedman y col., 1989).

PBS-urea: PBS con urea en concentracion final de 6 M.

1.3.4. Dot blot

Se empleod esta técnica para detectar IgG especifica anti-T. gondii sobre membrana de
nitrocelulosa (myce: GE Healthcare, Amersham Hybond-ECL) y confirmar una reaccion
especifica sin emplear un espectrofotometro. Se realizdo con P35A, P35B, lisado del parasito y
TrxA.

Protocolo empleado:

Sensibilizacion: Se sembr6 1 pL del antigeno (con 0,3 mg/mL de proteina o 10 mg/mL de
lisado de T. gondii) sobre la membrana de nitrocelulosa y se dejo secar.

Blogueo: Se sumergi6é completamente la membrana en PBS-bloqueo y luego se incubo en
agitacion (myce del agitador empleado: Rock - 321B) durante 60 min. Se lavo tres veces
sumergiendo la membrana completamente en PBS-Tween durante 1 min. cada vez.

Inmunoensayo: Se sumergié la membrana en suero diluido en PBS-Leche (1/50 para el
Dot Blot simple y 1/100 para el semicuantitativo) y se incubd en agitacion durante 60 min. Se
lavé la membrana tres veces con PBS-Tween igual que antes. Luego, se sumergié la membrana
completamente en Ac conj. diluido en PBS-Leche (1/1000 para el Dot Blot simple y 1/1500 para
el semicuantitativo), incubando en agitacion durante 60 min. Se lavo tres veces de nuevo con
PBS-Tween. Finalmente, se reveld sumergiendo la membrana completamente en el cromdgeno
(3, 3’-diaminobenzidina; myce: Sigma-Aldrich) hasta que aparecieron las manchas, no mas de
20 min. y cortandolo también si la membrana completa comenzaba a tomar color.

1.3.4.1. Dot blot semicuantitativo: Se elaboré una cuantificacion del ensayo Dot blot

para P35A y P35B. Para ello, se realizo la técnica de Dot blot pero, en lugar de sembrar un s6lo

punto por proteina, se sembroé una serie de 5 puntos de 1 uL con las

concentraciones de 0,7; 0,35; 0,14; 0,07; 0,014 y 0,007 mg/mL para cada 4 2 1

Ag. Los 5 puntos se expusieron al mismo suero. Cuando se revelo, se asignd s

un puntaje a los puntos que aparecieron: 4 si fue de mucha intensidad, 2 si gigural 12: Ejer:ll?lo
e os  puntajes

es fue de baja intensidad y 1 si no ofrecié sefial (figura 12). Para cada suero ~ @signados en funcién
de la intensidad de

se multiplicaron los valores de los 5 puntos obteniendo asi un puntaje final. los puntos.
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2. Analisis bioinformatico

2.1. Programas de procesamiento de datos experimentales

Para el andlisis, procesado, grafico y presentacion de datos experimentales se emplearon
los siguientes programas: Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Office Word 2007, Microsoft
Office Power Point 2007, OriginLab 9.0, Paint 6.1, Medcalc 12.3, Corel Graphics Suite 11,
GraphPad Prism 6, ProtParam (Gasteiger y col., 2005; http://web.expasy.org/protparam/) y
Translate (http://web.expasy.org/translate/). También se emplearon otros programas especificos

que se mencionaran a continuacion cuando se detallen sus aplicaciones.

2.1.1. Parametros de evaluacion

La capacidad de los ensayos de diagnostico evaluados en este trabajo depende de un valor
umbral a partir del cual se clasifica un suero como perteneciente a un grupo o a otro.
Considerando que este valor puede definirse por diferentes criterios, para evaluar los ensayos se
utilizé6 un procedimiento independiente de esta linea de corte: construccion de curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic; Metz, 1978) para cada clase de ensayo y comparacion de sus
areas bajo las curvas.

Para construir una curva ROC de un ensayo se requiere definir sensibilidad y
especificidad de la técnica (Metz, 1978). Para lo cual se utilizaron las siguientes definiciones:

Verdaderos positivos: niumero de sueros que la técnica detectdé como positivos cuando
fueron realmente positivos.

Falsos positivos: nimero de sueros que la técnica detectdé como positivos cuando fueron
realmente negativos.

Verdaderos negativos: nimero de sueros que la técnica detecté como negativos cuando
fueron realmente negativos.

Falsos negativos: nimero de sueros que la técnica detectd como negativos cuando fueron
realmente positivos.

En funcion de esto, se definieron sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo

(VPP) y valor predictivo negativo (VPN) segtn:

N °verdaderos positivos

Sensibilidad = — —
N °verdaderos positivos + N ° falsos negativos

100
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N °verdaderosnegativos

.100
N °verdaderosnegativos + N° falsos positivos

Especificidad =

N °verdaderos positivos

VPP = — —.1
N °verdaderos positivos + N° falsos positivos

B N °verdaderos negativos
N °verdaderosnegativos + N° falsos negativos

VPN 100

Para que la técnica pueda ofrecer verdaderos y falsos tanto positivos como negativos se
necesita definir un valor umbral para clasificar como positiva o negativa cada muestra. Por lo
tanto hay tantos valores de sensibilidad y especificidad como valores umbrales puedan definirse.
La curva ROC se construye graficando en ejes cartesianos ortogonales todos los valores de
sensibilidad y especificidad que presentan un grupo de muestras ensayadas con la misma técnica,
a medida que la linea de corte se va moviendo desde 0 hasta el maximo posible. Se grafica
"sensibilidad" en el eje de las ordenadas y "100 - especificidad" en el eje de las abscisas. El area
bajo esta curva indica la probabilidad de acierto de diagndstico de la técnica. Cuando ésta es "1"
la técnica tiene 100 % de eficiencia (100 % de sensibilidad y 100 % de especificidad). Cuando
ésta es "0,5" la técnica ofrece un 50 % de éxito clasificando las muestras, de igual manera que
una clasificacion azarosa (Metz, 1978). Los ensayos se pueden definir segin sus areas bajo las
curvas como: test malo (0,5 - 0,6), test débil (0,6 - 0,7), test aceptable (0,7 - 0,8), test bueno (0,8
—0,9) y test excelente (0,9 - 1) (Tape, 2013).

Las curvas ROC y sus areas fueron construidas empleando el programa Medcalc 12.3. el
cual, ademas, arrojo el valor umbral optimo. A partir de éste, se calculd una unica sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN de cada técnica.

Las areas bajo las curvas ROC se emplearon para comparar los ensayos entre si de este
proyecto. En efecto, practicamente ningiin autor emple6 curvas ROC para evaluar sus ensayos.
Por lo tanto, para comparar sus resultados con los obtenidos en este trabajo, se emplearon los
valores de sensibilidad y especificidad presentados en la tabla 1. Esos valores dependieron del
umbral definido por cada autor, el cual si fuera superior disminuiria la sensibilidad y aumentaria
la especificidad, y al contrario si fuera inferior. Por lo tanto, para comparar los resultados se
observo la sumatoria de la sensibilidad y especificidad de cada ensayo. Este analisis cuantitativo
fue interno y no serd mostrado.

2.1.1.1. Analisis estadistico: Mediante el GraphPad Prism 6 se calcularon los intervalos

de confianza para las D.O. promedio de cada grupo de sueros y para las areas bajo las curvas
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ROC, con una confianza del 90 %. Cuando los intervalos no se superponen, hay significancia
estadistica de que esos parametros (D.O. promedio y areas bajo las curvas) son diferentes con

una confianza del 90 %.

2.1.2. Estudio de secuencias

Para alinear secuencias entre si o con las provenientes de bases de datos del NCBI se
empled el programa Blast (Altschul y col., 1990; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Las secuencias aminoacidicas de P22, P30 y P35 fueron analizadas mediante programas
de busqueda de patrones o dominios caracteristicos:

- Pfam (Punta y col., 2012; http://pfam.sanger.ac.uk/): se buscé dominios similares a los
denominados familias del Pfam en sus 2 bases de datos, Pfam A y Pfam B.

- SMART (Letunic y col., 2012; http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set mode.cgi?
NORMAL=1). Se lo empled en lo que denomina "Modo Normal" (que es para analisis de
proteinas) para encontrar péptidos sefiales, regiones repetitivas internas y regiones desordenadas
intrinsecas.

- FPScan (http://www.bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/PRINTS.htm9l): fue
utilizado sin modificar los patrones de biisqueda definidos por defecto.

- InterProScan (Hunter y col., 2009; http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/): Se buscod
patrones en todas las bases de datos de dominios que ofrece.

- PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/): Se empled sus herramientas para
prediccion de estructura secundaria (PSIPRED v3.0) y prediccion de topologia transmembrana
(MEMSAT3 y MEMSAT-SVM).

Se adoptd como cierto un dominio al ser predicho por varios programas simultaneamente.

2.2. Modelado molecular

2.2.1. Busqueda de patrones

Para la busqueda de estructuras molde con porcentajes de identidad superiores al 25 % se

emplearon los programas online Swiss-Model Workspace-Template Identification
(http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=tools_targetidentification1) y
Standard Protein BLAST (Altschul y col., 1990;

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=blastp&BLAST PROGRAMS=blastp&PA
GE TYPE=BlastSearch& SHOW DEFAULTS=on&LINK LOC=blasthome); para encontrar

estructuras resueltas por Difraccion de Rayos X y NMR, respectivamente. Cuando no se
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encontraron estructuras patréon mediante esos programas, se empled el programa online
PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para encontrar moldes mediante threading,

utilizando sus aplicaciones denominadas pGenThreader y pDomThreader.

2.2.2. Generacion de la estructura
Se empled el programa Modeller9v3 (Eswar y col., 2006) para generar 5 estructuras

tridimensionales resultado, a partir de cada alineamiento diferente de las estructuras patron.
También se empled el servidor online de modelado automatico I-TASSER (Zhang, 2008;
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) para generar cinco modelos mas. En este

ultimo caso nunca se cargaron proteinas patrén ni se definieron restricciones estructurales.

2.2.3. Evaluacion v refinado del modelo

Los modelos se visualizaron mediante el programa VMD (Humphrey y col., 1996) y la
calidad de cada uno se analizé mediante 2 programas online:

ANOLEA (Melo y Feytmans, 1997; http://protein.bio.puc.cl/anolea/): calcula un valor Z
de energia normalizada promedio de toda la estructura. Mientras menor sea el valor, mejor es la
estructura obtenida. Comparando estos valores Z, se puede evaluar diferentes modelos.

Verify3D (Liithy y col., 1992; http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify 3D/): desarrolla un
grafico de energia relativa en funcion de la posicion espacial de cada AA. Mientras mayor sea, es
mejor la posicion de ese AA en la estructura de la proteina. Comparando las graficas de
diferentes modelos, para una misma region se puede observar cual posee mayor energia y cudl es
la mas probable.

De la mejor estructura obtenida se corrigié el alincamiento y estructura mediante el
programa Swiss-PDB Viewer 4.10 (Guex y Peitsch, 1997). Los loops se ajustaron mediante el
programa online LOBO (Tosatto y col., 2002; http://protein.bio.unipd.it/lobo/). También se
empleo el programa UCSF Chimera 1.6.2 (Pettersen y col., 2004) para realizar minimizaciones
de energia de entre 50 y 150 pasos antes y después de ajustar los loops. La estructura final fue
evaluada también analizando su mapa de Ramachandran generado mediante el programa de red

Rampage (Lovell y col., 2002; http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

2.2.3.1. Mapa de Ramachandran: La cadena de carbonos a (Ca) de una proteina posee 3
angulos diedros diferentes por cada AA (excepto el del extremo carboxi-terminal). Los angulos
se miden entre los enlaces quimicos de los atomos de N-Ca, Ca-Cc (atomo de carbono del grupo
carboxilo de la proteina) y Cc-N. Estos 3 enlaces siempre se encuentran en este orden en una
cadena polipeptidica y repetidos tanta cantidad de veces como AAs tiene la cadena (excepto el

Cc-N, que es uno menos). El angulo diedro es el que forman los 2 enlaces no contiguos, tomando
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como eje el enlace intermedio (figura 13). Todos los AAs de
una cadena peptidica tienen 3 angulos diedros. Uno de ellos,
el N-Cc, que es el compartido entre cada par de AAs
diferentes y contiguos tiene un angulo diedro fijo de 180°
para 19 de los 20 AAs (la prolina queda exceptuada). Los
otros dos angulos tampoco pueden adoptar cualquier valor A /

dentro de una proteina, sino que tienen un rango de angulos

. Figura 13: esquema de un angulos diedro
comunes. Cuando el eje del angulo es el enlace N-Ca se donde el eje del angulo es el enlace N-
Ca (el N es la esfera azul) (Burkowski,
denomina y y cuando es el enlace Cc-Ca, ¢.Se pueden 2008).
representar en ejes cartesianos ortogonales, ¢ en el eje de
abscisas yen el eje de ordenadas, resultando para cada AA un punto. Realizando este
procedimiento para todos los AAs de una proteina, se tendrd un mapa de puntos, llamado mapa
de Ramachandran. Se conocen cuales son las zonas mas probables donde deben caer los AAs de
las estructuras de proteinas. Si en un modelo muchos AAs caen fuera de estas zonas probables es

porque hay muchos errores en la conformacion de la estructura y hay que rehacerla

(Ramachandran y col., 1963).

2.2.4. Evaluacion de las regiones expuestas sobre la superficie

Se emple6 el programa Swiss-PDB Viewer 4.10 (Guex y Peitsch, 1997) para predecir las
regiones de las estructuras primarias de las proteinas que se expusieron sobre las superficies en
los modelos tridimensionales predichos. El programa considera que son aquellos AAs que tienen
un area superficial igual o mayor al 30 % expuesta sobre la superficie de la proteina (Guex y
Peitsch, 1997). A este grupo de AAs, se les agregaron aquellos que tenian una superficie
expuesta menor que 30 % y que no pertenecieron a una secuencia lineal de 4 AAs contiguos o
mas en las mismas condiciones. La razon de ello se debié a que Rubinstein y col. encontraron
que segmentos de hasta 3 AAs pueden estar dentro de un segmento de la estructura primaria en
un epitope conformacional y no participar de la interaccion con el Ac (Rubinstein y col., 2008),
por lo que no necesitarian estar expuestos en la superficie. Como el motivo de detectar los AAs
expuestos sobre la superficie fue para poder o no considerarlos pertenecientes a epitopes,

también se incluyeron estos AAs "no superficiales".

2.3. Evaluacion de los programas predictores de epitopes
lineales
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2.3.1. Programas evaluados

Para predecir epitopes lineales a partir de las secuencias de AAs de las proteinas se
emplearon programas gratuitos y de uso desde internet. A menos que se indique lo contrario se
los empled con sus parametros por defecto (que son los 6ptimos recomendados por los autores).
Los programas empleados fueron:

- AAPPred (Davydov y Tonevitsky, 2009; http://www.bioinf.ru/aappred/): Se empleo el
algoritmo SVMI1 del programa.

- ABCpred (Saha y Raghava, 2006; http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/): Se
configurd el programa para que los resultados sean epitopes de 20 AAs de largo.

- BCEpred (Saha y Raghava, 2004; http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/): se
ultilizé el programa de manera que diera resultados consenso del empleo de todas las escalas de
propension al mismo tiempo.

- Bepipred (Jens y col., 2006; http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/).

- Antigenic (Kolaskar y Tongaonkar, 1990; http://bioinfo.bgu.ac.il/cgibin/emboss.pl?

_action=input& app= antigenic).

2.3.2. Proteinas analizadas

Cadigo de Numero de
Proteina Extension
secuencia en epitopes
(*) (AAs)
NCBI experimentales

MPV70 (A) NP 217391 193 2
MSP-1 (A) BAF62280.1 1693 3
Exotoxina A (A) | NP_249839 638 8
GAGI (A) P20873 504 10
Gp160 (A) NP_057856 856 13
Pr55 (B) NP_579876 132 2
Rev (B) NP_057854 116 4
VPI1 (C) ABC87248 781 12
Gliadina (D) A27319 296 3
Proteina N (E) AAP13445 422 6
Proteasa (B) CAB66012 99 2

Tabla 5: cantidad de epitopes experimentales, extensiones y codigos de acceso a
sus secuencias en la NCBI de las proteinas empleadas para evaluar los
predictores. La informacion fue extraida de (*): A: BciPep, B: HIV database; C:
Kaikkonen y col.,1999; D: Osman y col., 2000 o E: He y col., 2004.
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Se seleccionaron once proteinas con un total de 65 epitopes lineales contra Acs, a partir
de datos publicados (He y col., 2004; Kaikkonen y col., 1999; Osman y col., 2000) y las bases de
datos online BciPep (Saha y col., 2005; http://bioinformatics.uams.edu/mirror/bcipep/) y HIV
database (http://www.hiv.lanl.gov/content/index). Todos los epitopes fueron determinados
detalladamente mediante la técnica experimental ELIspot y/o mediante el empleo de multiples
Ac monoclonales, procedimientos con alta eficiencia para encontrar epitopes lineales. Excepto la
MPV70, todos estos antigenos generan una respuesta de Acs en el ser Humano y para todos se
pudo definir con precision las minimas secuencias de AAs responsables del reconocimiento de
Acs. Ademas, ninguna de las proteinas participa en una respuesta autoinmune. En la tabla 5 se
detallan estas proteinas junto con sus niimeros de epitopes experimentales, extensiones y codigos

de acceso a sus secuencias en NCBI.

2.3.3. Seleccion de epitopes de los programas de prediccion

El nimero de epitopes o de regiones antigénicas que los programas arrojan dependen del
puntaje antigénico umbral que el usuario defina. Todos estan configurados con un puntaje
antigénico umbral optimo por defecto, pero con ellos, los resultados con varias proteinas,
mostraban toda la extension de sus secuencias como antigénicas. Por ello, se seleccionaron
individualmente los puntajes antigénicos umbral de cada programa que ofrezcan un nimero de
epitopes por proteina similar al observado experimentalmente, esto es, un epitope cada 60 AAs
de longitud de proteina aproximadamente.

Cada programa ofreci6 determinantes antigénicos de diferentes longitudes, desde uno
hasta treinta AAs. El largo minimo que debe tener una secuencia para ser reconocida por los
anticuerpos es un tema que todavia estd en discusion (Morris, 2008; Davidson y Watts, 1989;
Moutsopoulos y col., 2000). Se conocen epitopes de unos pocos AAs de longitud como también
de hasta 20 o mas. Se tom6 solamente aquellos epitopes predichos que tuvieron como minimo 6
AAs de largo, porque es una longitud minima suficiente para que se una un Ac (Alvarez y col.,
2001), coincidente ademas con el criterio adoptado por varios autores (Kolaskar y Tongaonkar,
1990; Karplus y Schulz, 1985; Emini y col., 1985; Sollner y Mayer, 2006).

Los programas normalmente indican epitopes separados y de extension aceptable, pero
cuando los mismos se superponian se los cont6 a todos como una sola region antigénica.

También se evalud separadamente las secuencias de 6 o mas AAs en las que varios
programas las indicaban como antigénicas. Se las clasifico en dos grupos:

Consenso débil: Secuencias indicadas como altamente antigénicas (epitopes con alto

puntaje antigénico) por 2 programas, o sefialadas como antigénicas pero con bajo puntaje

antigénico por 3 programas.
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Consenso fuerte: Secuencias indicadas como antigénicas por minimamente 3 programas y

al menos uno de ellos las indic6 con alto puntaje antigénico, o secuencias sefialadas como
antigénicas con bajo puntaje antigénico por minimamente 4 programas.

Ademas, se compard los programas y consensos con un método de seleccion de
secuencias potencialmente antigénicas al azar en las proteinas. Para ello se calculd el largo
promedio de los epitopes predichos del mejor programa empleado, AAPPred, y se dividié cada
proteina en segmentos de igual longitud (epitopes al azar), observando cuantos acertaban a los

epitopes reales.

2.3.4. Parametro de comparacion

Para comparar los programas entre si se calculd su VPP, es decir cuantos de los epitopes

predichos son verdaderos epitopes:

N °deepitopes predichos por el programa coincidente con los reales
N° de epitopes totales predichos por el preograma

VPP =

siendo el “N° de epitopes predichos por el programa coincidentes con los reales”, el numero de
epitopes predichos por cada programa o método y coincidentes con 6 AAs minimamente con los
epitopes reales (epitopes hallados experimentalmente), y correspondiendo el “N° de epitopes
totales predichos por el programa” a el nimero de todos los que se consideraron como resultados
de los programas o de los métodos.

Se calculé un VPP por programa y proteina. Luego se promediaron los VPP obtenidos de
todas las proteinas con cada uno de los programas.

2.3.4.1. Andlisis estadistico: Se estimaron intervalos de confianza para los VPP

promedio, para cada programa o método, con nivel de significancia del 90 %. Como el espacio
muestral empleado siempre fue el mismo, para determinar si los VPP eran diferentes o no, se
calcularon los intervalos de confianza para las diferencias de cada par de VPP hallado, teniendo
en cuenta que los datos fueron pareados. El nivel de significancia también fue de 90 %. Cuando
el intervalo de confianza para la diferencia de los VPP del par de programas no incluy6 el valor

0, se considerd que los VPP de esos programas no eran equivalentes.

2.4. Prediccion de epitopes

En funcion de nuestros resultados (ver Anexo A en la secciéon Resultados y Discusiones)
se decidid evaluar los epitopes lineales de los antigenos P22, P30 y P35 con el programa

AAPPred. Se consideraron solo aquellos epitopes de una longitud minima de 6 AAs.
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Se emple6 el programa online Discotope (Jens 'y col, 2012;
http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope/) para predecir epitopes estructurales en los antigenos

P22, P30 y P35. Se utilizé su configuracion por defecto.

Los analisis in silico siempre se trabajaron con las proteinas completas y no
separadamente con las regiones expresadas. Naturalmente, el parasito expone la proteina entera y
el sistema inmune de los individuos genera Acs contra toda la proteina. Nosotros evaluamos los
sueros provenientes de ellos. Si un epitope lineal se encuentra poco expuesto en la superficie de
la proteina, éste nunca generara Acs, pero eso solo lo sabemos analizando los epitopes dentro de

la estructura completa de la proteina.
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1. Evaluaciéon del antigeno P22

1.1. Resultados experimentales

La proteina P22 madura no contiene las secuencias extremo carboxi terminal ni péptido
sefial que se encuentran en el polipéptido traducido primariamente. Particularmente, el extremo
carboxi terminal es escindido en la maduracion postraduccional de P22 antes de anclar la
proteina al GPI (Tomavo y col., 1989). Ocurre un evento similar con la proteina P30; aunque
para este antigeno en algunas cepas, se mantiene el extremo carboxi terminal unido a la
membrana del parasito (Kato y col., 2007). La presencia de este péptido en la estructura del
microorganismo infectante indica que la misma esta disponible en el curso de la infeccion para
ser reconocida por el sistema inmune y en la practica, en esta region de P30, se han encontrado
numerosos epitopes (Kato y col., 2007; Maksimov y col., 2012; Siachoque y col., 2006; Cardona
y col., 2009; Wang y col., 2013). Considerando la hipdtesis de que lo mismo podria suceder en
P22, se evaluaron experimentalmente 2 secuencias, una que esta completa (P22L) y otra que
carece de las regiones péptido sefial y extremo carboxi terminal (P22c). En la figura 14 se
muestra un esquema de las regiones aqui trabajadas sobre una secuencia nucleotidica de

referencia (FJ825705 en el NCBI).

- B22¢ -

5} } i 137
0 81 519 564

Figura 14: Esquema de las regiones de P22 obtenidas sobre una escala de pb referente a la secuencia de nimero
de acceso FJ825705en el NCBI.

1.1.1. Obtencién de las secuencias de ADN

Se realiz6 la purificacion de ADN gendmico total de T. gondii, confirmando su éxito por
la obtencion de una unica banda de intensidad fuerte en la electroforesis en gel de agarosa.

Los genes de P22c y P22L se obtuvieron amplificando por PCR a partir del ADN
genomico del parasito. Estos se corrieron en electroforesis de geles de agarosa confirmando su
presencia con la aparicion de bandas del tamafio correspondiente a las de los genes (tabla 6). Por

ejemplo, la figura 15 muestra la amplificacion de P22c (calle derecha, flecha roja) que al
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compararla con el MPM (calle Extension | Extension
o . N Antigeno b
izquierda) se corrobord el tamaiio enp en AAs

. . P22c 438 146
correcto. Si bien hubo

P22L 561 186
amplificaciones  inespecificas, por Tabla 6: Extension en pb y AAs de los
Ags de P22 obtenidos

sus concentraciones y tamafios se
eliminaron facilmente en el paso de
purificaciéon de ADN a partir del gel.

El gen de P22 sobre el que se trabajo en la cepa de T. gondii utilizada,

Figura 15: Gel de
agarosa donde se
observo la PCR de

coincidio 100 % con la secuencia de nimero de acceso FJ825705 en el NCBI,

. . P22¢ (calle
"ARNm del antigeno de superficie P22 (SAG2) de Toxoplasma gondii, cepa derecha) y un
MPM (calle

RH, secuencia codificante completa". La secuencia P22c es similar’ a la izquierda).

expresada por Li, Parmley y Hiszczyjska-Sawicka (Li y col., 2000a; Parmley y
col., 1992, Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005). La secuencia de P22L es similar a la expresada

por Lau y Fong (Lau y Fong, 2008).

1.1.2. Clonado e induccién de proteinas

Ambas secuencias nucleotidicas amplificadas por PCR se introdujeron mediante ligacion
enzimatica en el vector de clonado T Easy Vector y luego las construcciones fueron introducidas
en la cepa E. coli DH5a mediante transformacion. La figura 16 presenta, a modo de ejemplo, el
resultado de una electroforesis en gel de agarosa con muestras del vector T Easy Vector con el
gen de P22c¢ insertado.

Las secuencias fueron cortadas del vector de clonado mediante enzimas de restriccion y
ligadas al vector de expresion pET-32a; plasmido diferente a los usados anteriormente por otros
autores para expresar P22, quienes a su vez usaron diferentes vectores entre si (Li y col., 2000a;
Parmley y col., 1992; Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005; Lau y Fong, 2008; Béla y col., 2008;
Prince y col., 1990).

Luego se introdujeron las construcciones en E. coli
BL21 DE3. Finalmente, se indujeron las proteinas P22c y
P22L utilizando 0,1 mM de IPTG durante toda la noche a
20 °C.

Figura 16: varias construcciones de vector
T Easy Vector con el inserto P22¢ en un
gel de agarosa.

Las secuencias nucleotidicas finales introducidas

en el vector de expresion se muestran a continuacion:

> De aqui en adelante, cuando se enuncie que una secuencia es similar a una empleada por otro autor, se referira a
que las posiciones donde comienzan y finalizan las secuencias difieren en no mas de 10 pb. Se supuso que el
polimorfismo entre las secuencias no es muy elevado. Este ultimo punto no se estudiard con detalles en este trabajo
porque escapa a los objetivos de la tesis.
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———————— tc caccaccgag acgccagege ccattgagtg cactgecgge gecaacgaaga ctgttgatge accctecagt
ggttcegttg  tcttccaatg tggggataaa ctaaccatca gtcccagtgg cgaaggtgat gtcttttatg gcaaggaatg
cacagactcg aggaagttga cgactgtcct tccaggtgeg gtcttgacag ctaaggtcca gcageccgeg aaaggtectg
ctacctacac actgtcttac gacggtactc ccgagaaacc tcaggttctc tgttacaagt gcgttgccga agcaggtgcet
cccgetggtc gaaataatga tggttctage gctccgacge ctaaagactg caaactcatt gttcgegttc cgggtgecga
tggccgtgte acatctgggt ttgaccctgt gtctctcacg ggcaag----

P22L.:

atgagtttct caaagaccac gagcctagcg tcgctagege tcacgggcett gtttgttgtg ttcaagttcg ctcttgegte
caccaccgag acgccagcge ccattgagtg cactgeccgge gcaacgaaga ctgttgatge accctccagt ggtteegttg
tcttccaatg tggggataaa ctaaccatca gtcccagtgg cgaaggtgat gtettttatg gcaaggaatg cacagactcg
aggaagttga cgactgtcct tccaggtgeg gtcttgacag ctaaggtcca gcagceccgeg aaaggtcctg ctacctacac
actgtcttac gacggtactc ccgagaaacc tcaggttctc tgttacaagt gcgttgecga agcaggtget ccegetggte
gaaataatga tggttctagc gctccgacge ctaaagactg caaactcatt gttcgegttc cgggtgccga tggecgtgte
acatctgggt ttgaccctgt gtctctcacg ggecaag gttcttgeteccegg tectecgeaggt ttgttgatca cgtttgtgta a---------

P22¢ tuvo una extension polipepetidica de 335 AAs y una masa molar de 35,26 KDa,
incluyendo las secuencias extras que se incorporaron por el sistema de clonado. En la figura 17
se observa un PAGE de proteinas obtenidas de células bacterianas que indujeron P22¢ (A) y un
control negativo de proteinas de células que no la indujeron (B). La flecha roja sefiala la posicion
del Ag. Al observar el MPM se corrobord que el tamafio de la proteina correspondi6 al teorico.
P22L tuvo una extension polipeptidica de 351 AAs y una masa molar tedrica de 36,68 KDa,
cuando se consideran también las secuencias poli-peptidicas anexas del vector. En la figura 157

se muestran las proteinas de células que indujeron estos Ags, donde

se observa como P22L corri6 mas retrasada que P22c, )
correspondiente a su mayor tamatio. A

Las secuencias aminoacidicas que se expresaron se muestran o § -
a continuacion. En color verde se detalla la secuencia ”ﬂ'? 31
correspondiente a la TrxA, en rojo la secuencia del Ag de interés y
en amarillo la secuencia de poli-histidina. Se observa que en P22c, 205
la secuencia polipeptidica que se expresé adjunta con el Ag fue de

., .. Figura 17: PAGE donde se
mayor extension que para P22L. En ambos casos hubo una unica observo bacterias que indujeron

. e . . . B exitosamente P22c (A) y otras
secuencia de poli-histidina, ubicada en medio de las 2 proteinas bacterias que no la indujeron,
control negativo (B). En la

(TI‘XA y Ag)- ultima calle se corrio un MPM.
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P22c:

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMI
APILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFK
NGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHM SSG
LVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIGSST
TETPAPIECTAGATKTVDAPSSGSVVFQCGDKLTISPSGEGDVF
YGKECTDSRKLTTVLPGAVLTAKVQQPAKGPATYTLSYDGTP
EKPQVLCYKCVAEAGAPAGRNNDGSSAPTPKDCKLIVRVPGA
DGRVTSGFDPVSLTGKEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSGC

P22L:

MSDKIITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMI
APILDETADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFK
NGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHM SSG
LVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIGSMS
FSKTTSLASLALTGLFVVFKFALASTTETPAPIECTAGATKTVD
APSSGSVVFQCGDKLTISPSGEGDVFYGKECTDSRKLTTVLPG
AVLTAKVQQPAKGPATYTLSYDGTPEKPQVLCYKCVAEAGAP
AGRNNDGSSAPTPKDCKLIVRVPGADGRVTSGFDPVSLTGKVL
APGLAGLLITFV

Se realiz6 un PAGE del precipitado y del sobrenadante de las bacterias lisadas que
indujeron las proteinas para observar en que fraccion se encontraban los Ags. Se observd que
P22c¢ es muy soluble permaneciendo mayoritariamente en la fraccion del sobrenadante, mientras
que P22L se encontré principalmente en el precipitado. Durante el proceso de solubilizacion de
proteinas del pellet, se observaron los cuerpos de inclusion que form6 P22L. Estos resultados
concuerdan con los descriptos por Parmley y col., quienes afirmaron que el péptido sefial y la
region carboxi terminal son secuencias hidrofobicas y vuelven a la proteina insoluble (Parmley y
col., 1992). En dicho trabajo, si bien no se presentaron experimentos confirmatorios, se propuso
que retirando solo el péptido sefial de la proteina, ésta no se plegaba correctamente volviéndose
insoluble y poco inmunogénica. Por ello, también sacaron la region carboxi terminal afirmando
que en esa situacion, la proteina se plegaba correctamente, ya que la region determinante de la
insolubilidad seria dicho extremo. Esto contradice lo informado por Prince y Béla, que trabajaron
con secuencias que incluian la region carboxi terminal, pero no reportaron problemas de

insolubilizacion de la proteina (Béla y col., 2008; Prince y col., 1990). En nuestro trabajo se

75



Costa, Juan Gabriel -2014 -

postuld que la diferencia de solubilidades por la inclusion del extremo carboxi termial ocurrid
por el empleo de proteinas de fusion, pero la informacion vuelve a ser contradictoria. Los
vectores empleados por Parmley, Prince y Béla, fueron pGEX-2T, Agtll y pET28a,
respectivamente (Parmley y col., 1992; Prince y col., 1990; Béla y col., 2008). De los tres
plasmidos el unico que incorpora una proteina de fusion reconocida por ayudar a la
solubilizacion de proteinas es pGEX-2T, incorporando glutation S-transferasa. El vector Agtll,
fusiona fracciones de [3-galactosidasa, pero si bien esta proteina es comun en ingenieria genética,
no se han dado referencias de su utilidad para solubilizar proteinas, deduciéndose pues que no
debid influir significativamente en la solubilidad de P22 (Terpe, 2006; Serensen y Mortensen,
2005). El plasmido pET28a en cambio, no incorpora ninguna proteina de fusion. Por otro lado,
Lau y Fong no informaron complicaciones empleando la proteina completa con ambas regiones
hidrofoficas, aunque ellos emplearon la levadura Pichia. Pastoris para la expresion del Ag,
obteniendo la ventaja de que la proteina reciba glicosilaciones en la maduracion postraduccional,
como ocurre en T. gondii pero no en E. coli (Lau y Fong, 2008).

Si bien en el presente trabajo no se pudo corroborar que las regiones péptido sefial o
carboxi terminal en forma independiente vuelvan insoluble a P22, si pudimos comprobar que la
combinacion de ambas secuencias hidrofobicas desencadenan la precipitacion de P22 y
formacion de cuerpos de inclusion. Si se retiran estas 2 secuencias, 41 AAs en total (21,93 % de
la secuencia de P22L y 11,68 % de toda la secuencia de P22 expresada en nuestro trabajo,
incluyendo las secuencias que se le adjuntaron por el vector pET-32a), la proteina se vuelve

soluble.

1.1.3. Purificacion de los antigenos

Cada Ag debio purificarse mediante protocolos diferentes. P22¢ se expresé muy soluble,
por lo que con el protocolo basal fue suficiente. En cambio, P22L precipité formando cuerpos de
inclusion, por lo que debid emplearse un protocolo diferente.

En la figura 18 se observa el resultado de un PAGE donde se corri6 el producto de una
purificacion con P22c¢ mediante el protocolo basal. La flecha roja sefiala la posicion del Ag de
interés. Se observd que todas las fracciones tuvieron una alta relacion de concentraciones
Ag/impurezas, excepto las fracciones 50-2°, 50-3 y 50-4. Todas las fracciones 100 y la 250-1 se
re-purificaron para alcanzar la eficiencia deseada y detallada en el punto 1.2.3.2. de Materiales y

Métodos.

® El primer numero indica la concentracién en mM de imidazol de esa fraccién y el segundo niimero el orden de
elucion.

76



Costa, Juan Gabriel -2014 -

En la figura 19
se observan los
resultados de  dos
PAGE de las eluciones

resultantes de una

purificacion de P22L

mediante el protocolo

alternativo (ver punto

1.2.3.3. en Materiales y

. Figura 18: PAGE donde se observaron muestras resultado de la purificacion de P22c. La
MetOdOS)' Las flechas flecha roja sefiala el Ag de interés Entre las fracciones 100-4 y 250-1 se corrié un MPM.

roja sefialan la posicion

del Ag de interés. La

proteina se liber6 en las eluciones de 50 y 100 mM de imidazol. Todas las fracciones se
utilizaron tal como se obtuvieron, excepto 100-1 que se re-purificé en idénticas condiciones. En
el PAGE de la muestra "S" (sobrenadante que se obtiene luego de la primera centrifugacion para
eliminar restos celulares sonicados y cuerpos de inclusion), se aprecid que cierta cantidad de
P22L se mantuvo soluble. Esta muestra también se purifico empleando el mismo protocolo que
el utilizado cuando se obtienen cuerpos de inclusion, para que en todas las etapas la proteina se

mantuviera soluble.

250-2
250-3
500-1
a i > -

Figura 19: 2 PAGE donde se observan las eluciones resultados de la purificacion de P22L. Las flechas rojas sefialan la
posicion del Ag de interés. Donde "Pos." fue un control positivo del Ag y posicion a la que corre, un lisado de células que
indujeron exitosamente P22L; "FT": fue la solucion que tuvo la proteina de interés, pero luego de ser pasado por la
columna de purificacion (no debiera tener nada del Ag de interés); y "S": fue el sobrenadante que se obtuvo luego de
centrifugar al principio, eliminando restos celulares sonicados y cuerpos de inclusion.

77



Costa, Juan Gabriel -2014 -

En la figura 20 s
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muestras que  del
PAGE de la figura
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cuantificar as
Figura 20: PAGE con eluciones resultado de la purificacion de P22L al lado de una curva de
muestras. Se albumina. Los valores de la curva son en mg/mL.

determind que sus
concentraciones fueron: 0,2 mg/mL de 50-1; 0,08 mg/ mL de 50-2; 0,15 mg/mL de 50-3; 0,08
mg/mL de 50-4; 0,06 mg/mL de 100-1; 0,5 mg/mL de 100-2 y 0,15 mg/mL de 100-3.

1.1.4. Evaluacion de las diferentes secuencias de P22 mediante ELISAs

1.1.4.1. ELISA para deteccion de IeG

Se realizaron ELISAs indirectos para deteccion de anticuerpos IgG especificos contra T.
gondii empleando como antigenos P22¢c y P22L. Se ensayaron 56 SIA, 61 SIC y 61 SIN. Las
D.O. promedios, los intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza y los diagramas de
dispersion se muestran en las figuras 21 y 22, para P22¢ y P22L, respectivamente. Analizando
solo las D.O., se observo que P22c¢ permitia una mejor discriminacion entre los grupos de sueros
porque los mismos tuvieron D.O. promedios diferentes, con significancia estadistica.
Extrafiamente, con P22L la D.O. promedio de los SIN fue mayor que la de los SIC; aunque
cuando se observd los intervalos de confianza (IC) de los 3 grupos no se pudo asegurar
estadisticamente que tuvieron diferentes D.O. medias. Lau y Fong fueron los unicos que
probaron una secuencia similar a P22L y obtuvieron también una mala discriminacion entre SIA
y SIC, inclusive obtuvieron mayores sefiales con el grupo de SIC que con el grupo de SIA,
aunque si tuvieron una buena discriminaciéon entre SIP y SIN (Lau y Fong, 2008),
contrariamente a lo obtenido en el presente trabajo. Comparando los Ags entre si, P22L tuvo
sefnales mayores que P22¢ con SIN y SIC, a la inversa que con el grupo de SIA, a pesar que las
condiciones de los ensayo fueron las mismas para ambos Ags. Estos datos indican mayor

inespecificidad empleando P22L.
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P22c-1gG
4
3.5
3 0,71 1,14 1,92
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Figura 21: Se muestran D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto, detectando IgG
especifica y empleando el antigeno P22c. Arriba de cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los
intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza; correspondiendo a los grupos SIN, SIC y SIA las
barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

P22L- 1gG
3.5
3 1,54 1,51 1,60
1,40-1,68 1,38-1,64 1,36-1,74
2.5
2
o
a
1.5
1
0.5
U -
mSIN mSIC mSIA Sueros

Figura 22: Se muestran D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto, detectando IgG
especifica y empleando el antigeno P22L. Arriba de cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los
intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza; correspondiendo a los grupos SIN, SIC y SIA las
barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

Mediante desarrollo de curvas ROC, se evalud la capacidad para discriminar "SIA de

"SIP de SIN". La tabla 7 muestra diferentes parametros de comparacion para cada clase
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de discriminacion. El area bajo las curvas Proteinas
) ELISA para IgG
ROC (en letras rojas) fue el valor P22c P22L
empleado principalmente para comparar Valor umbral 1,30 1,80
| Cpore. i w SIA Sensibilidad 73,8 44,3
0s ensayos entre si. ¢, siempre tuvo e Especificidad 80.3 721
mayor valor que P22L. Ademas, se sIC VPP 78,9 61,3
puede asegurar con un 90 % de confianza _ VPN. 80,3 72,0
Area bajo 0,778 0,545
que las areas bajo las curvas ROC entre la curva 0,701-0,85 | 0,459-0,631
los 2 Ags fueron diferentes (los IC entre Valor umbral 1,30 1,80
. Sensibilidad 73,8 443
los Ags nunca se superpusieron). P22L Csr:sra Especificidad 86.9 66.9
ofrecié discriminaciones similares al SIN VPP 73,8 40,3
azar, sus IC abarcaron el valor 0,5, con _ VPN. 86,9 704
o _ ) Area bajo 0,82 0,502
sensibilidades inferiores a 50 %. P22c¢ la curva 0,769-0,871 | 0,427-0,578
generd mayor area media diferenciando Valor umbral 1,23 -
"SIP de SIN" “SIA de SIC” Sensibilidad 72,7 -

N que N » Y su (:S()Irf"tfa Especificidad 80,3 -
especificidad y VPN llegaron hasta 86,9 sIC VPP 57,1 -

%. Segin las valoraciones de Tape, _ VPN 89,1 -
S Area bajo 0,757
empleando P22c¢ la discriminacion "SIA la curva 0,644-0,870 )

" " " Tabla 7: Parametros de discriminacion entre los diferentes
de SIC" fue aceptable y "SIP de SIN grupos mediante ELISA indirecto contra IgG especifica.
fue buena; y empleando P22L el test Todos los valores son %, excepto las areas bajo las curvas y

’ los valores umbrales. En las areas bajo las curvas se indica
siempre fue malo (Tape, 2013). primero el valor medio y abajo el IC del mismo con una

) confianza del 90 %.
En funcion de los resultados de

las dos primeras discriminaciones, se
evaluo la diferenciacion entre los grupos "SIAS contra SIC" (tabla 7) para P22c. Se recuerda que
con el grupo SIAS se tuvo mayor seguridad de correspondencia a una infeccion reciente (ver
punto 1.3.1.4. en Materiales y Métodos). Cuando se compararon los areas bajo las curvas ROC
de las diferenciaciones "SIA contra SIC" y "SIAS contra SIC", la primera fue mayor que la
segunda, por lo que no se pudo afirmar que este ensayo permita mejor diagnostico trabajando
con sueros de fase aguda "mas confiables".

Las figuras 23 y 25 muestran algunas curvas ROC obtenidas para P22c, y las figuras 24 y
26 para P22L, diferenciando "SIA de SIC" y "SIP de SIN", respectivamente. En dichas figuras
puede apreciarse facilmente la superioridad en capacidad de discriminacion de P22c¢ frente a
P22L. En efecto, cuando la curva pasa por la diagonal del cuadrado, es porque el area bajo la

curva es proxima a 0,5 y por ende su capacidad para diferenciar es azarosa, situacion de P22L.
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Figura 23: Curva ROC de la discriminacion Figura 24: Curva ROC de la discriminacion entre
entre "SIA y SIC" en ELISA indirecto "SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgG y
detectando IgG y empleando P22c. empleando P22L.
100 100 [
80 | 80 |
60 |- 60 |-
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SIP contra SIN - SIP contra SIN
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Figura 25: Curva ROC de la discriminacion Figura 26: Curva ROC de la discriminacién entre
entre "SIP y SIN" en ELISA indirecto "SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando I1gG
detectando IgG y empleando P22c. y empleando P22L.

Se analizaron resultados de otros autores que detectaron anticuerpos especificos IgG con
secuencias similares a P22¢c mediante ELISA indirecto o Western blot. Li y Parmley obtuvieron
mejores resultados diferenciando SIA de SIC; alcanzando el primero sensibilidad y especificidad
de 80 y 100 %, respectivamente (Li y col., 2000a); y el segundo 93,6 y 96,8 %, respectivamente
(Parmley y col., 1992) (tabla 1). No obstante, en los trabajos mencionados los tamafios
muestrales fueron inferiores a los que aqui utilizamos, hasta 10 SIA y 10 SIC en el trabajo de Li
y col. (Li y col., 2000a; Parmley y col., 1992). Por otro lado, Hiszczyjska-Sawicka y col.
obtuvieron resultados en los que no lograron diferenciar entre SIA y SIC, obteniendo 93,9 y 4,5
% de sensibilidad y especificidad respectivamente (Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005) (tabla 1).
Similarmente, Lau y Fong obtuvieron 12,5 y 100 %, respectivamente, pero ensayando una

secuencia similar a P22L (Lau y Fong, 2008).
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Prince y Béla ensayaron 2 secuencias diferentes de P22 cada uno, detectando IgG
mediante Western blot o ELISA indirecto respectivamente, pero abarcando regiones distintas a
las del presente trabajo. Las discriminaciones que obtuvieron fueron inferiores a las aqui
informadas, cuando se observan las sensibilidades y especificidades alcanzadas (ver tabla 1). No
obstante, hay que resaltar que Prince y col. también emplearon bajo nimero de muestras, 7 SIA y
5 SIC. Ademas, ninguno logré cambios significativos cuando modificaron las extensiones de las
secuencias. Pero a diferencia del presente trabajo, ellos no reportaron técnicas diferenciales para
la obtencion de Ags solubles. Béla y col. inclusive detectaron separadamente anticuerpos IgG
totales e IgG1, pero tampoco obtuvieron cambios significativos en las discriminaciones (Prince y

col., 1990; Béla y col., 2008).

1.1.4.2. ELISA para deteccidon de IgA

Dada la utilidad de los anticuerpos IgA especificos para discriminar infecciones agudas
de crénicas segin se menciond previamente, los antigenos P22¢ y P22L se evaluaron por ELISA
indirecto para deteccion de este isotipo especifico de inmunoglobulina contra T. gondii. Se
ensayaron 61 SIA, 54 SIC y 69 SIN. Las D.O. promedio, los intervalos de las D.O. promedio,
evaluados con 90 % de confianza, y los diagramas de dispersion se muestran en las figuras 27 y
28, para P22c y P22L, respectivamente. Observando los IC de las D.O. se aprecio que las sefiales
de los 3 grupos empleando P22L son similares y, ademads, estadisticamente no se pudo demostrar
que fueran diferentes. A su vez, las D.O. medias de estos grupos dieron en un orden creciente
inverso a lo esperado (D.O.: SIN > SIC > SIA). No obstante, P22¢ presentd una diferencia de
sefial media entre SIA y SIC con significancia estadistica, pero no se pudo afirmar lo mismo
entre SIC y SIN. Igualmente, se pudo asegurar con 90 % de confianza que las D.O. de todos los
grupos empleando P22L fueron mayores que empleando P22c, lo cual confirma reacciones
inespecificas cuando se utiliza P22L.

Por medio de las curvas ROC, se evalud la capacidad para discriminar "SIA de SIC" y
"SIP de SIN". La tabla 8 muestra los pardmetros de comparacion para cada clase de
discriminacién. Otra vez, se pudo afirmar con significancia estadistica que P22¢ siempre tuvo
valores promedio de areas bajo las curvas ROC diferentes y superiores que la proteina completa.
P22L volvié a ofrecer discriminaciones similares al azar, sus IC para las areas bajo las curvas
ROC abarcaron el valor 0,5, y sus valores de VPP y VPN en "SIA de SIC" fueron cercanos a
50%.

Considerando que s6lo P22¢ demostré diferenciar entre los grupos estudiados, se calculo
s6lo con este Ag la capacidad de discriminacion "SIAS contra SIC" (tabla 8). No obstante, no se

obtuvieron mejores discriminaciones. Al emplear sueros de los cuales se tuvo mayor seguridad
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de que pertenecian a pacientes con infeccion aguda, el ensayo tuvo menor valor del area media

bajo la curva ROC.

P22c - IgA
L5

1,27 1,40 2,23

3.5
1,15-1,40 1,25-1,55 2,03-2,43

2.5

D.O.

1.5

ESIN mS5IC mSIA

.5 i

Sueros

Figura 27: Se muestran D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto, detectando IgA
especifica y empleando el antigeno P22c. Arriba de cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los
intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza; correspondiendo a los grupos SIN, SIC y SIA las
barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

P22L- IgA

2,63 2,62 2,59
2,49-2,77 2,45-2,79 2,44-2,75

0.5
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Figura 28: Se muestran D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto, detectando IgA
especifica y empleando el antigeno P22L. Arriba de cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los
intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza; correspondiendo a los grupos SIN, SIC y SIA las
barras color azul, rojo y verde, respectivamente.
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Desafortunadamente, los IC para
todas las discriminaciones empleando el
antigeno P22¢ se superpusieron, por lo
que no se pudo asegurar que sean
diferentes. Sin embargo, los IC de los
ensayos "SIA contra SIC" y "SIP contra
SIN" no incluyeron el valor 0,5 por lo
que se pudo afirmar con una confianza
del 90 % que fueron superiores a una
diferenciacion al azar.

En este trabajo se obtuvieron
67,21 y 81,82 % de sensibilidad y
especificidad, respectivamente,

P22¢ discriminando "SIA de SIC"; que

con

corresponde a un area bajo la curva
ROC que define al test como aceptable

segun Tape (Tape, 2013).

2014 -

ELISA LA Proteinas
paralg P22¢ P22L
Valor umbral 1,77 2,71
Sensibilidad 67,21 62,3
SIA popecificidad | 81,82 473
contra
sIC VPP 80,37 56,7
VPN 69,21 53,1
Area bajo 0,751 0,528
la curva 0,675-0,827 | 0,439-0,617
Valor umbral 1,56 1,84
Sensibilidad 543 81,9
SIP Especificidad 84,1 8,7
contra
SIN VPP 85,1 60,1
VPN 52,1 22,2
Area bajo 0,688 0,502
la curva 0,624-0,753 | 0,430-0,574
Valor umbral 1,04 -
Sensibilidad 50 -
SIAS Especificidad 87,3 -
contra
VPN 80 -
Area bajo 0,648 )
la curva 0,525-0,771

En las figuras 29 y 31 se
muestran curvas ROC utilizando P22c,
y en las figuras 30 y 32 empleando
P22L; diferenciando "SIA de SIC" y

"SIP  de SIN", respectivamente.

Nuevamente, es posible apreciar facilmente que P22L

grupos.
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Tabla 8: Parametros de la discriminacion entre los diferentes
grupos mediante el ELISA indirecto contra IgA especifica.
Todos los valores son %, excepto las areas bajo las curvas y
los valores umbrales. En las areas bajo las curvas se indica
primero el valor medio y abajo el IC del mismo con una
confianza del 90 %.

no permitio diferenciacion entre los
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Figura 29: Curva ROC de la discriminacion entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgA
y empleando P22c.

Figura 30: Curva ROC de la discriminacion entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgA
y empleando P22L.
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Figura 31: Curva ROC de la discriminacion Figura 32: Curva ROC de la discriminacion
entre "SIP y SIN" en ELISA indirecto entre "SIP y SIN" en ELISA indirecto
detectando IgA y empleando P22c. detectando IgA y empleando P22L.

Parmley y col. ensayaron con una secuencia similar a P22c¢ la deteccion de IgA para
diferenciar entre las fases de la infeccion mediante ELISA indirecto y Western blot, pero no
obtuvieron buenos resultados (Parmley y col., 1992). Fueron los unicos autores que probaron
este isotipo contra P22 para detectar la fase aguda de toxoplasmosis y obtuvieron 15,4 y 100 %,

de sensibilidad y especificidad respectivamente mediante ELISA (Parmley y col., 1992).

1.1.4.3. ELISA para deteccioén de IeM

Finalmente, se realizaron ELISAs indirectos para deteccion de anticuerpos isotipo IgM

especificos contra T. gondii empleando como antigenos P22¢ y P22L. Se ensayaron 44 SIA, 44
SIC y 60 SIN. Las D.O. promedios, los intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza
y los diagramas de dispersion se muestran en las figuras 33 y 34, para P22c y P22L,
respectivamente. En P22¢, la D.O. media del grupo SIN fue mayor que la del grupo SIC. Con
P22L el orden de las D.O. promedios otra vez result6 al revés de lo esperado. Ademas sus D.O.
medias fueron mayores que con la P22c, con significancia estadistica. Finalmente, al observar
los IC, no se pudo asegurar que las D.O. de los 3 grupos fueran diferentes para cada Ag.
Mediante la construccion de curvas ROC, se evalud la capacidad de las proteinas para
discriminar entre "SIA de SIC" y "SIP de SIN". La tabla 9 muestra los parametros de
comparacion obtenidos para cada clase de discriminacion. Los IC de las areas bajo las curvas
ROC para las 4 clases de ensayos se superpusieron, por lo que no se pudo afirmar que fueron
diferentes. Observando Unicamente el valor medio, el que mayor area obtuvo fue P22c en la
diferenciacion "SIA contra SIC". Ademas, fue la inica discriminacidén cuyos valores predictivos

(VPP y VPN) dieron iguales o superiores al 60 %.
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Figura 33: Se muestran D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto, detectando IgM
especifica y empleando el antigeno P22c. Arriba de cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los
intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza; correspondiendo a los grupos SIN, SIC y SIA las
barras color azul, rojo y verde, respectivamente.
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Figura 34: Se muestran D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto detectando IgM
especifica, empleando el antigeno P22L. Arriba de cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los
intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza; correspondiendo a los grupos SIN, SIC y SIA las
barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

Los tnicos que evaluaron P22 contra IgM para diferenciar la fase aguda de la fase cronica

fueron Lau y Parmley, quienes probaron secuencias similares a P22L y P22c, respectivamente.
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Los resultados de Lau y Fong se

corresponden con los obtenidos en este
trabajo (Lau y Fong, 2008). Parmley y

col. desarrollaron ensayos ELISA

indirecto y western blot. Los primeros
mostraron  similitudes los

con aqui

obtenidos, 46,2 y 100 % de sensibilidad y

especificidad respectivamente, mientras

que los western blots evidenciaron
mejores valores, 60 y 100 % de
sensibilidad y especificidad,
respectivamente. No  obstante, esta

diferencia podria deberse a la distinta
cantidad de sueros analizados en cada
situacion, mas que a las técnicas en si.
Efectivamente, se ensayaron 5 SIA y 5
SIC por western blot; y 13 SIA y 13 SIC
por ELISA (Parmley y col., 1992).

-2014 -

Proteinas
ELISA para IgM
para g P22c P22L
Valor umbral 0,55 1,47
SIA Sensibilidad 81,8 52,3
Especificidad 42,9 61,4
contra
sIC VPP 60,0 57,5
VPN 69,2 56,3
Area bajo 0,597 0,512
la curva 0,495-0,699 | 0,409-0,615
Valor umbral 0,70 1,58
SIp Sensibilidad 53,5 59,1
Especificidad 55,0 55
contra
SIN VPP 63,0 65,8
VPN 452 47,8
Area bajo 0,521 0,554
la curva 0,441-0,602 | 0,476-0,633

Tabla 9: Parametros de la discriminacion entre los
diferentes grupos mediante el ELISA indirecto contra IgM
especifica. Todos los valores son %, excepto las areas bajo
las curvas y los valores umbrales. En las areas bajo las
curvas se indica primero el valor medio y abajo el IC del
mismo con una confianza del 90 %.

Las curvas ROC se muestran en las figuras 35 y 37 para P22c y en las figuras 36 y 38

para P22L, para discriminar entre "SIA de SIC" y "SIP de SIN", respectivamente. Al igual que

en el caso anterior, es posible observar que la deteccion de IgM con P22 mediante ELISA

indirecto es similar al azar.
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Figura 35: Curva ROC de la discriminacion entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgM y

empleando P22c.

Figura 36: Curva ROC de la discriminacién entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgM y
empleando P22L.
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Figura 37: Curva ROC de la discriminacion entre Figura 38: Curva ROC de la discriminacion entre
"SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando IgM y "SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando IgM y
empleando P22c. empleando P22L.

1.1.4.4. ELISA de avidez

Se evaluo el desempeiio de P22c¢ para discriminar entre anticuerpos especificos de alta y
baja avidez. Para ello, se observo la correlacion entre 5 sueros clasificados como de baja avidez
para IgG (SIAS) por el Laboratorio de Toxoplasmosis del Hospital Alemén, con la avidez de
anticuerpos IgG especificos contra P22c (el mas promisorio de los Ags de P22), medida
mediante el procedimiento descripto en el punto 1.3.3. de Materiales y Métodos. Ademas, se
ensayaron 10 SIC al azar cuyos datos de avidez no eran conocidos pero, por la clasificacion de
los pacientes, se supuso que eran de alta avidez.

La avidez se computd como el cociente entre las diluciones de cada clase de incubacion
que presentaron una misma D.O., igual al 30 % de la D.O. maxima de dicho suero sin urea (ver
punto 1.3.3. en Materiales y Métodos).

El procedimiento consiste en comparar el grado de disociacion de anticuerpos especificos
en presencia y ausencia de urea, un agente caotropico que favorece la disociacion del complejo
Ag-Ac. Un Ac de alta avidez presentara menor disociacion frente a la urea que un Ac de baja
avidez. En las figuras 39 y 40 se muestran las curvas tipicas obtenidas para un SIAS y un SIC,
respectivamente. Ante la presencia de urea, para obtener la misma D.O. que presenta el complejo
Ag-Ac sin urea, se requiere de mayor concentracion de los Acs, es decir, menor dilucion del
suero o menor titulo del mismo suero (figura 39). A mayor avidez, menor es el efecto disociante
de la urea. Por eso con los SIC, cuyos Acs tienen alta avidez, las curvas entre el suero con y sin
urea fueron mas parecidas que con los SIAS (figura 40).

En la figura 41 se muestra un diagrama de dispersion, la avidez promedio y los intervalos
de avidez promedio con una confianza del 90 %, para cada grupo de sueros. Como los IC no se
superpusieron, se pudo asegurar que la avidez promedio de cada grupo fue diferente, con

significancia estadistica. El area bajo la curva ROC de la diferenciacion de SIAS de SIC fue de
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0,92 ((IC: 0,8-1).
Puede  observarse 3,5 _

] — Sin urea
que dos sueros de 3,0 - Con urea
ambos grupos 2,5 :
presentaron valores 2,0__
de avidez similares 2 1,5__

a los del grupo 1,0__

contrario. Al trazar 0,5__ k\

la linea de corte en bt

53 % se obtiene una 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
sensibilidad de 100 Titulo

Figura 39: Curvas de los titulos de dilucion del suero contra las D.O. obtenidas con un SIAS
en presencia y ausencia de urea. La recta azul es la D.O. en la cual se compararon los titulos.

%, especificidad de
77,88 %, VPP de
71,42 %y VPN de 100 %.

Si bien las mediciones de avidez resultaron en valores diferentes para cada grupo, los
SIAS no ofrecieron valores de avidez tan bajos como los medidos en el Laboratorio de
Toxoplasmosis del Hospital Aleman mediante el kit de Platelia.

Los tnicos que reportaron una evaluacion de avidez con P22 fueron Béla y col. (Béla y
col., 2008). Comparando sensibilidades y especificidades, la avidez para IgG totales obtenida en
nuestro trabajo fue superior: 100 y 77,88 %, contra 60 y 70 % (respectivamente) informado por
ellos. No obstante, Beld y col. trabajaron con un mayor niumero de sueros (30 SIA y 30 SIC),

habiendo utilizado

ademas una region

de P22 mas corta s ]
) ——Sin urea
que P22c (figura = ——
8). En dicho 1
2,5
trabajo, también se 1
. 2,0+
evaludo avidez de o ]
. o 154
anticuerpos 1gGl, ]
. 1,04
obteniendo | k
. 0,5
mejores |
resultados: 83,4 y 9.0+
T T T T T T T T T T T T T T 1
86.7 % 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
b
. Titulo
respectivamente
Figura 40: Curvas de los titulos de dilucion del sueros contra las D.O. obtenidas con un SIC en
(tab]al)_ presencia y ausencia de urea. La recta azul es la D.O. en la que se compararon los titulos.
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Finalmente, Bela y
col. evaluaron avidez P22c - Avidez
de 1oG cont 120 37,56 % 70,88%
¢ lgb contra una Lo | 2389-51,23% 59,44-82,32 %
region de P22 mas
extensa que abarco la 80

., . @
region carboxi 2 60

. &
terminal (figura 8), 10 -
pero no obtuvieron

20 -
una buena
discriminacion 0 -
ESIA  ESIC sueros

(tablal; Béla y col, Figura 41: Diagrama de dispersion, avidez promedio e intervalo de la avidez promedio con
2008) una confianza del 90 % de los grupos de sueros obtenido en el ELISA de avidez empleando
: P22¢ como Ag.

Los
resultados de esta
técnica ensayada con P22c, permitio clasificarla como excelente (Tape, 2013), aunque deberia
ensayarse con un mayor nimero de sueros y luego volver a calcular los parametros estadisticos.
Una limitacion que probablemente presente se relaciona con que la proporcion de sueros de
pacientes infectados con T. gondii que reaccionaron con P22¢ no fue del 100 % (punto 1.1.4.1 de
esta misma seccion). Es decir, hay casos en que los pacientes no responden a este Ag, y en estos

casos no podria realizarse el ensayo de avidez.

1.1.4.5. Comparacién entre Inmunoensayos

Observando los ELISAs indirectos empleando P22 y detectando anticuerpos IgG e IgA,
P22¢ siempre gener6 un area bajo la curva ROC diferente y superior que P22L (con 90 % de
confianza). P22L nunca tuvo un desempeiio muy diferente a una diferenciacion al azar, ya que
sus valores medios de areas bajo las curvas ROC siempre fueron muy cercanos a 0,5 y sus IC
siempre incluyeron este valor. No obstante, detectando anticuerpos IgM para ambos Ags, los IC
de las areas bajo las curvas siempre incluyeron el valor de 0,5. Ademas, los valores medios
obtenidos siempre se acercaron a ese valor, excepto para P22¢ diferenciando SIA de SIC. La
deteccion de IgM no discriminé practicamente entre los diferentes grupos con ninguno de los 2
Ags.

Béla y Prince fueron los unicos que compararon cuantitativamente dos regiones
diferentes de P22 al mismo tiempo, aunque fueron de extensiones diferentes a las aqui evaluadas.
Béla y col. reportaron que detectando IgG, su region corta de P22 tuvo mayor reactividad que

una secuencia mas larga que evaluaron (Béla y col., 2008). Prince y col. no reportaron
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diferencias en los resultados entre las 2 regiones que ensayaron primeramente analizando IgG
(Prince y col., 1990). Sin embargo, en un trabajo posterior compararon cualitativamente una
region similar a P22¢ con la secuencia completa, P22L, y describieron que al incorporar las
regiones péptido-sefial y carboxi terminal, la proteina perdia antigenicidad, ademds de volverse
insoluble (Parmley y col., 1992). Resultados similares a los reportados por Lau y Fong, quienes
lograron obtener P22L soluble pero sin lograr que discrimine entre las diferentes fases de la
infeccion (Lau y Fong, 2008). Los resultados aqui presentados coinciden con estos reportes.

En la deteccion de anticuerpos totales IgG por ELISA indirecto, se alcanzé una
sensibilidad de 73,8 % y una especificidad de 80,3 %, empleando P22c para la discriminacion
entre SIA de SIC. Comparados estos resultados con los reportados al evaluarse secuencias
similares a P22c, fueron superiores a los informados por Hiszczyjska-Sawicka y col.
(Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005) pero inferiores a los logrados por Li y Parmley (Li y col.,
2000a; Parmley y col., 1992).

Analizando anticuerpos IgA por ELISA indirecto, en este trabajo se alcanz6 una
sensibilidad de 67,21 % y una especificidad de 81,82 %, con P22¢ entre SIA de SIC; resultados
superiores a los precedentes bibliograficos (Parmley y col., 1992). Sin embargo, detectando IgM
con P22c, discriminando entre SIA de SIC mediante ELISA indirecto, ocurrié lo contrario,
habiendo logrado una sensibilidad de 81,8 % y una especificidad de 42,9 %, inferior a los
resultados del mismo trabajo (Parmley y col., 1992).

El ELISA de Avidez se desarrolld con el mejor antigeno de P22, P22¢. Para discriminar
entre SIA de SIC, se obtuvo un area bajo la curva ROC (0,92) superior que aquella obtenida con
ELISA indirecto detectando IgG (0,78). Ademas, se alcanzd una sensibilidad de 100% y una
especificidad de 77,89 %. Por lo cual ésta fue la técnica que mostré6 mejor capacidad para
diferenciar SIA de SIC. Su sensibilidad y especificidad fueron similares al ELISA de avidez
detectando IgG1 de Béla y col. (Béla y col., 2008) y al ELISA indirecto para IgG de Li y col. (Li
y col., 2000a), habiendo superado a varias de las técnicas ensayadas por otros autores (Béla y
col., 2008; Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005; Lau y Fong, 2008; Parmley y col., 1992; Prince y
col., 1990), excepto a la deteccion de IgG mediante ELISA indirecto de Parmley y col. (tabla 1;
Parmley y col. 1992).

En los ELISAs para deteccion de Acs, la mayor area bajo la curva ROC se obtuvo
empleando P22c, detectando IgG y discriminando entre SIP y SIN (0,82). Esto podria indicar
que P22c es mejor marcador de sueros de individuos infectados, antes que marcador especifico
de fase aguda de la infeccion.

P22L nunca arrojo buenos resultados, aunque esto no se debio a falta de reactividad sino

a lo contrario. En efecto, las D.O. obtenidas con P22L en general fueron superiores a las
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obtenidas con P22c. La reactividad aumentada probablemente se debi6 a la aparicion de nuevos
epitopes inespecificos por 2 causas:

a) las regiones polipeptidicas nuevas agregadas (region amino y carboxi terminal).

b) la exposicion de secuencias originalmente internas pero ahora ubicadas sobre la
superficie por la desnaturalizacion de la proteina.

Probablemente, en el proceso de solubilizacion de P22L a partir de los cuerpos de
inclusion, la proteina no alcanzo6 su conformacion natural, exponiendo epitopes inespecificos y
perdiendo determinantes antigénicos especificos contra T. gondii. De tal modo, en los resultados
aqui obtenidos, la sumatoria de las reactividades aumentd en P22L.

Prince y col. también evaluaron 2 regiones diferentes que se superponian sin obtener
diferencias en la discriminacion de fases, por lo que se podria inferir que los epitopes mas
antigénicos se encontraban en ambas secuencias, y por lo tanto, en la secuencia mas corta (region
aminoacidica: 100 a 188; figura 8; Prince y col., 1990). Finalmente, analizando con el mismo
criterio los resultados en ELISA de avidez y las reactividades descriptas por Béla y col. que
evaluaron diferentes secuencias, habria indicios que epitopes de interés se encuentran en la
secuencia mas corta por ellos empleada (region aminoacidica: 21 a 139; figura 8; Béla y col.,

2008).

1.2. Bioinformatica

Se analizo y modeld la secuencia de la proteina P22 completa de 186 AAs, es decir P22L
(secuencia aminoacidica correspondiente solamente al Ag, sin secuencias del vector de

expresion), mediante herramientas in silico, para profundizar los estudios sobre el Ag.

1.2.1. Andlisis de la secuencia

Con el fin de obtener informacion que guie el modelado molecular, se procedio a estudiar
la secuencia primaria con diferentes programas: Pfam, InterproScan, SMART, PSlpred y
FPScan.

Mediante el programa PSlpred se predijeron las estructuras secundarias de la proteina
(figura 42), para poder compararlas con el modelado tridimensional de la proteina (punto 1.2.3.
de esta misma seccion). Empleando el subprograma MENSAT-SVM del PSlpred, ademas se
predijeron un péptido sefial y una region transmembrana, ubicados en las posiciones

aminoacidicas de 1 a 20 y de 167 a 183, respectivamente.

92



Costa, Juan Gabriel

-2014 -

Conf

T
FaT.

L

Conf

Conf:
Pred:

Pred:
Ab: MSFSKTTSLASLALTGLFVWVEFEFALASTTETFRFIECTAG

Pred:

Conf:
Pred:

Pred:

Pred:
At CYKCVAEAGAPAGRMNMDGESAP TEFEDCKL IVEVEGADGREY

Conf:
Fred:

Pred:

T .
T

b | [SEEEtal] | | [Smenal | | (S]] ]| el ] |

CCCCCCHHHHHHHHHCEEEEEEEECCCCCCCCCCEECCCC

10 za 30

40

: {lznnEE=RENE=R NN RN N -n RN nnnn BN}

Pred:

CEEEEEECCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCE

r ATKIVDAFPSSGEVVEQUGDELTISPSCEGDVEYGEECTDS

50 &

Rt alata):| | 5] | [REEE ] ]| LR LR ELEL]

70

aa

ECCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCEE

: RELTTVLPGAVLTAENQOPAEGFATYTLEYDCTPEEPQVL

90 100 110 120

B[RRI LR LR

Fred:

EEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCO

130 140 150 1D

B L1 g [ ] [l |
—

CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHEECC
TSCFDPVELTCEVLAPGLAGLLITEY

170 10

Figura 42: Estructuras secundarias de P22 predichas por el PSIpred.
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Figura 43: Esquema del dominio
SRS encontrado dentro de P22.

Los programas InterproScan

y  SMART localizaron una
secuencia péptido sefial que va
desde la posicidon aminoacidica 1 a
la 26.

Los resultados de las
predicciones de

InterproScan, SMART y PSIpred

los programas

confirmaron que las regiones

amino y carboxi terminal

P22¢

no

incluidas en fueron Ia
secuencia péptido sefial y la region
transmembrana.
Paralelamente, los
programas Pfam e InterproScan
encontraron un domino SRS vy
reconocieron la identidad del Ag.
Estos programas presentaron una
descripcion del SRS: es un dominio

clasico en proteinas que recubren

tanto a T. gondii como a otros microorganismos apicomplexas,
que se mantienen en la superficie del parasito porque se

encuentran unidas al GPI de la membrana. Estas proteinas median

la invasion a las células del hospedador y son a través de las

cuales el sistema inmune ataca la infeccion. Estos hallazgos son concordantes con los reportados
en la bibliografia (Lekutisa y col.; 2001; Boothroyd y col., 1998; Kim y Boothroyd, 2005). En
P22 hay s6lo un dominio SRS que va desde la posicion del AA 39 al 153 (figura 43). P22c

abarco desde la posicion 27 hasta la 173, comprendiendo casi todo el dominio SRS.

Considerando que el sistema inmune responde a la infeccion reconociendo varias proteinas con

SRS, es posible que haya epitopes especificos compartidos por microorganismos apicomplexas

en el dominio SRS.

El programa FPScan no ofrecié ningtn resultado, es decir que en sus bases de datos no

pudo hallar Huellas que se asocien con la secuencia de P22.
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1.2.2. Busqueda de estructuras patrones para modelado

La construccion de un modelo tridimensional para una proteina requiere emplear
estructuras terciarias de otras proteinas definidas experimentalmente, empleandolas como
patrones. Utilizando el programa Swiss-Model se encontraron 2 modelos tutiles para construir la
estructura incognita: SporoSAG, una proteina SAG especifica de esporozoito en T. gondii,
(PDB: 2wnkA) y P30 (PDB: 1kzqB), con identidades de secuencia de 29 % y 23 %,
respectivamente. También se buscdé modelos mediante threading empleando una aplicacion de
PSlpred, encontrandose el Ag de bradizoito BSR4 (P36) de T. gondii (PDB: 2jksA0) y
nuevamente P30 (pero con un alineamiento diferente), con identidades de secuencia en este caso
de: 11,3 % y 12,4 %, respectivamente. En las figuras 44, 45 y 46 se muestran las estructuras
encontradas, donde puede apreciarse que las 3 guardan similitud en cuanto a las estructuras

secundarias y terciarias. Todas son proteinas de la superficie de distintos estadios de T. gondii.

Figura 44: Estructura patrén SporoSAG. Cddigo de colores de las estructuras secundarias: hélice 3-10: azul, hoja
plegada [3: amarillo, loop: cian y coil: verde.

Figura 45: Estructura patron P30. Codigo de colores de las estructuras secundarias: hélice 3-10: azul, hoja
plegada [: amarillo, loop: cian y coil: verde.
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Figura 46: Estructura patron BSR4. Codigo de colores de las estructuras secundarias: hélice a: purpura, hélice 3-
10: azul, hoja plegada B: amarillo, loop: cian y coil: verde.

Cabe senalar como P30 fue encontrada para emplearse como molde mediante dos
criterios de busqueda diferentes. El primero examinando identidades de secuencias y el segundo
observando en que estructura espacial P22 poseia la menor energia conformacional de
interaccion. Cada criterio de busqueda gener6 alineamientos distintos entre P22 y P30, lo que

provoco identidades de secuencias diferentes.

1.2.3. Modelado molecular

Para la construccion de diferentes modelos tridimensionales, se armaron los siguientes
alineamientos (simples o multiples) entre las secuencias de P22 y los patrones:

1) SporoSAG.

2) SporoSAG y P30 (con identidad de secuencia de 23 %).

3) BSR4.

4) BSR4 y P30 (con identidad de secuencia de 12,4 %).

5) SporoSAG, P30 (con identidad de secuencia de 23 %) y BSR4.

Para cada alineamiento se armaron 5 modelos diferentes mediante el programa Modeller.
También se construyeron 5 modelos distintos mediante el programa online I-TASSER. Se
evaluaron todos mediante ANOLEA y el mejor modelo se obtuvo al emplear como molde solo la
proteina SporoSAG a través de Modeller.

Se realizaron ajustes del alineamiento entre SporoSAG y P22 entre las posiciones
aminoacidicas 26 y 139, luego se volvieron a construir 5 modelos. Se lograron mejoras locales
analizadas mediante el Verify3D y los puntajes globales del ANOLEA en los modelos también

mejoraron. Se escogio el mejor de los 5 modelos.
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Figura 47: Diferentes perspectivas del modelo final de la estructura terciaria de P22. Cdodigo de colores de las estructuras
secundarias: hélice a: plrpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada : amarillo, loop: cian y coil: verde.
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Del modelo seleccionado se realiz6 una minimizacion de la energia de interaccion de la
estructura de 66 pasos. Luego, se ajustaron los loops ubicados entre los AAs 95 a 104y 128 a
144 empleando el programa LOBO, logrando mejoras tanto con Verify3D como con ANOLEA.
Se ajustaron otros loops, pero segun Verify3D no lograban mejoras locales, por lo que esos
cambios se descartaron.

Finalmente se realiz6 una segunda ronda de minimizacion de energia de interaccion de la
estructura de 135 pasos.

Luego de todo el proceso de refinamiento, el modelo final tuvo un 75,27 % de los AAs
con un valor de Verify3D superior a 0,15 y un valor Z de energia normalizada del ANOLEA de
1,62 E/KT. En la figura 47 se muestran diferentes perspectivas de la estructura terciaria final
obtenida. Se pudo apreciar que la cantidad, clase y ubicacion de las estructuras secundarias
concordaron en su mayoria con las predichas por el PSIpred. Las mayores discrepancias
correspondieron a las conformaciones hélices. En uno de los extremos de la estructura primaria,
PSIpred predijo hélices que no se encontraron en el modelo determinado por Modeller. Y al

contrario, Modeller construy6 2 hélices internas que no fueron predichas por PSIpred.
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Figura 48: Mapa de Ramachandran del modelo final obtenido para P22. Esta dividido en 4 submapas
seglin los grupos de AAs que se consideren. Los puntos rojos fueron los AAs que se ubicaron en zonas
del mapa prohibidas.
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En la figura 48 se muestra el mapa de Ramachandran de la estructura terciaria, donde se
pudo observar cuales AAs se ubicaron en zonas del mapa prohibidas (puntos rojos), es decir que
esos AAs adoptaron combinaciones de angulos diedros ¢ y y prohibidos (ver punto 2.2.3.1. en
Materiales y Métodos; Ramachandran y col., 1963).

El mapa de Ramachandran esta dividido en 4 submapas, cada uno considerando
diferentes grupos de AAs. El submapa Glicina muestra solamente los AAs glicinas, el Pre-Pro
muestra unicamente los AAs que anteceden a las prolinas, el Prolina muestra todos AAs prolinas
y el General muestra el resto de los AAs. Estos mapas indican que se encontraron en zonas
prohibidas 8 AAs en el grupo General y 2 en cada uno de los otros 3. Solo el 7,2 % de los AAs
de P22 estuvieron en zonas del mapa prohibidas (Ramachandran y col., 1963; Lovell y col.,

2002), porcentaje inferior al aceptado en la bibliografia (Danishuddin y col., 2011).

1.2.4. Ubicacion de regiones en la estructura conformacional de P22

La figura 49 muestra la estructura tridimensional de P22 (P22L), donde se indicaron en
negro las regiones de P22L que fueron retiradas en P22c. P22c tiene la secuencia final que
adopta la proteina in vivo (Tomavo y col., 1989) y segun nuestro modelo adquiriria una

conformacion globular.

Figura 49: estructura terciaria de P22L con las regiones marcadas en negro que fueron eliminadas en
P22c¢. Cddigo de colores de las estructuras secundarias: hélice a.: parpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada
f: amarillo, loop: cian y coil: verde.

La figura 50 muestra el dominio SRS encontrado en P22 (en color verde) sobre la

estructura terciaria de P22L.
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Figura 50: Dominio SRS, en color verde, marcado sobre la estructura terciaria de P22L.

N Cc

Figura 51: Esquema de la estructura primaria de P22 donde se indican en anaranjado las regiones expuestas sobre la
superficie de la estructura terciaria.

Figura 52: estructura tridimensional de P22L mostrando en color gris los AAs no expuestos en la
superficie. Codigo de colores de las estructuras secundarias: hélice a: parpura, hélice 3-10: azul, hoja
plegada [: amarillo, loop: cian y coil: verde.

Empleando el programa Swiss-PDB Viewer se buscaron todos los AAs que se
encontraban expuestos en la superficie. Las secuencias encontradas estuvieron ubicadas en las
posiciones de los AAs 1 a 24,29 a 45,59 a 66,73 a89,95a 103, 132 a 143 y 152 a 186. En la

figura 51 se muestran las regiones expuestas sobre la superficie (en color anaranjado) sobre un

99



Costa, Juan Gabriel

esquema representativo de la estructura primaria de P22. La figura 52 muestra la estructura

-2014 -

conformacional de P22L sefialando en color gris los AAs no expuestos en la superficie.

1.2.5. Prediccion de epitopes

Empleando el mejor programa de
prediccion de epitopes lineales contra
anticuerpos, el AAPPred (ver Anexo A de
esta misma seccion), se predijeron los
epitopes para P22. Los epitopes lineales
encontrados estuvieron en las posiciones
aminoacidicas: 30 a 45,93 a99y 115 a 145
(ver figuras 53 y 54). Es de resaltar que el
ultimo epitope tuvo los AAs con mayores
puntajes antigénicos, alcanzando el puntaje
maximo de 1,8 la lisina en la posicion 122.
Se tom6 como puntaje antigénico umbral
del programa el valor de 0,6. (Davydov y
Tonevitsky, 2009). Todos esos epitopes se
encontraron dentro de P22c.

Empleando el Discotope se predijo
los AAs antigénicos de epitopes

estructurales para Acs. Estos AAs

estuvieron en las posiciones: 34 a 40, 52, 63, 65, 66, 69, 77, 80, 83 a 86, 95, 96, 98, 162, 163,
165, 166, 169 y 182 a 186 (figuras 55 y 56). Desafortunadamente el programa no los agrup6 en

Y

Figura 53: Ubicacion de los epitopes lineales predichos sobre la
estructura terciaria de P22, en color rojo. Cédigo de colores de las
estructuras secundarias: hélice a.: purpura, hélice 3-10: azul, hoja

plegada B: amarillo, loop: cian y coil: verde

epitopes.
N = - I C
Figura 54: Esquema de la ubicacion de los epitopes lineales predichos sobre la estructura primaria de P22.
N B 1 Il um m il Ec

Figura 55: Esquema de la ubicacion de los AAs pertenecientes a epitopes conformacionales sobre la estructura primaria de

P22.
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Figura 56: Ubicacion de los AAs pertenecientes a epitopes estructurales predichos sobre la conformacion de P22,
en color rojo. Codigo de colores de las estructuras secundarias: hélice a.: purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada
f: amarillo, loop: cian y coil: verde

Cunha-Junior y col. identificaron un epitope lineal empleando un Ac monoclonal en P22.
Ensayaron este Ac en varias secuencias polimorficas, verificando que se unia con diferentes
afinidades. Definieron una secuencia consenso, con la cual nuestro Ag tubo un 66,67 % de
identidad de secuencia y se encontr6 ubicado en la region 137 a 143 (Cunha-Junior y col., 2010).
En la figura 57 se muestra el epitope (en color rojo) dentro de la estructura tridimensional. Cabe

resaltar que dicho epitope se encontr6 en una de las regiones mas expuesta de la estructura.

Figura 57: Ubicacion del epitope lineal hallado experimentalmente sobre la estructura terciaria de P22,
en color rojo. Codigo de colores de las estructuras secundarias: hélice a: purpura, hélice 3-10: azul,
hoja plegada f3: amarillo, loop: cian y coil: verde
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1.2.6. Hipotesis sobre la ubicacién de los epitopes

En funcion de los analisis in silico, de los datos experimentales y de la informacion
bibliografica, se postularon hipotesis sobre la ubicacion de las diferentes regiones antigénicas
especificas para T. gondii. Se supuso que cada una podria incluir entre 1 y 2 epitopes diferentes.
En la figura 58 se presenta un esquema de todas las regiones de interés para ubicar epitopes,
sobre la estructura primaria de P22: dominio SRS (SRS), las regiones expuestas sobre la
superficie (Superficie), los epitopes lineales predichos (E. lineales), los epitopes estructurales
predichos (E. estructurales), la posible region antigénica segun los resultados de Prince y col.
(Prince y col.; Prince y col., 1990), la posible region antigénica segtin los resultados de Béla y
col. (Bélay col.; Bélay col., 2008), la secuencia de P22¢ (P22c), la secuencia de P22L (P22L) y

el epitope lineal hallado experimentalmente (Experimental, Cunha-Junior y col., 2010).

11 I11 !

E. lineales

N o o | B c
E. estructurgl

" e BRI TTENTT T T

Prince y col.

N C

N C
P22c

N Cc

N c
Experimenial

N | [ c

N ¢ : { —i C

0 60 120 180 188

Figura 58: Esquema donde se muestra en color verde claro la ubicacion del dominio SRS (SRS), en color anaranjado las regiones
expuestas sobre la superficie (Superficie), en color rojo los epitopes predichos lineales (E. lineales), los epitopes predichos
estructurales (E. estructurales) y el epitope lineal hallado experimentalmente (Experimental, Cunha-Junior y col., 2010), en color
fucsia la posible region antigénica segun Prince y col. (Prince y col.; Prince y col., 1990) y la posible region antigénica segun
Béla y col. (Béla y col.; Béla y col., 2008), en color amarillo la secuencia expresada de P22¢ (P22c) y en color verde oscuro la
secuencia expresada de P22L (P22L). En la base se muestra un esquema de la secuencia de AAs de P22 completa. Los
rectangulos transparentes con bordes rojos muestran aproximadamente las regiones de los posibles epitopes.

En la figura 58 se sefialan aproximadamente mediante recuadros rojos, 3 regiones que se

definieron potencialmente antigénicas. Estas se enumeraron segun la importancia inferida,
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siendo I la mas antigénica y III la
menos. Las 3 regiones se encontraron
tanto en P22c y P22L. A continuacion
se detallan cada una:

Region antigénica |: Fue la

region aminoacidica 132 a 145, cuya
ubicacion en la estructura
tridimensional se muestra en la figura

59. Fue la tnica region que tuvo un

epitope experimentalmente confirmado

(AAs de la region 137 a 143; Cunha- Figura 59: Ubicaciéon de la region antigénica I, en color rojo, en la
. B estructura terciaria de P22. Cédigo de colores de las estructuras
Junior y col., 2010)5 y se encontro secundarias: hélice o: purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada :

- , amarillo, loop: cian y coil: verde.
dentro del dominio especifico de los

microorganismos apicomplexas

(dominio SRS). Fue un segmento expuesto a la superficie (AAs de la region 132 a 143) que
también formod parte de un epitope lineal predicho (AAs de la region 115 a 145). Los extremos
de la region antigénica I fueron extendidos hasta las posiciones 132 y 145, donde comenzoé el
segmento expuesto en la superficie y donde termind el epitope predicho, sin haberlo limitado a la
posicion del epitope confirmado experimentalmente. De esta manera, se contempld la posibilidad
de que otros AAs laterales puedan favorecer la interaccion con el Ac (Rubinstein y col., 2008).
Es de destacar que el epitope determinado experimentalmente coincidié con el epitope lineal
predicho de mayor puntaje antigénico. Por otro lado, la region antigénica I estaria en una zona
compartida por ambas secuencias trabajadas por Prince y col., por lo que hubiese permitido que
tuviesen las mismas reactividades en los ensayos diagnostico, como fueron observadas (Prince y
col., 1990). No obstante, no ocurrié lo mismo con las secuencias trabajadas por Béla y col.,
debido a que la region consenso estudiada en dicho trabajo (AAs de la region 21 a 139; Béla y
col., 2008) no alcanzd a incluir la region antigénica I (figura 58).

Region_antigénica Il: Fue la region aminoacidica 29 a 45, cuya ubicacién en la

estructura tridimensional se muestra en la figura 60. Abarco en su totalidad las regiones donde se
predijeron un epitope lineal (AAs de la region 30 a 45), un epitope estructural (AAs de la region
34 a 40) y una secuencia expuesta en la superficie (AAs de la region 29 a 45). Los limites de la
region antigénica Il se definieron por la posicion inicial de la secuencia expuesta sobre la
superficie y la posicion final del epitope lineal. Esta posible region antigénica estaria en una zona

compartida por ambas secuencias evaluadas por Béla y col. (AAs de la region 21 a 139, figura
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58), permitiendo que tuviesen las
mismas reactividades en los
ensayos diagnostico, como fue
observado (Béla y col., 2008).

Region antigénica  111:

Fue la region aminoacidica 63 a
99, cuya ubicacion en la estructura
tridimensional se muestra en la
figura 61. Es una region que
incluy6 predicciones de AAs
pertenecientes a epitopes
estructurales que estuvieron entre

las posiciones de los AAs 63 a 98,

-2014 -

Figura 60: Ubicacion de la region antigénica 11, en color rojo, en la estructura
terciaria de P22. Cédigo de colores de las estructuras secundarias: hélice a:
purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada : amarillo, loop: cian y coil: verde

de 3 regiones expuestas sobre la superficie (entre AAs 59 a 103) y un epitope lineal (AAs 93 a

99). Los limites de la region antigénica III se definieron en funcion de los limites de las regiones

de los epitopes predichos. La posicion inicial correspondié al primer AA del epitope lineal y la

posicion final al ultimo AA del epitope estructural. Estuvo incluido en una region que presenta la

misma situacion que la region antigénica II respecto al trabajo de Béla y col. (Béla y col., 2008),

perteneciendo ademas al dominio SRS (figura 58).

Las regiones antigénicas definidas, son aquellas que se supusieron especificas para T.

gondii. Al emplear P22L la proteina perdio su especificidad en los ensayos, pero su reactividad

Figura 61: Ubicacion de la region antigénica III, en color rojo, en la
estructura terciaria de P22. Codigo de colores de las estructuras secundarias:
hélice a: parpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada P: amarillo, loop: cian y

coil: verde

super6 la de P22c. Como se
indico en el punto 1.1.4.5. de
esta seccion, las mayores senales
observadas probablemente se
debiecron a nuevos epitopes
inespecificos que aparecieron,
que estaban en las nuevas
regiones de P22L o que ya
estaban en P22c pero recién se
expusieron al desnaturalizarse el
Ag durante la purificacion de
P22L. Ambas situaciones fueron
respaldadas por las predicciones.

P22L tuvo AAs antigénicos en la
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region carboxi terminal que no se encontraban en P22¢, y ademas este Ag tuvo una secuencia
predicha como epitope lineal (en el tercer epitope en la estructura primaria) que no se encontraria

expuesta sobre la superficie pero podria haber aparecido al desnaturalizarse P22L (figura 58).

En este trabajo se evaluaron dos secuencias diferentes de P22. P22L, secuencia tal cual es
traducida del ADN codificante, y P22c, secuencia con la extension final reducida tal cual se
encuentra en la superficie del parasito. Ambas se clonaron en el mismo vector de expresion y en
bacterias. P22c tuvo un buen nivel de induccioén y solubilizacion. Pero al agregarle las regiones
amino y carboxi terminal, no solo se volvid insoluble sino que ademas formé cuerpos de
inclusion, complicado la purificacion del Ag. El agregado de estas regiones también afectod
significativamente la capacidad para diferenciar sueros de individuos en diferentes estadios de la
infeccion, debido a la aparicion de altas sefales inespecificas. En este trabajo se atribuyd ese
fenomeno a alteraciones en los epitopes. El proceso de solubilizacion de P22L habria
desnaturalizado la proteina, alterando e inutilizando epitopes estructurales especificos contra T.
gondii, al mismo tiempo que agregara epitopes inespecificos al Ag, provenientes de las regiones
nuevas adicionadas en P22L y de secuencias que ya se encontraban en P22¢ pero que luego de la
desnaturalizacion se expusieron en la superficie. En el estudio mediante bioinformatica se
encontraron en la estructura de P22, regiones antigénicas con caracteristicas que apoyarian estas
hipotesis. Algunas halladas sobre la superficie de P22¢ y otras que solo se encontraron en P22L o

no estuvieron expuestas sobre la superficie de P22c.
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2. Evaluacion del antigeno P30

2.1. Resultados experimentales

En este trabajo se evaluaron 2 fracciones de la proteina P30 de distintas extensiones.
Nigro y col. también analizaron 2 secuencias de diferentes extensiones de esta proteina, clonadas
en el plasmido pQE (figura 10), pero no obtuvieron buena discriminacion entre las fases de la
infeccion (Nigro y col., 2003). En el presente trabajo se evalu6 la misma secuencia corta
utilizada por ellos (cedida por el Dr. Angel), que se denomind P30c. Dados los resultados
previos mencionados, se decidido emplear un vector diferente que el utilizado por Nigro y col.,
para observar si el cambio del plasmido de expresion modificaba los resultados originales.
También se evalu6 una secuencia denominada P30L, que es mas extensa que P30c, pero 28 AAs
mas corta que la segunda secuencia empleada por Nigro y col., pretendiéndose evaluar si el
cambio en la extension de la secuencia generaba alguna variacion significativa favorable (Nigro
y col., 2003).

En la figura 62 se muestra un esquema de las regiones trabajadas sobre una secuencia

nucleotidica de referencia (HM776940 en el NCBI).

5 t } i3
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Figura 62:. Esquema del ADN codificante de referencia del NCBI y de las regiones obtenidas de P30.

2.1.1. Obtencidn de las secuencias de ADN
Se obtuvieron los genes de P30c y P30L cortandolos mediante enzimas de restriccion del

vector pQE. Las muestras se corrieron en electroforesis de geles de agarosa, confirmando la
presencia de los genes con la aparicion de bandas del

tamafio correspondiente (ver tabla 10). En la figura 63

se muestra un gel de agarosa donde se corrid la Anti Extensiéon | Extension
ntigeno
digestion enzimatica del vector. Ahi se pudo observar en pb en AAs
b . i P30c 501 166
una banda cercana a 500 pb correspondiente a P30c y P30L 781 260

el vector pQE cortado arriba en la misma calle (A); el

vector pQE sin cortar (B) y un MPM.

Tabla 10: Extension en AAs y pb de los

Ags de P30 evaluados.
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Las regiones del gen de P30 empleadas coincidieron 100 %
con la secuencia de nimero de acceso HM776940 en ¢l NCBI, "ARN
mensajero del antigeno de superficie mayor de la cepa de Toxoplasma
gondii RH, secuencia codificante completa". Exceptuando a Nigro y
col. con P30c (Nigro y col.,, 2003), ningin otro autor expresé
secuencias iguales a las empleadas en nuestro trabajo. Beghetto y

Pfrepper expresaron regiones semejantes a P30c y P30L,

respectivamente (figura 10; Beghetto y col., 2003; Pfrepper y col.,

Figura 63: Liberacion de
P30c del vector pQE (A),
vector pQE sin cortar (B) y
MPM.

2005). Y solamente Aubert y Selseleh clonaron y evaluaron para
diagnostico de fases de toxoplasmosis una secuencia completa de P30
(Aubert y col., 2000; Selseleh y col., 2012a).

Cabe aclarar que P30 fue una de las primeras proteinas en ser caracterizada y evaluada
antigénicamente y muchos de los primeros trabajos la utilizaron purificada del parasito T. gondii,
mediante Acs monoclonales (Cesbron y col., 1985; Decoster y col., 1988 y 1992; Santoro y col.,
1985).

2.1.2. Clonado en el vector de expresion e induccion de proteinas
Las secuencias de P30c y P30L cortadas fueron introducidas por ligacion enzimatica en

los vectores de expresion pET-32a y pRSET C, respectivamente. Se emplearon diferentes
plasmidos porque no se podia mantener el marco de lectura correcto con ambas secuencias
utilizando el mismo vector, debido a que a los sitios dentro de los codones donde las secuencias
comenzaban eran diferentes. Si bien se han empleado otros vectores distintos con P30 (Pfrepper
y col., 2005; Pietkiewicz y col., 2003; Selseleh y col., 2012a; Burg y col., 1988; Kotresha y col.,
2012), en este trabajo se escogido pET32a particularmente porque ya fue utilizado para la
expresion de una secuencia de P30 sin reportar ninguna complicacién, habiéndose incluso
informado resultados muy prometedores para el diagnostico de la fase aguda (Jalallou y col.,
2012). Debido a estos antecedentes y a lo desarrollado en el punto 2.4. de la Introduccion, se
utiliz6 pET-32a en lugar de pQE con P30c para observar el efecto de cambiar el plasmido.

Luego se transformaron bacterias E. coli BL21 DE3 con ambas construcciones. Se
probaron diferentes condiciones de induccion (ver punto 1.2.1. en Materiales y Métodos), pero
no se observaron diferencias en los niveles de induccion de las proteinas. Finalmente se
emplearon las condiciones de expresion 0,1 mM de IPTG, toda la noche a 20 °C.

Las secuencias finales de los genes de P30 introducidas en los vectores de expresion se

muestran a continuacion. En color rojo se muestra un nucledtido que se encontr6 alterado en

107



Costa, Juan Gabriel -2014 -

P30c, indicando entre paréntesis el de la secuencia de referencia y subrayado los nucledtidos

pertenecientes al codon de expresion.

P30c:

atggtcacgg tgacagtaca agccagagcec tcatcggtcg tcaataatgt cgcaaggtge tcctacggtg cagacageac
tcttggtcet gtcaagttgt ctgega(g)aagg acccactaca atgaccctcg tgtgegggaa agatggagtc aaagttccte
aagacaacaa tcagtactgt tccgggacga cgctgactgg ttgcaacgag aaatcgttca aagatatttt gccaaaatta
actgagaacc cgtggcaggg taacgcttcg agtgataagg gtgccacget aacgatcaag aaggaagcat ttccagecga
gtcaaaaagc gtcattattg gatgcacagg gggatcgect gagaagcatc actgtaccgt gaaactggag tttgeegggg
ctgcagggtc agcaaaatcg gctgegggaa cagcecagtca cgtttccatt  tttgecatgg  tgatcggact tattggcetct
atcgcagctt gtgtcgegtg a---------

La mutacién se pudo deber a un polimorfismo natural o a un error en el proceso de
obtencion del gen. Este cambio de base generd una lisina en lugar de acido glutamico en la
secuencia proteica traducida. Independientemente del origen de la mutacion, la modificacion
ocurrié en una zona compartida entre P30c y P30L, cambiando un AA con carga negativa por
otro con carga positiva. Esto pudo generar modificaciones conformacionales en esa zona de la
estructura tridimensional, como también cambios en la interaccion con Acs. Sin embargo, se
considerd que no se afectarian las caracteristicas antigénicas de la molécula, ya que ambos AAs
no pertenecen a los grupos de AAs mas antigénicos o al de los menos antigénicos’ (Rubinstein y

col., 2008; Sun y col., 2011), por lo que igualmente se trabajo con esta secuencia.

——————— Cca cttcactctc aagtgcccta aaacagegcet cacagagect cccactcttg cgtactcace caacaggcaa
atctgcccag cgggtactac aagtagctgt acatcaaagg ctgtaacatt gagctccttg attcctgaag cagaagatag
ctggtggacg ggggattctg ctagtctcga cacggcaggce atcaaactca cagttccaat cgagaagttc cccgtgacaa
cgcagacgtt tgtggtcggt tgcatcaagg gagacgacgc acagagttgt atggtcacgg tgacagtaca agccagagcece
tcatcggtcg tcaataatgt cgcaaggtge tcctacggtg cagacagcac tcttggtcct gtcaagttgt ctgeggaagg
acccactaca atgaccctcg tgtgcgggaa agatggagtc aaagttcctc aagacaacaa tcagtactgt tccgggacga
cgctgactgg ttgcaacgag aaatcgttca aagatatttt gccaaaatta actgagaacc cgtggcaggg taacgcttcg
agtgataagg gtgccacgcet aacgatcaag aaggaagcat ttccagccga gtcaaaaagce gtcattattg gatgcacagg
gggatcgect gagaagcatc actgtaccgt gaaactggag tttgecegggg ctgecagggtc agcaaaatcg getgegggaa
cagccagtca cgtttccatt tttgccatgg tgatcggact tattggcetct atcgcagcett gtgtcgeg--

" Los AAs mas frecuentes en epitopes son triptfano, tirosina, arginina e histidina. Los menos frecuentes son
cisteina, alanina y valina
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Esta secuencia no tuvo ninguna modificacion respecto a la de referencia. En verde se

muestra un primer nucle6tido que pertenece a la secuencia original, pero como estuvo en la

ultima posicion del codon formado también con los 2 primeros nucledtidos del vector, codifico

una isoleucina en lugar de la asparagina que corresponderia.

Comparando con los otros antigenos, P30c y P30L tuvieron una expresion mas débil. Es

decir que, bajo las mismas condiciones de induccion, se generd menor concentracion de proteina.

En la figura 157 se muestra un PAGE de diferentes lisados de células que indujeron P22c, P22L,
P30c, P30L, P35A y P35B. En la figura 64 se muestra un PAGE de proteinas obtenidas de

células que indujeron P30c (A), P30L (B), células sin inducir (C) y un MPM, corroborandose la

expresion de las proteinas recombinantes

P30c y P30L se expresaron de modo soluble en
cantidades que pudieron ser utilizadas para los fines
propuestos. La figura 65 muestra un PAGE de proteinas
obtenidas de células que indujeron P30C (C) y P30L (L), el
precipitado (P) y el sobrenadante (S) Iuego de centrifugar el
producto del sonicado inicial de células que indujeron los Ags.
Se observd que en ambas fracciones se encontraba el Ag
inducido.

La extension de la estructura primaria de P30c y P30L,
considerando la TrxA y los demas AAs que los vectores de
expresion les incorporaron, fue de 331 y 303 AAs
respectivamente. Sus masas moleculares totales fueron de
34,73 y 31,74 KDa. La secuencia de P30c result6 de
mayor tamano que la secuencia de P30L, s6lo por los
polipéptidos que se le incorporaron del pET-32a. Pero
a pesar de que sus masas moleculares difirieron,
corrieron practicamente a la misma altura en un
PAGE (figuras 64 y 65).

A continuacién se muestran las secuencias

aminoacidicas que se expresaron. En color rojo las |

secuencias de los Ags de interés, en color verde la
secuencia correspondiente a TrxA, en color amarillo
las regiones de poli-histidina y subrayado se muestran Ags.
los AAs mutados durante el proceso en P30c, donde

Figura 64: PAGE de proteinas de células
que indujeron P30c (A), P30L (B),
ninguna proteina recombinante (C) y
MPM.

P .

Figura 65: PAGE de proteinas obtenidas de células
que indujeron P30c (C) y P30L (L). También se
observa muestras con el precipitado (P) y el
sobrenadante (S) luego de centrifugar el producto
del sonicado inicial de células que indujeron los
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entre paréntesis se indica el AA original.

P30c:

MSDKIITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMI
APILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFK
NGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHM SSG
LVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIGSM
VTVTVQARASSVVNNVARCSYGADSTLGPVKLSAK((E)GPTTM
TLVCGKDGVKVPQDNNQYCSGTTLTGCNEKSFKDILPKLTENP
WQGNASSDKGATLTIKKEAFPAESKSVIIGCTGGSPEKHHCTYV
KLEFAGAAGSAKSAAGTASHVSIFAMVIGLIGSIAACVA

P30L:

MRGS GMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWIHF
TLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQICPAGTTSSCTSKAVTLSSLIPE
AEDSWWTGDSASLDTAGIKLTVPIEKFPVTTQTFVVGCIKGDD
AQSCMVTVTVQARASSVVNNVARCSYGADSTLGPVKLSAEGP
TTMTLVCGKDGVKVPQDNNQYCSGTTLTGCNEKSFKDILPKL
TENPWQGNASSDKGATLTIKKEAFPAESKSVIIGCTGGSPEKH
HCTVKLEFAGAAGSAKSAAGTASHVSIFAMVIGLIGSIAACVA
PRSTCSQA

En P30L, las secuencias no pertenecientes al gen original fueron de poca extension
comparadas con el largo del gen insertado y con las secuencias de los otros Ags trabajados en
esta tesis (P30c, P22¢, P22L, P35A y P35B).

Ambas secuencias tuvieron una Unica region de poli-histidina adelante del gen de interés,

pero en el caso de pET-32a, estuvo entre medid de TrxA y P30c.

2.1.3. Purificacién de los antigenos

2.1.3.1. Antigeno P30c¢
P30c se purifico con el protocolo basal, pero se obtuvo poca cantidad de Ag y con mucha

contaminacion. Por lo tanto, se agregd urea a las soluciones de purificacion acorde a lo detallado
en el punto 1.2.3.4. en Materiales y Métodos. En la figura 66 se observa el PAGE de la mayoria
de las muestras obtenidas. La flecha roja muestra la banda correspondiente a P30c. Soélo la

fraccion 500-1 pudo utilizarse tal como se obtuvo. Las demas debieron ser re-purificadas, por no
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cumplir con el criterio de pureza indicado en el punto 1.2.3. de Materiales y Métodos. No

obstante, las fracciones de esa re-purificacion tampoco fueron satisfactorias.

Figura 66: PAGE de la mayoria de las muestras luego de purificar P30c con el protocolo basal
agregando urea. "Pos." corresponde a un lisado de células que indujeron exitosamente P30c . Con la
flecha roja se indica la posicion a la que corri6 la proteina recombinante..

Figura 67: PAGE de varias muestras de P30c
purificada con el protocolo basal, agregando urea y
empleando mayor volumen de solucién de elucion y
columna de purificacion

Luego se probd aumentar el

volumen de columna de purificacion y el

de las soluciones de elucion; para adherir mayor cantidad de Ag a la columna e incrementar los
volumenes de las soluciones de lavado (eliminando mas las impurezas), respectivamente. En
efecto, se obtuvieron mayores cantidades de fracciones mas puras y con mayor Ag. En la figura
67, se muestra el PAGE tras la purificacion y la flecha roja indica la posicion del Ag. Las

fracciones 250-1 y 250-2 se re-purificaron y las 250-3, 250-4, 100-1 y 100-2 se emplearon tal

como se obtuvieron.

Figura 68: PAGE de varias muestras resultado de purificar
P30c con el protocolo basal empleando urea y utilizando
mayores volimenes de elusion y columna de purificacion.
Aumentando ademés la concentracion de imidazol y
agregando EDTA en la solucion inicial. "Pos." fue un
control positivo del Ag y de la posicion a la que corrio.
Este correspondié aun lisado de células que indujeron
exitosamente.
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Finalmente, a la solucion de lisado bacteriano con la induccion del Ag se le agregd
EDTA 0,5 M (para capturar cationes cofactores de proteasas y poder incrementar la
concentracion de la proteina de interés) y se aumento la concentracion de imidazol a 35 mM
(para incrementar la competencia del imidazol con las impurezas). No obstante, no se consiguio
una gran mejoria. Aunque se obtuvo mayor cantidad de eluciones con Ag en concentracion util,

100-1, 500-1 y todas las 250. La figura 68 muestra algunas fracciones de esa purificacion en un
PAGE.

2.1.3.2. Antigeno P30L:
P30L también se purificd segin el protocolo basal, pero se obtuvo poca cantidad de
proteina y con mucha contaminacion. La figura 69 muestra un PAGE de las unicas eluciones que

tenian P30L luego de la purificacion. La flecha roja indica la posicion del Ag.

100-3
100-4
500-2

Figura 70: PAGE donde se observan la mayoria de las eluciones

Figura 69: PAGE de luego de purificar P30L habiendo agregado urea a las soluciones del
muestras de P30L protocolo basal. "Pos." fue un control positivo del Ag y de la
purificada  segin el posicion a la que corrid. Este correspondio aun lisado de células que
protocolo basal, 2da y 3ra indujeron exitosamente.

calle. La ler calle es un
lisado de células que
indujeron exitosamente el
Ag La flecha roja indica
P30c.

Luego se prob6 agregar
urea a las soluciones de

purificacion acorde a lo

descripto en el punto 1.2.3.5. R

. s

en Materiales y Métodos. En Figura 71: PAGE de eluatos obtenidos luego de purificar P30L
agregando urea a las soluciones del protocolo basal y empleando una
la figura 70 se observan los columna de purificacion de 2,5 mL de volumen. "Pos." fue un control
positivo del Ag y posicion a la que corrio, fue un lisado de células que
resultados tras el nuevo  indujeron exitosamente

tratamiento, habiéndose
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obteniendo mayores cantidades del Ag, aunque ain con impurezas. La fraccion 500-1 fue la
unica que se pudo emplear tal como fue obtenida.

Finalmente, se utilizé una columna de purificacion de mayor volumen, 2,5 mL, por la
misma razon que con P30c. Los resultados fueron satisfactorios, como se observa en la figura 71
que corresponde a un PAGE de las eluciones obtenidas luego de una purificacion. Se obtuvieron
4 fracciones utiles (250-1, 250-2, 250-3 y 250-4) de 2,5 mL cada una, a diferencia de la anterior
purificacion donde s6lo se obtuvo 1 mL (la de 500-1). Finalmente, comparando la purificacion
final (figura 71) con la primera (figura 69), se logré mayor relacion de concentraciones
Ag/impurezas.

P30c requirid6 una purificacion mas compleja comparada con P30L para alcanzar la
eficiencia deseada. Contrariamente a P30L, P30c tuvo fusionada la proteina TrxA, proteina
recomendada por mejorar la solubilizacion, plegado y purificacion de las proteinas de interés
(Terpe, 2006; Serensen y Mortensen, 2005). En este caso ocurrié lo contrario, lo cual podria
deberse a que la secuencia por la que se unia a la columna de purificacion (la region de poli-
histidina) en P30c estuvo entre medio de dos proteinas, P30c y TrxA, pudiendo quedar

parcialmente oculta; contrariamente a P30L donde estuvo en un extremo del Ag.

2.1.4. Evaluacion de las diferentes secuencias de P30 mediante ELISAs

2.1.4.1. ELISA para deteccion de 1eG

Se realizaron ELISAs indirectos para deteccion de anticuerpos IgG especificos contra T.

gondii empleando como antigenos P30c y P30L. Se ensayaron 58 SIA, 58 SIC y 64 SIN. Las
D.O. promedios, los intervalos de las D.O. promedios con 90 % confianza y los diagramas de
dispersion se muestran en las figuras 72 y 73, para P30c y P30L, respectivamente. Con P30L, las
sefiales medias de los grupos resultaron en sentido creciente inverso a lo esperado. Cabe
mencionar que de los 8 autores que emplearon P30 para detectar IgG (tabla 1), 3 observaron que
el antigeno presentaba mayor reactividad con SIC que con SIA (Pfrepper y col., 2005; Santoro y
col., 1985; Selseleh y col., 2012a). En este trabajo, con P30c y P30L los SIN dieron el mayor
valor medio de D.O., indicando inespecificidad en la reaccion. Considerando los IC, no se pudo
asegurar con un 90 % de confianza que las sefiales de los grupos fueran diferentes dentro de cada
Ag, excepto para P30L entre SIA y SIN. Pero pudo asegurarse con igual grado de confianza que
todas las sefiales obtenidas con P30L fueron mayores que aquellas provenientes de P30c.
Considerando que los ELISAs de ambos antigenos fueron ensayados en idénticas condiciones,
esta diferencia podria corresponder a la mayor extension de P30L respecto a P30c, permitiéndole
tener algunos epitopes extra que, dado el aumento en la sefial de los tres grupos de sueros, serian

principalmente inespecificos.
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P30c- IgG
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Figura 72: D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto detectando IgG especifica, empleando el
antigeno P30c. Sobre cada grupo de sueros se indican las D.O. promedio y los intervalos de las D.O. promedio con
90 % de confianza. Los grupos SIN, SIC y SIA se representan con barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

P30L - IgG

3.5

1,93 1,81 1,61
1,78-2,08 1,66-1,96 1,46-1,76

0.5

ESIN ESIC mSIA Sueros

Figura 73: D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto detectando IgG especifica, empleando el
antigeno P30L. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedio y los intervalos de las D.O. promedio con 90 %
de confianza. Los grupos SIN, SIC y SIA se representan con barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

Se evaluo la capacidad para discriminar entre "SIA de SIC" y "SIP de SIN". La tabla 11
muestra los parametros de comparacion que se obtuvieron para cada tipo de discriminacion.
Observando los IC, P30c no diferencié mejor que el azar en ningtin caso. Ademas, con este Ag la
sensibilidad lleg6 hasta 15,5 % en "SIA contra SIC". Con P30L, los valores medios de areas bajo

las curvas ROCs dieron mayores que con P30c. Pero cabe senalar que si bien la diferencia entre
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. los SIA y los SIC fue mayor con P30L que
ELISA 1aG Proteinas
para g P30c P30L con P30c, la relacion se invirtio, es decir
Valor umbral 0,29 2,22 que en P30c SIA tuvo la mayor D.O. pero
Sensibilidad 15,5 80,4
SIA enSI. - 1, 2 con P30L fueron los SIP. Con ambos Ags
Especificidad 94,7 36,8
contra , . :
A VPP 74,8 55,6 los mayores valores de areas medias bajo
_VPN 52,4 52,3 las curvas ROC fueron en "SIP contra
Area bajo 0,504 0,576 ; i .,
la curva 0.414-0,594 | 0,487-0,664 SIN". Y segtn la clasificacion de Tape,
Valor umbral 0,74 2,10 todos estos ensayos fueron malos (Tape,
Sensibilidad 52,2 67,3
SIP : - 2013).
Especificidad 60,9 48,4 )
contra . .
SIN VPP 70,6 69,7 Nigro y col. también detectaron
_VPN 41,5 45,6 IgG ensayando una secuencia idéntica a
Area bajo 0,541 0,579
la curva 0.465-0,616 | 0,506-0,653 P30c y sus resultados tampoco fueron

Tabla 11: Parametros de la discriminacion entre los

. . . o
diferentes grupos mediante ELISA indirecto contra IgG satisfactorios, obteniendo 8,3 y 86,4 % de

especifica. Todos los valores son %, excepto las areas sensibilidad y especificidad,
bajo las curvas y los valores umbrales. En las areas bajo
las curvas se indican el valor medio y el IC, con una respectivamente (Nigro y col., 2003). En

confianza del 90 %. . ) )
el presente trabajo, se incorpord a esta

secuencia la proteina TrxA (a través del
cambio de vector) y se observo que la sensibilidad y especificidad mejoraron (tabla 11), aunque
los cambios no fueron suficientes como para lograr una buena diferenciacion entre las fases.
Nigro y col. también ensayaron una secuencia mas extensa que P30c, pero sus resultados
fueron alin peores que con la primera (Nigro y col., 2003). Pfrepper y col. también evaluaron
IgG con una secuencia semejante a la P30 larga empleada por Nigro y col. y obtuvieron la mejor
diferenciacion de todos los trabajos en los que se detectd IgG, 72,3 y 91,5 % de sensibilidad y
especificidad respectivamente, utilizando westernblot (Pfrepper y col., 2005). Estos resultados
no se pudieron atribuir al vector empleado. Nigro y col. emplearon el vector pQE que no agrega
proteina de fusion (Nigro y col., 2003) y Pfrepper y col. emplearon el vector pUC8 que sélo
agrega segmentos de [-galactosidasa (ver punto 1.1.2. en esta misma seccion; Pfrepper y col.,
2005). Aubert y Selseleh evaluaron una secuencia completa de P30 y sus resultados tampoco
fueron buenos, ya que obtuvieron 88y 73,2 % de sensibilidad y 4,8 y 24,8 % de especificidad,
respectivamente (Aubert y col., 2000; Selseleh y col., 2012a). Santoro y col. probaron una
proteina P30 purificada del parasito obteniendo resultados similares, 13 % de sensibilidad y 93
% de especificidad. (Santoro y col., 1985). Aratijo, Kotresha y Pietkiewicz, también realizaron
sus respectivos ensayos para la deteccion de IgG especifica con diferentes secuencias de P30
(figura 10), pero sin obtener resultados diferentes (tabla 1; Aratjo y Ferreira, 2010; Kotresha y

col., 2012; Pietkiewicz y col., 2004). Todos los trabajos citados evaluaron Ags que cubrieron la
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mayor parte de la secuencia de P30, excepto Nigro y Araujo (figura 10; Nigro y col., 2003;
Araujo y Ferreira, 2010), y todos tuvieron resultados similares, sin obtener buena discriminacion
entre las fases de infeccion de toxoplasmosis detectando anticuerpos IgG, excepto Pfrepper y col.
(tabla 1; Pfrepper y col., 2005).

La cantidad de sueros empleados en los distintos trabajos fue diversa, pero en la mayoria
los paneles superaron los 20 sueros, alcanzando las cantidades de 70 SIA y 74 SIC en el caso de
Selseleh y col. (tabla 1; Nigro y col., 2003; Pfrepper y col., 2005; Aubert y col., 2000; Selseleh y
col., 2012a; Santoro y col., 1985; Aratjo y Ferreira, 2010; Kotresha y col., 2012; Pietkiewicz y
col., 2004).

100 100 F
80 [ 80
60 |- 60 &
2 [ - A -
o B o -
240 D40
2 £ o -
2 E B -

S20F P30c 82T P30L

- SIA contra SIC - SIA contra SIC

O ||1]J(||llllll|]lll| 0 A TS T R W 0 1 L 0 |

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100 - especificidad 100 - especificidad

Figura 74: Curva ROC de la discriminacion entre Figura 75: Curva ROC de la discriminacion
"SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgG y entre "SIA y SIC" en ELISA indirecto

empleando P30c. detectando IgG y empleando P30L.
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Figura 76: Curva ROC de discriminacion entre
"SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando IgG
y empleando P30c.

Figura 77: Curva ROC de discriminacion entre
"SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando IgG
y empleando P30L.

Las curvas ROC obtenidas para cada clase de discriminacion se muestran en las figuras
74 y 76 para P30c y en las figuras 75 y 77 para P30L; diferenciando "SIA de SIC" y "SIP de

SIN", respectivamente. Aqui también se evidencid el mal desempefio de los Ags. Por esta
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dificultad para diferenciar las fases de la infeccion en estos ensayos, Selseleh y col. no proponen
este Ag como marcador de fases de la infeccion (Selseleh y col., 2012a). Correspondiéndose con
nuestros resultados, donde P30 obtuvo mayores valores puntuales de areas bajo las curvas en

"SIP contra SIN" en vez de "SIA contra SIC".

2.1.4.2. ELISA para deteccion de IgA

Se realizaron ELISAs indirectos para deteccion de anticuerpos IgA especificos contra T.

gondii empleando como antigenos P30c y P30L. Se ensayaron 29 SIA, 41 SIC y 40 SIN. Las
D.O. promedio, los intervalos de las D.O. promedio con 90 % de confianza y los diagramas de
dispersion se muestran en las figuras 78 y 79, para P30c y P30L respectivamente. S6lo P30L
ofrecio valores medios de D.O. en el orden creciente esperado (SIA > SIC > SIN). Aun asi, con
cada Ag no se pudo asegurar con significancia estadistica, que las D.O. de los grupos fueron
diferentes. Si se pudo asegurar con 90 % de confianza que los sueros ensayados con P30L dieron
mayores sefiales que con P30c. Al igual que con IgG, esta diferencia de reactividades podria
atribuirse a la mayor extension de P30L respecto a P30c, permitiéndole tener epitopes extras, en

este caso, aparentemente especificos.

P30c-IgA
3,5
3
2,5
0,92 0,77 0,94
, 0,84-1,00 JJ,67-U,87 0,74-1,14
o)
]
1,5
1
0,5
| 1
ESIN mSIC mSIA Sueros

Figura 78: D.O. para todos los sueros ensayados en ELISA indirecto detectando IgA especifica, empleando el
antigeno P30c. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedio y los intervalos de las D.O. promedios para 90
% de confianza. Los grupos SIN, SIC y SIA se representan con barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

117



Costa, Juan Gabriel

-2014 -

P30L - IgA
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Figura 79: D.O. para todos los sueros ensayados en el ELISA indirecto detectando IgA especifica, empleando el
antigeno P30L. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedio y los intervalos de las D.O. promedio con 90 %
de confianza. Los grupos SIN, SIC y SIA se representan con barras color azul, rojo y verde, respectivamente.

Se evalu6 la capacidad para

discriminar "SIA de SIC" y "SIP de SIN".
La tabla 12 muestra los parametros de
comparacion  para cada tipo de
discriminacion. Diferenciando entre SIA
de SIC, P30L produjo mayor area bajo la
curva ROC que P30c. Pero para
diferenciar SIP de SIN, fue lo contrario.
El mayor valor de area bajo la curva ROC
fue con P30c en "SIP contra SIN".
Nuevamente, los IC de las areas de todas
las diferenciaciones se superpusieron
entre si, por lo que no se pudo asegurar
con 90 % de confianza que sean
diferentes. Segtin la clasificacion de Tape,
los ensayos de "SIA contra SIC" con
P30L y "SIP contra SIN" con P30c,

dieron débiles (Tape, 2013).

Proteinas
ELISA para IgA
para 19 P30c P30L
Valor umbral 0,59 1,50
SIA Sensibilidad 79,3 483
Especificidad 40,0 82,9
contra
sIC VPP 48,9 66,6
VPN 72,7 69,4
Area bajo 0,570 0,641
la curva 0,454-0,686 | 0,531-0,752
Valor umbral 0,66 1,38
Sensibilidad 53,6 429
SIP P
Especificidad 75 75
contra
SIN VPP 78,7 75
VPN 48,4 429
Area bajo 0,65 0,565
la curva 0,562-0,738 | 0,474-0,656

Tabla 12: Parametros de la discriminacion entre los
diferentes grupos mediante ELISA indirecto contra IgA
especifica. Todos los valores son %, excepto las areas bajo
las curvas y los valores umbrales. En las areas bajo las
curvas se indican el valor medio y el IC, con una confianza
del 90 %.
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Los resultados con P30L fueron mejores que los obtenidos por Pfrepper y col., quienes
ensayaron la secuencia mas parecida a este Ag mediante westernblot, detectando IgA con 102
SIA y 71 SIC. Obtuvieron 2,9 y 100 % de sensibilidad y especificidad, respectivamente. Pero
nuestros resultados dieron muy inferiores a los obtenidos por Aratjo y Decoster. Aralijo y
Ferreira obtuvieron 92 y 97,6 % de sensibilidad y especificidad, respectivamente, mediante
ELISA indirecto ensayando un pequeiio péptido de P30 (Araujo y Ferreira, 2010). Y Decoster y
col. ensayaron en dos trabajos mediante ELISA doble Sandwich una proteina P30 purificada de
T. gondii, obteniendo 100 % de sensibilidad y especificidad (Decoster y col., 1988 y 1992).

Las curvas ROC para cada clase de discriminacion se muestran en las figuras 80 y 82

para la P30c y en las figuras 81 y 83 para la P30L; diferenciando "SIA de SIC" y "SIP de SIN"

respectivamente.
100 | 100 |
80 |- 80 -
60 60 |-
o E i
S 40 [ g 40
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2 20k 8 20F
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Figura 80: Curva ROC de discriminacion entre Figura 81: Curva ROC de discriminacion entre
"SIA y SIC" en el ELISA indirecto para "SIA y SIC" en el ELISA indirecto para
detectar IgA empleando P30c. detectar IgA empleando P30L.
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Figura 82: Curva ROC de discriminacion Figura 83: Curva ROC de discriminacion entre
entre "SIP y SIN" en ELISA indirecto para "SIP y SIN" en ELISA para detectar IgA
detectar IgA empleando P30c. empleando P30L.

2.1.4.3. Comparacion entre iInmunoensayos:
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P30L siempre ofrecid mayores areas medias bajo las curvas ROC que P30c, excepto para
diferenciar SIP de SIN con IgA. P30L también gener6 siempre mayores D.O. que P30c, que se
correspondi6é con que tuvo una secuencia mas extensa, pudiendo dar lugar a mas epitopes que
P30c. Si bien los procesos de purificacién de cada secuencia no fueron iguales, no hubo
diferencia en la aplicaciéon de compuestos caotropicos que desnaturalicen las proteinas. A su vez,
P30c, tuvo una proteina de fusion y P30L no; pero esta proteina de fusion no tuvo reactividad
contra los SIP (ver Anexo B), por lo que tampoco se podria atribuir la mayor reactividad a la
TrxA. Segun los ensayos con IgG, los epitopes extras de P30L serian epitopes inespecificos pero
segin los ensayos con IgA, serian epitopes especificos. Para un mismo epitope no hay
especificidad de isotipos de Acs (ver punto 1.5. de la Introduccién), por lo tanto es probable que
esta region extra que tuvo P30L tenga epitopes tanto especificos como inespecificos.

La region de la secuencia en que se diferenciaban ambos antigenos fue entre las
posiciones de AAs 75 y 170. Observando los IC, s6lo se pudo afirmar con 90 % de confianza,
que las discriminaciones superiores al azar fueron las de "SIP de SIN" con P30L detectando IgG;
y las de "SIA de SIP" con P30L y "SIP de SIN" con P30c detectando anticuerpos IgA.

Nigro y col., que trabajaron con dos secuencias diferentes al mismo tiempo, detectaron
unicamente anticuerpos IgG. Su secuencia mas corta (idéntica a P30c) obtuvo mejores resultados
que la mas larga, pero aln asi las reactividades de ambas secuencias fueron escasas (tabla 1;
Nigro y col., 2003). En nuestro trabajo se le cambid el vector a la secuencia mas corta, P30c,
pero no se pudo obtener una buena discriminacion entre las fases.

Diferenciando los estadios de la infeccion, la deteccion de IgA generd areas bajo las
curvas ROC superiores que cuando se detectaba IgG, en coincidencia con la bibliografia.
Pfrepper y col. fueron los unicos autores que obtuvieron resultados satisfactorios detectando IgG
(Pfrepper y col., 2005). Los demas autores tuvieron escasa discriminacion entre las fases
empleando este isotipo (Aratjo y Ferreira, 2010; Aubert y col., 2000; Kotresha y col., 2012;
Nigro y col., 2003; Pietkiewicz y col., 2004; Santoro y col., 1985; Selseleh y col., 2012a). Al
analizar la tabla 1, se evidencid que con P30 (SAG1) solo los ensayos para detectar los isotipos
IgM e IgA tuvieron sensibilidades y especificidad superiores a 90 % (cuadros marcados en color
gris). Otro dato interesante, fue que en todos esos trabajos se emple6 P30 purificada del parasito
(Cesbron y col., 1985; Decoster y col., 1988 y 1992; Santoro y col. 1985), excepto el de Aratjo y
Ferreira, que utilizé un péptido sintetizado quimicamente (Aratjo y Ferreira, 2010). Debido a la
mayor reactividad que se ha informado con el isotipo IgG hacia SIC respecto a los SIA para P30,
en varios trabajos, Selseleh y col. propusieron que esta proteina podria seguir expuesta al sistema

inmune aun en la fase cronica (Selseleh y col., 2012a). Esta hipotesis cobra fuerza cuando se
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observa que este Ag discrimina entre las fases solamente al detectar IgA o IgM, isotipos que son
mas especificos de fase aguda.

En este trabajo, no se evalué P30 con IgM debido a los resultados poco satisfactorios que
se obtuvieron en la deteccion de los otros isotipos de Acs con este antigeno.

Beghetto y Pfrepper analizaron el desarrollo de avidez con algunos sueros hacia este Agy
obtuvieron resultados prometedores (Beghetto y col., 2003; Pfrepper y col., 2005). Pero
comparando en nuestros ensayos las D.O. de los SIN con los otros 2 grupos en IgG, las sefiales
tuvieron IC superpuestos, indicando falta de especificidad en la reaccion. Esta observacion
también desalent6 llevar adelante la evaluacion de la avidez de anticuerpos IgG hacia P30.

Detectando anticuerpos IgG se alcanz6 una sensibilidad de 80,4 % y una especificidad de
36,8 % empleando P30L para diferenciar SIA de SIC. Resultados similares o apenas superiores a
los otros trabajos que detectaron IgG, excepto al de Pfrepper y col. quienes obtuvieron una mejor
discriminacion (Pfrepper y col., 2005).

Al detectar anticuerpos IgA se alcanzo6 una sensibilidad de 48,3 % y una especificidad de
82,9 % empleando P30L para diferenciar SIA de SIC. Estos parametros fueron de menor calidad
que los obtenidos por todos los autores, exceptuando a Pfrepper y col. (Pfrepper y col., 2005).

Todas las proteinas recombinantes de P30 dieron resultados cuyas sensibilidades y
especificidades en promedio no alcanzaron el 90 %, excepto las de Jalallou y col. (tabla 1;
Jalallou y col., 2012). En general, no se expresaron regiones muy diferentes entre si (figura 10).
Contrariamente, todas las proteinas purificadas del parasito dieron buenos resultados (Cesbron y
col., 1985; Decoster y col., 1988 y 1992; Santoro y col. 1985). Esto sefiala un problema de
pérdida de antigenicidad en el proceso de obtencion de P30 recombinante. P30 es un Ag cuyos
epitopes son principalmente conformacionales, muchos de los cuales probablemente se pierdan
al no poder replicarse la estructura nativa de la proteina durante el proceso de solubilizacion
(Burg y col., 1988; Velge- Roussel y col., 1994; Nigro y col.; 2003). Selseleh y col. describieron
que el vector de expresion es muy influyente en la solubilidad de P30 y plantearon que la perdida
de los epitopes estructurales sucede inmediatamente al obtener la proteina insoluble (Selseleh y
col., 2012a). En consecuencia, las escasas diferenciaciones entre las fases de infeccion que se
pudieron observar empleando P30, podrian atribuirse principalmente a los epitopes lineales. Por
todo esto, varios autores afirmaron que la expresion de P30 en células bacterianas no generaria
buen plegamiento, lo cual sugeriria la clonacion de P30 en levaduras (Meek y col., 2003; Burg y
col., 1988; Makioka y Kobayashi, 1991).

En el presente trabajo se agrego6 urea durante la purificacion, compuesto que puede alterar
las conformaciones de las proteinas. Las concentraciones de urea se diluyeron entre 10 y 100

veces (segun la concentracion de la fraccion de la que se partia) durante la sensibilizacion de las
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placas de ELISA, proceso en el cual se podria esperar que la proteina adquiera su conformacioén
mas estable. Pero considerando las complicaciones particulares de P30 para el correcto plegado
del Ag, es probable que este agregado de urea también haya favorecido la perdida de

antigenicidad.

2.2. Bioinformatica

Si bien no se obtuvieron resultados satisfactorios en la discriminacién de las fases de
infeccion de toxoplasmosis, se realizd un analisis empleando herramientas in silico y mediante la
amplia informacion bibliografica que hay sobre P30. El objetivo de esto fue principalmente
definir con mayor precision las regiones antigénicas de la proteina y avanzar en la interpretacion
de los resultados obtenidos. Para este estudio se empled la secuencia aminoacidica completa de

336 AAs de la proteina P30:

MSVSLHHFIISSGFLTSMFPKAVRRAVTAGVFAAPTLMS
FLRCGVMASDPPLVANQVVTCPDKKSTAAVILTPTENHFTLKC
PKTALTEPPTLAYSPNRQICPAGTTSSCTSKAVTLSSLIPEAEDS
WWTGDSASLDTAGIKLTVPIEKFPVTTQTFVVGCIKGDDAQSC
MVTVTVQARASSVVNNVARCSYGADSTLGPVKLSAEGPTTMT
LVCGKDGVKVPQDNNQYCSGTTLTGCNEKSFKDILPKLTENP
WQGNASSDKGATLTIKKEAFPAESKSVIIGCTGGSPEKHHCTYV
KLEFAGAAGSAKSAAGTASHVSIFAMVIGLIGSIAACVA

2.2.1. Analisis de secuencia
Primero se procedié a estudiar la secuencia primaria con diferentes programas: Pfam,

InterproScan, SMART, PSIpred y FPScan. Los datos obtenidos fueron utilizados para construir
el modelo estructural de P30 y para inferir informacion sobre la antigenicidad.

El programa Pfam encontr6é 2 dominios SRS como los observados en P22 (en el punto
1.2.1. de esta misma seccién se los describe). Uno fue desde la posicion aminoacidica 55 a 176 y
el otro desde la 185 hasta la 300 (figura 84). El primer

dominio abarcé en su totalidad la secuencia en la que

se diferenci6 P30c y P30L. El segundo dominio esta S SRS - 3N SRS K

incluido completamente dentro de P30c. El programa
Figura 84: Esquema de los dominios SRS

sefiald 6 cisteinas en cada uno de estos dominios, las encontrados por el Pfam en P30.
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cuales forman puentes disulfuro
entre si del siguiente modo: 1ra-6ta,
2da-5ta y 3ra-4ta, en orden de
aparicion. P30 tendria 2 dominios
SRS a través de los cuales formaria
puentes disulfuros. También indicd
que P30 forma un homodimero,
correspondiendo con la informacion
bibliografica (Selseleh y col,
2012a; Aragjo y Ferreira, 2010; He
y col., 2002).

Empleando una aplicacion
del programa PSIpred se predijeron
las estructuras secundarias a partir
de la estructura primaria, para
correlacionar con la estructura
tridimensional que se construy6. En
la figura 85 se muestran las
predicciones obtenidas.
Aparentemente, la secuencia de P30
que se empled tiene 2 hélices a,
una al principio y otra al final de la
secuencia. Luego, utilizando los
subprogramas del PSlpred,
MENSAT-SVM y MENSAT3, se
predijeron un péptido senal ubicado
entre las posiciones de AAs 1 a 40
y una region transmembrana en la
posicion del AA inicial 314-316 y
posicion del AA final 333-334 (las
posiciones exactas varian

dependiendo del subprograma que
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Figura 85: Estructuras secundarias de P30 predichas por el PSlpred.
Donde Conf: confianza, Pred: prediccion (C: cola, H: hélice o y E: Hoja

plegada B).

se considere). Antes de unirse al GPI, P30 se encuentra en la superficie del parasito anclada a

través del péptido carboxi terminal que atraviesa la membrana plasmatica. Luego, la proteina se
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ancla al gluco-fosfolipido. En algunas cepas, el péptido carboxi terminal no es eliminado y se
mantiene unido a la membrana (Kato y col., 2007).

El programa FPScan encontr6 una huella perteneciente a los Ags de superficie del
parasito T. gondii, detallada en la figura 86. La huella estuvo compuesta por 8 motivos de
extensiones variables, entre 11 y 20 AAs, y a su vez 2 de ellos repetidos en la proteina (los
nimeros 2 y 7). En la figura, la altura de cada motivo indico el porcentaje de identidad de
secuencia. Casi todos ellos se encontraron dentro de las regiones correspondientes a los SRS,
excepto el numero 3 que se encontrd en la secuencia intermedia entre los 2 SRS, y con un alto
porcentaje de identidad de secuencia. Se aprecié que dentro de cada domino SRS repetido hubo
diferentes motivos, indicando la variabilidad de las secuencias y disminuyendo la posibilidad de

que haya epitopes repetidos entre los dominios.
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Figura 86: Motivos de la huella que FPScan encontré dentro de la secuencia de P30. En el eje X se esquematiza la
estructura primaria. El eje Y se divide en los 8 motivos encontrados, sefialando con la barra amarilla la posicion
en la estructura primaria. La altura de esta barra indica el porcentaje de identidad de secuencia con la proteina en
estudio.
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SMART detect6é un dominio repetido 2 veces en la secuencia, uno ubicado entre los AAs
53 y 164 y el otro entre los AAs 183 y 288. Sus posiciones fueron similares a los dominios SRS
definidos por el Pfam, por lo que se infirid que hizo referencia a esos mismos.

El programa InterProScan encontré los mismos dominios que el Pfam y el FPScan. Los
SRS los definiéo mediante 3 subprogramas diferentes que difirieron ligeramente en las posiciones
iniciales y finales de los mismos. También encontrd una secuencia péptido sefial ubicada entre la
posicion del AA 1 hasta la del 47.

En funcion de los resultados de los programas, se podria afirmar que la secuencia péptido
sefial comienza en la posicion aminoacidica 1 y termina entre la 40 y 47, coincidente con Kato y
col. quienes mediante otro programa predijeron que se encontraba entre los AAs 1 a 46 (Kato y
col., 2007).

La region que no se clond en este trabajo fue la ubicada entre los aminoacidos 1 a 75,
region que contiene al péptido sefial y solamente entre 10 y 20 AAs (dependiendo del programa

que se considere) del dominio SRS.

2.2.2. Busqueda de las estructuras patrones para modelado
Si bien hay una secuencia de P30 cuya estructura tridimensional fue resuelta (He y col.,

2002), ésta no tuvo exactamente la misma secuencia que la empleada en este trabajo, difiriendo
principalmente en las regiones amino y carboxi terminal. Como las variaciones en las secuencias
indican diferencias en las conformaciones, se procedié a modelar la secuencia completa de P30.
Empleando el programa Swiss-Model se buscaron estructuras patrones que sirvan como
base del modelado. El resultado arrojado fue la P30 cuya estructura ya fue determinada por
difraccion de rayos X (figura 9, archivo PDB: 1kzqB), con una identidad de secuencia de 75,3 %
con la secuencia a modelar. También se encontrd la misma estructura cuando se buscé moldes
para P22 (ver punto 1.2.2. en esta misma seccidon). No se buscod moldes por threading porque el

encontrado mediante homologia, tuvo un alto porcentaje de identidad de secuencia.

2.2.3. Modelado molecular
Empleando el programa Modeller y como molde la proteina P30, se obtuvieron 5

modelos estructurales de la secuencia completa de P30. En paralelo se obtuvieron 5 modelos mas
utilizando el programa de red I-TASSER. El primer modelo de este ultimo tuvo el mejor valor de
ANOLEA. Se observdo que el molde escogido por [-TASSER para construir las nuevas
estructuras fue el mismo archivo que el utilizado por Modeller (archivo PDB: 1kzqB). Por lo

tanto, se eligio la primera estructura resultado del I-TASSER para seguir trabajando.
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Figura 87: Diferentes perspectivas del modelo final de la estructura terciaria de P30. Codigo de colores de las estructuras

secundarias: hélice a: purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada f3: amarillo, loop: cian y coil: verde.
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Empleando el programa Swiss-PDB Viewer se generaron los 6 puentes disulfuros
sefialados por el Pfam (ubicados en los AAs: 60-82, 102-110, 161-170, 190-215, 230-238 y 285-
295) y se realiz6 una minimizacion de energia de interaccion de la estructura de 66 pasos.

Con el programa LOBO se ajustaron los loops ubicados en las posiciones 1 a 10, 26 a 40
y 302 a 319, observando mejoras locales segun Verify3D y mejoras globales segin ANOLEA.
Finalmente, se realiz6 otra minimizacion de energia de interaccion de 134 pasos con Swiss-PDB
Viewer.

Una vez obtenido el modelo final, se lo volvi6 a evaluar con los programas ANOLEA y
Verify3D. El valor Z de energia normalizada fue 6,17 E/kT y el 94,95 % de la secuencia tuvo un
valor mayor a 0,15, respectivamente. Comparado con la prediccion de estructuras secundarias
del PSIpred, fue similar excepto por varios pequefios giros de hélices que tiene el modelo final,
alejados de los extremos en la estructura primaria.

En la figura 87 se muestran diferentes perspectivas del modelo final obtenido.
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Figura 88: Mapa de Ramachandran del modelo final obtenido para P30. Esta dividido en 4 submapas
segun los grupos de AAs que se consideren. Los puntos rojos fueron los AAs que se ubicaron en zonas
del mapa prohibidas.
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Mediante el programa Rampage se construyd el mapa de Ramachandran de la estructura
final (Lovell y col., 2002) que se muestra en el figura 88. Se aprecié que solamente 3 prolinas, 3
AAs anteriores a prolinas y 8 AAs del resto de la estructura tuvieron angulos diedros poco
comunes (Ramachandran y col., 1963), encontrandose en zonas prohibidas del mapa (puntos
rojos). Fueron 14 AAs en total, que representan solo el 4,16 % de la proteina, porcentaje inferior
al maximo aceptado en la bibliografia (Danishuddin y col., 2011).

La estructura tridimensional de P30 se pudo dividir en 2 dominios estructurales, cada uno
de los cuales estuvo constituido principalmente por una hoja plegada 3 (figura 87). Las mismas

conclusiones fueron obtenidas con la estructura nativa de P30 (Graille y col., 2005).

2.2.4. Ubicacion de regiones en la estructura conformacional de P30
En las figuras 89 y 90 se indican las regiones de P30c y P30L (respectivamente) sobre la

estructura de P30, sefialando en color negro las estructuras que no constituyeron los Ags. Se
observo que P30c fue casi exclusivamente un dominio estructural. A su vez, en P30L hubo un
dominio estructural completo, el mismo que en P30c, pero faltaron secuencias que pertenecieron
al otro dominio estructural, lo cual podria haber dificultado el plegamiento correcto del mismo.
También se aprecid que en el extremo carboxi terminal se definié una hélice alfa (color ptrpura)
que comenzd en la posicion del AA 320. El PSIpred predijo que la secuencia transmembrana
comienza entre las posiciones de AAs 314 y 316. Esta es la region que estaria introducida en la
membrana citoplasmatica del parasito y por la cual estd anclada la proteina inicialmente (Mineo
y Kasper, 1994).

En la figura 91 se muestran los dominios SRS sobre la estructura tridimensional de P30.
Puede apreciarse claramente que cada dominio SRS se encuentra sobre un dominio estructural
distinto.

Finalmente se buscaron todos los AAs que estuvieron expuestos en la superficie,
empleando el programa Swiss-PDB Viewer. Para el analisis se empled la estructura de P30
cristalizada, excepto para las regiones amino y carboxi terminal en cuyo caso se empled el
modelo que se construyd. El motivo de ello fue que la estructura modelada no formo el complejo
homodimérico, que es conocido que in Vvivo si sucede (Selseleh y col., 2012a; Araujo y Ferreira,
2010), y que la interaccion entre los mondémeros disminuye la region expuesta a la superficie
para interactuar con Acs en cada uno. Las secuencias encontradas estuvieron ubicadas en las
posiciones de los AAs 1 a 7,12 a 53,59 a 74,81 a 156, 163 a 168, 173, 179 a 208, 217 a 263,
268 a 280, 289 a 292 y 298 a 336. En la figura 92 se muestran las regiones expuestas sobre la
superficie (en color anaranjado) sobre un esquema representativo de la estructura primaria de

P30. Se pudo observar que no hubo regiones extensas sin ningun AA expuesto sobre la
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superficie. La figura 93 muestra la estructura conformacional de P30 sefialando en color gris los

AAs que no se encontraron en la superficie.

Figura 89: Se indica en color negro las regiones que no pertenecieron a P30c. Cédigo de colores de las
estructuras secundarias: hélice a.: purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada f: amarillo, loop: cian y coil: verde.

Figura 90: Se indican en color negro las regiones que no pertenecieron a P30L. Coédigo de colores de las
estructuras secundarias: hélice a.: purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada f: amarillo, loop: cian y coil: verde.
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Figura 91: Dominios SRS ubicados sobre la estructura tridimensional de P30, en color verde. Codigo
de colores de las estructuras secundarias: hélice a: purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada f:
amarillo, loop y coil: cian.

N Cc

Figura 92: regiones expuestas sobre la superficie en color anaranjado, sobre un esquema representativo de la estructura primaria
de P30

Figura 93: Regiones expuestas sobre la superficie. En color gris estan las regiones ocultas. Codigo de
colores de las estructuras secundarias: hélice a: plrpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada : amarillo,
loop: cian y coil: verde.
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2.2.5. Informacioén bibliografica experimental sobre ubicacidon de epitopes

2.2.5.1. Epitopes de fase aguda de la infeccion: Segin varios autores, un antigeno es de fase

aguda cuando so6lo se expresa en el patdgeno en este estadio de la infeccion, es decir que la
proteina s6lo se encuentra presente cuando T. gondii esta en la forma de taquizoito (Lu y col.,
2006; Aubert y col., 2000; Beghetto y col., 2003; Béla y col., 2008). Por lo expresado, en el
presente trabajo se considerd que dentro de una misma proteina no hay epitopes de fase aguda o
de fase cronica, ya que los epitopes no poseen caracteristicas que los diferencien como de una
fase u otra. Es propiamente la proteina la que se clasifica en funcién de su presencia en cada
estadio. A pesar de esto, una proteina de fase aguda deberia reaccionar también con SIC, ya que
el sistema inmune de individuos con infeccion cronica fue estimulado contra esos Ags en la
etapa aguda y es esperable que persista una memoria inmunologica. Sin embargo, como la
exposicion a los mismos no se mantiene en la fase cronica, la reactividad deberia ser menor en
esta ultima etapa. Por lo expuesto, realizar un mapeo de epitopes en una proteina de fase aguda
con SIN versus SIP o SIC también aportaria informacion sobre la ubicacion de epitopes tutiles en

el diagndstico diferencial de las fases de la infeccion.

De todos los Ags de T. gondii, P30 fue el mas estudiado por otros autores. Una clase de
estudio que se le realizo, fue el mapeo antigénico. Este se ha desarrollado dividiendo la proteina
en numerosos péptidos superpuestos o no, pero que entre todos abarcaron la secuencia completa
de la proteina. Luego se estudié la reactividad de los péptidos frente a sueros de individuos
infectados con toxoplasmosis, generalmente detectando anticuerpos IgG, y se observo cuales
presentaron mayor sefial. Las reactividades de la mayoria de los péptidos individuales fueron
bajas o nulas. Pero aquellos que presentaron las mayores sefiales, correspondieron a regiones
donde se ubicaban 1 o 2 epitopes lineales. A continuacion se citan los autores que realizaron
estos estudios detallando las regiones antigénicas que encontraron (las posiciones de AAs de los
péptidos encontrados, donde las regiones extensas fueron varios péptidos contiguos que
presentaron reactividad) y la procedencia de los sueros que utilizaron para sus analisis:

Kato y col.: 48 a 136, 146 a 164 y 301 a 336; en sueros de ratones (Kato y col., 2007).

Maksimov y col.: 61 a 80 y 315 a 336; en sueros humanos (Maksimov y col., 2012).

Siachoque y col.: 101 a 120, 181 a 200 y 281 a 320, en sueros de ratones (Siachoque y
col., 20006).

Cardona y col.: 241 a 280 y 301 a 320; en sueros humanos (Cardona y col., 2009).
Wang y col.: 106 a 120, 166 a 180, 289 a 300, 313 a 332; en sueros de cerdos (Wang y
col., 2013).
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Paralelamente, Graille y col. definieron un epitope estructural, a partir de un complejo
cristalizado, entre P30 y un Ac monoclonal. El epitope estuvo constituido por los AAs ubicados
en las posiciones 85 a 87, 89, 91, 92, 95, 98, 100, 109 a 115 y 162 a 164. Inclusive constataron
como ese Ac monoclonal bloqueaba la interaccion del Ag con Acs de sueros de pacientes con
toxoplasmosis. La sefial disminuy6 tanto que afirmaron que ese epitope es inmunodominante
(Graille y col., 2005).

También cabe detallar el trabajo de Kato y col. Ellos dividieron P30 en 20 péptidos y
observaron la reactividad de ellos contra Acs de sueros de ratones infectados con diferentes
cepas de Toxoplasma gondii. Descubrieron que diferentes cepas generaron reactividades contra
distintas regiones, varias no polimorficas. Una de las regiones antigénicas que encontraron fue la
carboxi terminal (region en la posicion de AAs 301 a 336; Kato y col., 2007).

En la mayoria de las cepas, la region carboxi terminal es escindida en la posicion del AA
310 antes de que se ancle la proteina al GPI (Mineo y Kasper, 1994; Kato y col., 2007), region
que tampoco se encontro en la estructura de P30 determinada experimentalmente (He y col.,
2002). A pesar de ello, esta region carboxi terminal mostré reactividad en casi todos los trabajos
de mapeo antigénico (Kato y col., 2007; Maksimov y col., 2012; Siachoque y col., 2006;
Cardona y col., 2009; Wang y col., 2013), corroborando su presencia en la superficie del parasito

y exposicion al sistema inmune, después de ser escindida.

2.2.6. Prediccion de epitopes
Para predecir epitopes lineales se defini6 un puntaje antigénico minimo de 1 en el

programa AAPPred, encontrando de tal manera los epitopes ubicados entre las posiciones de
AAs 201 a 218, 239 a 262 y 278 a 285 (figura 94); siendo el primero el que obtuvo el mayor
puntaje. En la figura 95 se muestran la ubicacion de los epitopes (en color rojo) en la estructura
de P30. Los tres epitopes se encontraron en 1 de los 2 dominios estructurales, el préximo al

extremo carboxi terminal y que fue completamente abarcado tanto por P30c como por P30L.

N N N N c

Figura 94: Esquema de la ubicacion de los epitopes lineales en la estructura primaria de P30.

Mediante el modelo tridimensional de P30 y empleando el programa Discotope se
predijeron los AAs antigénicos de epitopes estructurales de linfocitos B. Estos AAs estuvieron
ubicados en las posiciones: 60 a 65, 83 a 84, 107, 108, 135, 137, 138, 163 a 169, 205, 206, 216,
260 a 262, 272, 290, 291 y 303 a 310 (figuras 96 y 97). Si bien el programa no los agrup6 en

epitopes estructurales, espacialmente se los pudo agrupar facilmente en 3 epitopes (figura 97).
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Uno de ellos, (posiciones: 60 a
65, 83 a 84, 107, 108, 135, 137,
138 y 163 a 169) se encontrd
aproximadamente en la region
del epitope estructural hallado
por Graille y col., coincidiendo
exactamente s6lo los AAs 163 y

164 (Graille y col., 2005).

Figura 95: Ubicacion de los epitopes lineales en la estructura terciaria de P30,
secuencias color rojo encerradas en negro. Codigo de colores de las estructuras
secundarias: hélice a purpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada (: amarillo, loop:
cian y coil: verde.

N 1 I Il i Ll 1] i c

Figura 96: Esquema de la ubicacion de los epitopes estructurales en la estructura primaria de P30.

Figura 97: Ubicacion de los epitopes estructurales en la estructura terciaria de P30, secuencias color
rojo encerradas en elipses negras. Codigo de colores de las estructuras secundarias: hélice o.: purpura,
hélice 3-10: azul, hoja plegada [3: amarillo, loop: cian y coil: verde.
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2.2.7. Consenso sobre la ubicacion de los epitopes
En funcién de los analisis in silico, de los datos experimentales y principalmente de la

informacion bibliografica; se definieron regiones antigénicas, donde cada una incluy6 varios
epitopes hallados experimentalmente. En la figura 98 se presenta un esquema de la ubicacion de
los epitopes definidos experimentalmente, predichos y de otras regiones de interés para ubicarlos
sobre la estructura primaria de P30: los dominios SRS (SRS), las regiones expuestas sobre la
superficie (Superficie), los epitopes lineales predichos (E. lineales), los epitopes estructurales
predichos (E. estructurales), la secuencia de P30c (P30c), la secuencia de P30L (P30L) y los
epitopes hallados experimentalmente por: Kato y col. (Kato y col.; Kato y col., 2007), Maksimov
y col. (Maksimov y col.; Maksimov y col., 2012), Siachoque y col. (Siachoque y col.; Siachoque
y col., 2006), Cardona y col. (Cardona y col.; Cardona y col., 2009), Wang y col. (Wang y col.;
Wang y col., 2013) y Graille y col. (Graille y col.; Graille y col., 2005). En el esquema se sefiala

aproximadamente mediante un recuadro rojo las 2 regiones antigénicas encontradas.

C
c
i I
N pElineates il c
N} E. Estruciuralas. | | 1] i i 1 M) G | c
P30c
N
N} P30L
Kato y col.
N
ik Maksimov y ¢
N:Slc:choque,- y ¢ol. -
- Cardona y cal.
- Wang y col. = -
N} Graille y col. T | il

, L] L] L] 1 C
0 100 200 300 336

N

Figura 98: Esquema donde se muestran en color verde claro la ubicacion de los dominios SRS (SRS); en color anaranjado las
regiones expuestas sobre la superficie (Superficie); en color azul la secuencia expresada de P30c (P30c); en color verde oscuro la
secuencia expresada de P30L (P30L); en color rojo los epitopes lineales predichos (E. lineales) y estructurales predichos (E.
estructurales) y también se muestran en color rojo los epitopes descubiertos por: Kato y col. (Kato y col., 2007), Maksimov y col.
(Maksimov y col., 2012), Siachoque y col. (Siachoque y col., 2006), Cardona y col. (Cardona y col., 2009), Wang y col. (Wang y
col., 2013) y Graille y col. (Graille y col., 2005). En la ultima linea se sefialan las posiciones de AAs de P30 completa. Los
rectangulos transparentes con bordes color rojo muestran aproximadamente las regiones antigénicas.

Si bien P30 tuvo el mismo dominio SRS repetido dentro de su secuencia, cada cual
conform6é un dominio estructural distinto (figuras 91). Ademas, no presentaron los mismos

epitopes (figura 98). Es decir que los mismos dominios presentaron gran disparidad en su
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secuencia, en concordancia con los resultados encontrados por el programa FPScan, cuando
sefialo diferentes motivos en cada dominio.

Reqidén antigénica I: Fue la region entre las posiciones de AAs 60 a 180, mostrada en la

figura 99. Puede apreciarse que practicamente abarcd un dominio completo de los dos dominios
estructurales. Incluy6 casi toda la region del primer SRS, todo el primer epitope estructural
predicho (entre las posiciones de AAs 60 a 169) y la secuencia completa en que difirieron P30c
de P30L (entre las posiciones de AAs 75 y 170). Esta region fue definida principalmente por los
siguientes epitopes determinados experimentalmente: 2 por Kato y col. (el completo entre las
posiciones de AAs 146 a 164; Kato y col., 2007), 1 por Maksimov y col. (entre las posiciones de
AAs 61 a 80; Maksimov y col., 2012), 1 por Siachoque y col. (entre las posiciones de AAs 101 a
120; Siachoque y col., 2006), 2 por Wang y col. (entre las posiciones de AAs 106 a 120y 166 a
180; Wang y col., 2013) y el tnico epitope estructural determinado por Graille y col. (entre las
posiciones de AAs 85 y 164; Graille y col., 2005). La region fue determinada por el AA inicial
del epitope estructural predicho y el AA final del epitope definido por Wang y col. Posiblemente,
¢ésta sea la region antigénica que origind que P30L tuviese D.O. mayores que P30c. Tal vez, si el
dominio estructural donde se encontraba hubiese estado completo, los epitopes conformacionales
habrian adquirido las disposiciones espaciales correctas y P30L hubiese diferenciado mejor entre
las fases de la infeccion de

toxoplasmosis. In vivo, esta

region antigénica se ubica en el
dominio estructural que se
encuentra mas alejado de la
membrana del parasito (Graille
y col.,, 2005), dejandolo mas
expuesto a la interaccion de Acs.
Pero al mismo tiempo, por su

superposicion con el dominio

SRS, algunos epitopes de esta

regi(')n podrian Ser comunes a Figura 99: Ubicacion de la region antigénica I, en color rojo, en el modelo de
. . P30. Codigo de colores de las estructuras secundarias: hélice o: ptrpura, hélice

otros miCroorganismeos 3-10: azul, hoja plegada B: amarillo, loop: cian y coil: verde.

apicomplexas.

Regidn antigénica Il: Fue la region comprendida entre las posiciones de AAs 239 a 336,

tal como se sefiala en la figura 100. A diferencia de la region I, se encontré dentro de ambas
secuencias, P30c y P30L. Abarco6 las predicciones de 2 epitopes lineales (entre las posiciones de

AAs 239 a 262 y 278 a 285) y las de AAs pertenecientes a los epitopes estructurales (entre las
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posiciones de AAs 272 a 310).
También abarcé los  siguientes
epitopes determinados
experimentalmente: 1 por Kato y col.
(entre las posiciones de AAs 301 a
336; Kato y col, 2007), 1 por
Maksimov y col. (entre las posiciones
de AAs 315 a 336; Maksimov y col.,
2012), 1 por Siachoque y col. (entre

las posiciones de AAs 281 a 320; &
Siachoque y col, 2006), 2 por '

Cardona y col. (entre las posiciones de Figura 100: Ubicacion de la region antigénica II, en color rojo, en la
estructura tridimensional de P30. Cddigo de colores de las estructuras

AAs 241 a 280 y 301 a 320; Cardona secundarias: Hélice o: pérpura, hélice 3-10: azul, hoja plegada B:
amarillo, loop: cian y coil: verde

y col.,, 2009) y 2 por Wang y col.
(entre las posiciones de AAs 289 a
300, 313 a 332; Wang y col., 2013). La region fue limitada por la posicion inicial de uno de los
epitopes lineales predichos y por la posicion final de los epitopes descubiertos por Kato y
Maksimov. Cabe sefialar que la mayoria de los epitopes de esta region determinados
experimentalmente, estuvieron fuera del dominio SRS. A pesar de los problemas de plegado que
puede tener P30 al ser expresada en E. coli, estos factores pudieron estar atenuados en los
epitopes estructurales de P30c, debido a que la region antigénica Il estuvo enteramente contenida

en un dominio estructural que aqui fue expresado completo.

En el presente trabajo se evaluaron 2 regiones de secuencias diferentes del antigeno P30
de Toxoplasma gondii. Una de ellas, P30c, fue evaluada anteriormente por Nigro y col. (Nigro y
col., 2003). Aqui fue expresada en un vector diferente, que habia mostrado resultados
prometedores con una region distinta dentro de esta misma proteina por otro autor (Jalallou y
col., 2012), pero no obtuvimos resultados muy diferentes a Nigro y col. en la diferenciacion de
fases. La otra region evaluada en este trabajo, P30L, brind6 siempre mayores D.O. y una ligera
mejoria en la discriminacion entre las fases de la infeccion por toxoplasmosis detectando IgA. Si
bien los procesos de purificacion de cada region no fueron iguales, no hubo diferencia en la
aplicacion de compuestos caotropicos que desnaturalicen las proteinas. A su vez, P30c, tuvo una
proteina de fusion, TrxA, que P30L no. No obstante, ésta no tuvo reactividad contra los SIP (ver

Anexo B), por lo que tampoco se podria atribuir alguna reactividad a TrxA. Por lo tanto, la
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diferencia en los resultados de los Ags no pudo atribuirse ni a los diferentes procesos de
purificacion, ni a los vectores de expresion.

Del analisis in silico, se definio que la region que no fue expresada no contuvo solamente
el péptido senal, pero también, que la mayoria de los epitopes estuvieron contenidos en P30c y
P30L. La region antigénica Il estuvo en ambas secuencias, y la region antigénica I
principalmente en P30L. La diferencia en las reactividades entre los 2 Ags probablemente se
debio a la region en la que se diferenciaron. Si bien el mayor problema para la distincion de las
fases se supone que se originod por el plegado diferente de P30 en E. coli, el uso de P30L para el
diagnostico de la infeccion podria mejorarse incluyendo en este polipéptido las secuencias que

completan el dominio estructural al que pertenece la region antigénica 1.
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3. Evaluacion del antigeno P35

3.1. Resultados experimentales

Como se indic6 en el punto 2.1. de la seccion Objetivos, se dividié el ADN codificante
completo de P35 en 5 regiones superpuestas: P35A, P35B, P35C, P35D y P35E. Estas 5
secuencias, mas la secuencia completa de ADN codificante, P35T, fueron clonadas y evaluadas
para encontrar las regiones antigénicas mas propicias para la diferenciacion de las fases de la

infeccion de toxoplasmosis (figura 101).

P35B | 5755
5. W 3‘
0 142 277 285 435445 510 576 702 804
Figura 101: esquema del ADN codificante y de las regiones génicas obtenidas de P35.
3.1.1. Obtencion de las secuencias de ADN
Se obtuvieron las secuencias codificantes — —
Anti Extension | Extension
amplificadas por PCR de P35A, P35B, P35C, P35D, MUGENo | en pb en AAs
P35E y P35T, a partir del ADN gendmico total de T. P35A 285 95
.o . . P35B 294 98
gondii. Estas fueron corridas en electroforesis de geles
P35C 303 101
de agarosa para confirmar su presencia con la aparicion P35D 258 26
de bandas del tamafio correspondiente a las de los P35E 294 98
. P35T 801 267
genes buscados (tabla 13). Se obtuvieron
Tabla 13: Extension en AAs y pb de los
amplificaciones inespecificas, pero su concentracion y Ags evaluados de P35.

tamafio no generaron complicaciones para continuar
trabajando con las secuencias de interés, debido a que éstas fueron purificadas del gel de agarosa.
La figura 102 muestra un gel donde se examind una muestra producto de la PCR de P35T (calle
derecha) al lado de un MPM (calle izquierda).

El gen de P35 con el que se trabajo, coincidio 100 % con la region +139 a +943 de la
secuencia AF150729 del NCBI, "ARNm de la proteina de granulo denso GRAS8 de Toxoplasma
gondii, secuencia codificante completa". Si bien algunos autores emplearon una region parcial de

P35 (Aubert y col., 2000; Li y col., 2000b; Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005; Babaie y col.,

138



Costa, Juan Gabriel -2014 -

2001), a la fecha, no se ha encontrado en la literatura evaluacion de
secuencias en posiciones similares a las de este trabajo para
diferenciacion de fases de toxoplasmosis. De todos los autores, Aubert,
Li, Babaie y Hiszczyjska-Sawicka fueron quienes trabajaron con las
secuencias mas semejantes a la de P35B (figura 11; Aubert y col., 2000;
Li y col., 2000b; Babaie y col., 2001; Hiszczyjska-Sawicka y col., 2005).
Mientras, otros autores emplearon secuencias que abarcaron casi todo el
ADN codificante de la proteina, similares a P35T, pero retirandole las
regiones amino y/o carboxi terminal (figura 11; Suzuki y col., 2000; Li y

col., 2000a; Lu y col.; 2006).

3.1.2. Construccion del vector de clonado
Las 6 secuencias nucleotidicas amplificadas se

introdujeron en el vector de clonado T Easy Vector y la cepa E.
coli DH5o..

A modo de ejemplo se presenta en la figura 103 un gel de
agarosa con muestras luego de efectuada una corrida
electroforética. Se observan dos muestras del vector de clonado

con P35A (AN y BN) y a la izquierda las mismas cortadas con las

Figura 102:
Electroforesis en gel de
agarosa con el producto
de PCR de P35T (calle
derecha) al lado de un
MPM (calle izquierda).
La flecha roja indica una
secuencia de 500 pb de
extension.

enzimas de restriccion EcoR I y Hind III (AC y BC), donde se Figura 103: Electroforesis en gel de
agarosa de dos muestras del vector

puede observar como se liberan las secuencias insertadas y ~ de clonado con P35A (ANy BN) y
al lado la misma muestra cortada

desaparece la banda correspondiente al plasmido circular. con ECOR I'y Hind III (AC y BC).

3.1.3. Clonado en distintos vectores de expresion e induccién de proteinas

Si bien la secuencia P35A se clono en la cepa de expresion E. coli BL21 DE3, en los

vectores pET32a, pET24a y pRSET B, sélo se logrd expresar la proteina con éxito en el vector

pET32a.

La secuencia P35B se clono en los vectores pET24a y pET32a, en la cepa E. coli BL21

DE3. Nuevamente, la proteina s6lo se expresé con éxito cuando el gen se encontraba en el vector

pET32a.

Las secuencias P35C, P35D y P35E se clonaron en los vectores pET24a y pET32a, en la

cepa E. coli BL21 DE3. También se clonaron en el vector pET32a en la cepa E. coli BL21

Rosetta. Bajo ninguna de las condiciones se lograron expresar estas proteinas.

Igualmente, la secuencia P35T se clon6 en los vectores pET32a y pMal-c2X, en la cepa

E. coli BL21 DE3, pero tampoco logrd expresarse con ninguno de los 2 plasmidos
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A modo de ejemplo, en la figura 104 se muestra un gel
de agarosa donde se corrieron muestras de productos de PCR
realizadas sobre las construcciones P35D-pET24a (1), P35B-
pET24a (2) y el vector pET24a sin inserto (3, control
negativo), para corroborar la presencia de los insertos en los

plasmidos. Tanto en las calles 1 y 2, se observd una

amplificacion de tamafio cercano a 300 pb (flecha roja) que no

Figura 104: gel de agarosa donde se , . . . .
corrieron muestras productos de PCR se encontrd con la misma intensidad en el control negativo.

realizados sobre las construcciones ., , . .
P35D-pET24a (1), P35B-pET24a (2) También se observo que la secuencia amplificada de P35D

vy el vector pET24a sin inserto (3).

corrid un poco mas abajo que la de P35B, corroborando la
diferencia de 36 pb entre ambos insertos. Este fue uno de los
controles que se realizaron sobre las muestras para corroborar el éxito en la construccion del
plasmido, previo a la secuenciacion de los genes.

Ninguno de los plasmidos aqui empleados con P35 fueron utilizados por otros autores
para expresar esta proteina, y a su vez, ellos usaron diferentes vectores entre si (Hiszczyjska-
Sawicka y col., 2005; Li y col., 2000a y 2000b; Suzuki y col., 2000; Aubert y col., 2000; Lu y
col., 2006; Babaie y col., 2011).

Las secuencias nucleotidicas finales insertadas en los vectores de expresion se muestran a
continuacion. En color rojo se sefalan los nucleoétidos que difirieron respecto de aquellos en las
secuencias de P35 almacenadas en el NCBI, indicandose entre paréntesis cual es el nucleotido de
la secuencia de referencia (AF150729). También se sefialan subrayados los nucleotidos
pertenecientes al codon de expresion. Las mutaciones se pudieron deber a un polimorfismo

natural o a un error en el proceso de obtencion del gen.

P35A:

atggctttac cattgegtgc(t) ttcggecacg gtgttegtgg tettegetgt ctttggtgta getcgegeca tgaacggtee
tttgagttat catccaagca gttacggagce gtcgtatccg aatccgagta atcctctgea tggaatgecc aagccagaga
acccggtgag accgcectcet cccggtttcc  atccaagegt tattcccaat cccccgtace cgetgggeac tccagegggce

atgccacage cagaggttcc gecactc(t)cag catcceceecge caacg-----

La primera mutacion cambidé el AA valina por alanina. La segunda mutacion fue
silenciosa. Igualmente, se utilizo esta secuencia porque ambos AAs tienen grupos R hidrofobicos
de un tamafio no muy distinto y los dos son poco frecuentes en los epitopes de Acs (Rubinstein

y col., 2008; Sun y col., 2011).
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P35B:

-ggaatgecc aagccagaga acceggtgag accgectect ceeggtttce atccaagegt tattcccaat ccceegtace
cgcetgggcac tccageggge atgecacage cagaggttce gecacttcag catccececcge caacgggttc cecteecgeg
geegetecee agectccata tccagtgggt actccagtaa tgccacagec agagataccg cctgttcatc ggecgeegece

tccgggtttc cgtcccgaag tggetecegt gececcgtat ccagtgggcea cteca-----

P35C:

------ ccge caacgggttc ccctececgeg geegeteece agectecata tccagtgggt actccagtaa tgecacagece
agagataccg cctgttcatc ggccgecgee tcegggtttc cgteccegaag tggetcecgt gecccegtat ccagtgggca
ctccaacggg catgccccag ccggagatac cggceagttca ccatcca(Q)tte cectacgtta cgacaaccac gacagcetget

cctegtgtge tggtttataa gattccctat ggaggegetg cacceccecg tgeteeteca gtgeca----

Hubo una mutacion pero fue silenciosa.

P35D:
----ccccag ccggagatac cggceagttca ccatccgttc cectacgtta cgacaaccac gacagcetget cctegtgtge
tggtttataa gattccctat ggaggegetg caccccceeg tgetectcca gtgecaccec  gtatgggece  gagtgatate

agcactcacg tgcggggtgc aatccggegt caacccggta ccaccaccac cactacttcc cgcaaactac tattcaggac

agcggtagtg getgcaatgg ca--------

P35E:

getectegtg tgetggttta taagattcee tatggaggeg ctgcacceec cegtgetect ccagtgecac cecgtatggg
cccgagtgat atcagcactc acgtgegggge tgcaatccgg cgtcaacccg gtaccaccac caccactact tcccgcaaac
tactattcag gacagcggta gtggcetgcaa tggcagceage cttgataacc ctgttcagac aaagacctgt gttcatggag

ggggatacgga tgtttccaaa tctccactac agattcaccg taacgacgea gaat------

P35T:

atggctttac cattgcgtgt ttcggccacg gtgttcgtgg tcttcgetgt ctttggtgta getcgegeca tgaacggtee
tttgagttat catccaagca gttacggage gtcgtatccg aatccgagta atccteg(t)gea tggaatgece aagccagaga
acccggtgag accgcectcet cccggtttce atccaagegt tattcccaat cccccgtace cgetgggcac tccageggge
atgccacagc cagaggttcc gccacttcag catccccege caacgggttc ccectcecegeg gecgetcece agectccata
tccagtgggt actccagtaa tgccacagec agagataccg cctgttcatc ggecgeegee tcegggtttc cgtecccgaag
tggctceegt geccccgtat ccagtgggea ctccaacggg catgecccag ccggagatac cggceagttca ccatcegtte
ccctacgtta cgacaaccac gacagetget cctegtgtge tggtttataa gattccctat ggaggegetg caccceccccg
tgctectcca gtgecaccee gtatgggccce gagtgatatc agcactcacg tgeggggtge aatccggegt caaccceggta
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ccaccaccac cactacttcc cgcaaactac tattcaggac agcggtagtg gctgcaatgg cagcagcectt gataaccctg

ttcagacaaa gacctgtgtt catggagggg gtacggatgt ttccaaatct ccactacaga ttcaccgtaa cgacgcagaa t---------

La mutacion generd arginina en lugar de leucina. Este cambio es significativo porque la
arginina, a diferencia del AA correcto, es polar, mas grande y es frecuente en los epitopes de Acs
(Rubinstein y col., 2008; Sun y col., 2011). Pero como esta secuencia de P35T no pudo

expresarse, no se intentd obtener otra secuencia sin ninguna mutacion transcendente.

Todas las proteinas fueron inducidas mediante IPTG en concentracion de 0,1 mM durante
toda la noche a 20 °C. Cuando se evaluaron todas las condiciones explicitadas en el punto 1.2.1.
de Materiales y Métodos, se observaron variaciones en las cantidades de proteina expresada en el
caso de P35A y P35B, pero las proteinas que no se expresaron en la condicion inicial tampoco
pudieron inducirse en ninguna otra. La condiciéon que generé mayor induccion fue IPTG 1 mM, a
37 °C, con un tiempo de induccion de toda la noche. Siempre se obtuvo mejor induccion con
IPTG que con lactosa.

Carey y col. definieron la region transmembrana entre las posiciones de AAs 223 a 242
(nucledtidos 669 a 726; Carey y col.; 2000). Babaie y col. reportaron que esta region disminuye
fuertemente la expresion de la proteina completa en E. coli (Babaie y col., 2009). Esto podria
explicar porque no se pudieron expresar P35T, P35D y P35E, secuencias que abarcan la region
transmembrana, pero no asi P35C. Sin embargo, observando las secuencias que han sido
expresadas por otros autores (figura 11), ninguno expres6 separadamente la region central o
carboxi terminal de P35.

La extension de la estructura primaria de P35A y P35B, considerando TrxA y los demas
AAs que el vector de expresion les incorpord, fue de
275y 278 AAs, respectivamente. A su vez, sus masas
moleculares totales fueron de 29,50 y 29,68 KDa,
respectivamente. En la figura 105 se observa un PAGE
con muestras de células que indujeron P35A (A), una
muestra con células sin inducir (B, control negativo) y
un MPM, donde se apreci6 que el Ag corrid6 una
distancia cercana a la teorica (flecha roja). En la figura

157 se muestra un PAGE con P35A y P35B junto a las

A foct o otras proteinas clonadas. Ambas proteinas corrieron
Figura 105: PAGE con muestras de células que

indujeron P35A (A), muestra de células sin unos pocos KDa mads arriba de lo esperado y P35B,
inducir (B, control negativo) y un marcador de ) ) ) )
peso molecular. particularmente, corrié como si tuviese 3 o 4 KDa mas
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que P35A. Esto concuerda con lo descripto por Carey y col., quienes
observaron que la proteina completa corre mas retrasada de lo esperado en
un PAGE. Este fendmeno se atribuyé a que P35 posee una proporcion
elevada de prolinas con respectos a los demas AAs (Carey y col.; 2000).
Ambos Ags se expresaron solubles, aunque P35B lo hizo en mayor
medida. Aubert y col.,, que trabajaron con una de las secuencias mas
similares a P35B, informaron que se expreso insoluble, a pesar de que su
vector, CKF, le introdujo una proteina de fusion que deberia haber
favorecido su solubilizacion (Aubert y col., 2000). La figura 106 muestra un
PAGE donde se corrieron el precipitado (calle izquierda) y el sobrenadante
(calle derecha) luego de centrifugar el producto del sonicado de células que

expresaron P35A. Se observa que en ambas fracciones se encontrd el Ag

Figura 106: PAGE
del precipitado
(calle izquierda) y el
sobrenadante (calle
derecha) luego de
centrifugar el
producto del
sonicado de células
que expresaron
P35A (flecha roja).

inducido.

Las secuencias aminoacidicas que se expresaron con ¢éxito se
muestran a continuacion. En color verde esta la secuencia correspondiente a TrxA, en color rojo
la secuencia del Ag de interés, en color amarillo las 2 secuencias de poli-histidina y subrayado se
muestran los AAs mutados durante el proceso, donde entre paréntesis se indica el AA de la
secuencia indexada. Se pudo observar que la secuencia polipeptidica que se expreso junto con el

Ag de interés fue de mayor extension que el mismo.

P35A:

MSDKIITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMI
APILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFK
NGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHM SSG
LVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIGSEF
MALPLRAMSATVFVVFAVFGVARAMNGPLSYHPSSYGASYP
NPSNPLHGMPKPENPVRPPPPGFHPSVIPNPPYPLGTPAGMP
QPEVPPLQHPPPTKLAAALE

P35B:

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMI
APILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFK
NGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHM SSG
LVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIGSEF
GMPKPENPVRPPPPGFHPSVIPNPPYPLGTPAGMPQPEVPPL
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QHPPPTGSPPAAAPQPPYPVGTPVMPQPEIPPVHRPPPPGFR
PEVAPVPPYPVGTP KLAAALEH! 11111

3.1.4. Purificacion de los antigenos
La proteina P35B fue purificada del total de proteinas de la bacteria segun el protocolo

basal de purificacion (ver punto 1.2.3.1. de Materiales y Métodos). La proteina normalmente
eluyd en las primeras recolecciones de imidazol 250 mM. En la figura 107 se muestra la fraccion

resultado al lado del MPM, luego de la purificacion .

Figura 107:
PAGE con una
fraccion

satisfactoria de
la purificacion

de P35B.
Figura 108: PAGE de las eluciones de la purificacion de P35A sin emplear urea.

Figura 109: PAGEs de las eluciones de la purificacion de P35A empleando urea. Pos., lisado de bacterias que indujeron
P35A y "FT”, solucion que tuvo la proteina de interés luego de ser circulada por la columna de purificacion (proteina no
adsorbida por la columna).

Se intentd purificar la proteina P35A segun el protocolo basal, pero no se obtuvieron
muestras con concentraciones y grados de pureza satisfactorios. En la figura 108 se muestra un
ejemplo de esas purificaciones, donde se observo que P35A solo se encontraba en las eluciones 2
y 3 de imidazol 250 mM (flecha roja), y en baja relacion de concentraciones Ag/contaminacion.

Particularmente, una banda de contaminacion que corri6 aproximadamente a 38 KDa se encontro
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mas concentrada que el Ag, presentdindose ademas en otras eluciones. Para resolver este
problema se agregd urea a todas las soluciones de trabajo de purificacion. Las eluciones
resultantes se muestran en la figura 109, donde en los PAGEs se observé gran cantidad de P35A
en varias eluciones (flecha roja). Habiéndose verificado la diferencia notable entre usar o no
urea. La fraccion 50-1 y todas las de imidazol 500 mM se utilizaron tal como fueron obtenidas.

Todas las fracciones de 250 mM fueron repurificadas bajo las mismas condiciones.

3.1.5. Evaluacion de las diferentes secuencias de P35 mediante inmunoquimica

3.1.5.1. Dot blot para deteccion de IgG
Inicialmente se realizd6 un dot blot con TrxA, P35A y P35B para deteccion de IgG

especifica (como se detalla en el punto 1.3.4. de Materiales y Métodos) para corroborar las
especificidades de las 3 proteinas contra los SIP y SIN. Sus resultados se detallan en el Anexo B,

donde se evalua en detalle la antigenicidad de TrxA.

3.1.5.2. ELISA para deteccidon de [eG

P35A- IgG
Y
3.5 1,10 1,42 2,34
1,01-1,18 1,30-1,54 2,17-2,51
3 : .
2.5
o) [N
]
15 T il LI A
N | L R
0.5 i hmmm |
: | (LA
ESIN ESIC HSIA Sueros

Figura 110: D.O. de todos los sueros ensayados en ELISA indirecto para detectar 1gG especifica, empleando
el antigeno P35A. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los intervalos de las D.O.
promedios, con 90 % confianza. Grupos: SIN en azul; SIC en rojo y SIA en verde.

Se realizo ELISA indirecto para deteccion de anticuerpos IgG especificos contra T.
gondii empleando como antigenos a P35A y P35B. Se ensayaron 69 SIA, 69 SIC y 73 SIN. Las
D.O. promedios, los intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza y los diagramas de

dispersion se muestran en las figuras 110 y 111, para P35A y P35B, respectivamente. Se pudo
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afirmar con significancia estadistica que para cada grupo se obtuvieron diferentes D.O., con
ambos Ags. Observando las diferencias entre los promedios de D.O., P35B tuvo la mayor
diferencia entre las sefiales de SIA con SIC. Esto también se observo en los diagramas de
dispersion (figuras 110 y 111), siendo ademas evidente que los SIN y SIC produjeron menor
sefial con P35B que con P35A. Si bien el valor medio de D.O. de SIA con P35A fue mayor que
con P35B, sus IC se superpusieron. Con ambos Ags hubo reactividad diferenciada ante los
grupos SIA y SIC. Que esta diferencia sea mayor con P35B al mismo tiempo que las D.O. son
menores, indicaria que hay epitopes especificos en ambos Ags, pero también inespecificos en

P35A.

P35B - 1gG
4
a8 0,61 0,91 2,12
0,56-0,66 0,78-1,04 1,92-2,31
3
5
S,
(]
1.5
1 ‘ I Il Ll
05 L | | H| il il
0 WMHI || HWMM _“M m \‘H m ‘ |m L MWI
E5IN BSIC ESA Sueros

Figura 111: D.O. de todos los sueros ensayados en ELISA indirecto para la deteccion de IgG especifica,
empleando el antigeno P35B. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los intervalos de las
D.O. promedios, con 90 % confianza. Grupos: SIN en azul; SIC en rojo y SIA en verde.

Se evalu6 la capacidad para discriminar entre: "SIA de SIC" y "SIP de SIN". La tabla 14
muestra los parametros de comparacion obtenidos para cada clase de discriminacion. Los IC de
todas las areas bajo las curvas se superpusieron, pero ninguno contuvo el valor de 0,5. Ademas,
en la clasificacion "SIA contra SIC" empleando P35B, el limite superior del IC fue de 0,905.
Observando solamente los valores medios de areas bajo las curvas, P35B siempre presentd las
mayores areas. Con ambos Ags, la discriminacion entre "SIA de SIC" mostr6 mayores valores de
areas que "SIP de SIN". Segun la definicién de Tape, los ensayos fueron aceptables, excepto el
de "SIA contra SIC" con P35B que resulto bueno (Tape, 2013).
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Cabe destacar los resultados
obtenidos para P35B en la
diferenciacion "SIP de SIN", donde
la técnica solo fue capaz de detectar a
la mitad de la poblacion de SIP
(sensibilidad de 52,2 %) pero cuando
clasific6 un suero como tal,
practicamente siempre fue acertado
(VPP 97,3 %). Contrariamente, con
los SIN detectd practicamente todos
los ensayados (especificidad de 97,1
%), pero las mitad de las veces que
clasifico un suero dentro de ese
grupo, el resultado estuvo
equivocado (VPN 50,7 %).

Cinco autores trabajaron con
el antigeno P35 detectando IgG.
Aubert, Li y Hiszczyjska-Sawicka
clonaron las secuencias de mayor
P35B,

sensibilidades de 94,4; 85,3 y 87,9 %

similitud a obteniendo

-2014 -

Proteinas
ELISA para IgG
P35A P35B
Valor umbral 1,91 1,17
Sensibilidad 72,5 79,7
SIA Especificidad 82,6 84,1
contra VPP 80,6 83,4
SIC ’ VPN 72,0 80,6
Area bajo 0,797 0,849
la curva 0,732-0,863 | 0,792-0,905
Valor umbral 1,55 1,10
Sensibilidad 58,0 52,2
SIP Especificidad 90,3 97,1
contra VPP 91,9 97,3
SIN ’ VPN 53,2 50,7
Area bajo 0,759 0,790
la curva 0,706-0,812 | 0,739-0,840
Valor umbral 1,91 1,52
Sensibilidad 76 69,9
SIAS Especificidad 82,6 88,4
contra VPP 61,3 66,8
SIC VPN 90,5 89,8
Area bajo 0,779 0,853
la curva 0,667-0,892 | 0,775-0,933

Tabla 14: Parametros de discriminacion entre los diferentes
grupos mediante ELISA indirecto contra IgG especifica. Todos
los valores son %, excepto las areas bajo las curvas y los valores
umbrales. En las areas bajo las curvas se indica primero el valor
medio y debajo el IC del mismo con una confianza del 90%.

y especificidades de 62,9; 92 y 47 %; respectivamente (tabla 1). Los resultados aqui obtenidos

fueron menos promisorios que los de Li y col., similares a los de Aubert y col. y superadores a

los de Hiszczyjska-Sawicka y col. (Aubert y col., 2000; Li y col., 2000b; Hiszczyjska-Sawicka y

col., 2005). Sin embargo, antes de obtener los resultados significativos que obtuvieron Li y col.,

este mismo grupo de investigacion ensayo una region mas extensa de P35, cubriendo casi toda la

extension del Ag (figura 11) y obtuvieron resultados de menor calidad, sensibilidad de 60 % y

especificidad de 90 % (Li y col., 2000a). A su vez, Pfrepper y col. evaluaron la region mas

extensa de P35, clonando una secuencia que incluyé una region carboxi terminal repetida,

alcanzando una extension de 1137 nucleodtidos en lugar de 801 nucleodtidos. Sus resultados en la

discriminacion de fases, fueron menos significativos que los nuestros ya que obtuvieron 94 % de

sensibilidad y 53,5 % de especificidad (Pfrepper y col., 2005). Cabe sefialar que todos estos

autores emplearon espacios muestrales significativos, excepto el primer trabajo de Li y col.,

donde solo utilizaron 10 SIA y 10 SIC (Li y col., 2000a).
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También se analiz6 la capacidad de discriminar entre los grupos "SIAS de SIC" (tabla
14). Comparando con las discriminaciones de "SIA contra SIC" en ambos Ags, los IC se
superpusieron, pero el valor medio del area bajo la curva ROC con P35B fue mayor cuando se
emplearon sueros con mayor certeza de su identidad de fase (SIAS), habiendo alcanzado el
limite superior del IC en "SIAS contra SIC" un valor de 0,933.

Las curvas ROC de las discriminaciones se muestran en las figuras 112 y 114 para P35A

y en las figuras 113 y 115 para P35B; diferenciando "SIA de SIC" y "SIP de SIN",

respectivamente.
100 F 100 f
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Figura 112: Curva ROC de la discriminacion Figura 113: Curva ROC de la discriminacion entre
entre "SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando "SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgG y
IgG y empleando P35A. empleando P35B.
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Figura 114: Curva ROC de la discriminacion
entre "SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando
IgG y empleando P35A.

Figura 115: Curva ROC de la discriminacion entre
"SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando IgG y
empleando P35B.

P35A se diferencio de P35B no so6lo en la secuencia, sino ademas por el empleo de urea

para su purificacion. Sin embargo, las soluciones de estos Ags se diluyeron entre 100 y 200
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veces (segun la concentracion de proteinas de la solucién madre) cuando se sembraron las placas
de ELISA, proceso en el cual se podria esperar que P35A adquiera la conformacion nativa.

Para comprobar el efecto de la urea, se realizé un ELISA detectando IgG con 6 SIC y 5
SIN, empleando P35B en 2 series, una sin urea y otra con urea. Como el ensayo fue con muestras
pareadas, se calcul6 para cada suero la diferencia entre las D.O. de los ensayos con cada una de
las soluciones del Ag. Luego se calcul6 la media de estas diferencias para los SIC y para los SIN,
y sus intervalos con 90 % de confianza. Para SIC se obtuvo 0,11; IC: 0,20 -0,02. Y para SIN se
obtuvo -0,04; IC: 0,06 — -0,14. En el caso de SIC se pudo asegurar con significancia estadistica
que agregar urea aumenta la D.O. entre 0,02 y 0,2. Pero en el caso de SIN, como el IC contuvo el
valor 0, no se pudo asegurar que la urea aumente las sefiales.

El aumento de las sefiales al emplear P35A, en lugar de P35B, no solo ocurri6 en los tres
grupos de sueros sino que ademas fue 0,51 en SIC y 0,49 en SIN, mayor a las diferencias que se
encontraron ensayando P35B con y sin urea, por lo cual se supuso que las distintas reactividades

también deberian explicarse por la diferencia de secuencias.

3.1.5.3. ELISA para deteccidon de [gA

P35A-IgA

2,40 2,48 2,70
2,30-2,50 2,36-2,60 2,56-2,83

B SIN BSIC  WmSIA Sueros

Figura 116: D.O. de todos los sueros ensayados en ELISA indirecto para la deteccion de IgA especifica, empleando el
antigeno P35A. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los intervalos de las D.O. promedios, con 90 %
confianza. Grupos: SIN en azul; SIC en rojo y SIA en verde.

Se realizO ELISA indirecto detectando anticuerpos IgA especificos contra T. gondii
empleando como antigenos P35A y P35B. Se ensayaron 59 SIA, 61 SIC y 69 SIN. Las D.O.
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promedios, los intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza y los diagramas de
dispersion se muestran en las figuras 116 y 117, para P35A y P35B, respectivamente. Utilizando
P35A se observo que se superpusieron los IC de SIA con SIC y de SIC con SIN, mientras que
con P35B solo se superpusieron los IC de SIC con SIN. Con 90 % de confianza se pudo afirmar
que las sefiales medias de P35A fueron mayores que de P35B. Solo utilizando P35B se pudo

asegurar con significancia estadistica, que el valor medio de D.O. de SIA fue distinto a SIC.

P35B - IgA

4 0,93 0,94 1,43
0,86-1,00 0,87-1,01 1,27-1,59

D.O.

. I
I
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 \RERAIRRI
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Sueros

Figura 117: D.O. de todos los sueros ensayados en ELISA indirecto para la deteccion de IgA especifica, empleando el
antigeno P35B. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los intervalos de las D.O. promedios, con 90 %
confianza. Grupos: SIN en azul; SIC en rojo y SIA en verde.

Se evalud6 la capacidad para discriminar entre: "SIA de SIC" y "SIP de SIN". La tabla 15
muestra los parametros de comparacion obtenidos para cada clase de discriminacion.
Desafortunadamente, los IC de todas las areas se superpusieron. No obstante, ningin area de
estas diferenciaciones abarco el valor de 0,5. Observando solamente los valores medios de areas
bajo las curvas ROC se aprecio que "SIA de SIC" ofrecid valores superiores que "SIP de SIN" y
P35B fue el antigeno que ofrecio las mayores areas. Segun la clasificacion de Tape los ensayos
fueron: con P35A malo en "SIP contra SIN" y débil en "SIA contra SIC", y con P35B débil con
"SIP contra SIN" y aceptable en "SIA contra SIC" (Tape, 2013).

Los tnicos autores que ensayaron P35 detectando anticuerpos IgA fueron Pfrepper y col.
Mediante westernblot ensayaron 102 SIA y 71 SIC empleando una secuencia mas larga que
P35A o P35B (figura 11) y obtuvieron mejores resultados que los nuestros, sensibilidad de 67,6
% y especificidad de 98,6 % (Pfreppery col.,2005).
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También se observo la
capacidad para discriminar entre los
grupos "SIAS contra SIC" (tabla 15).
Sus IC también se superpusieron con
las otras discriminaciones, pero los
comportamientos variaron segun el
Ag. Con P35A el valor medio del area
bajo la curva fue inferior tanto a "SIA
contra SIC" como a "SIP contra SIN" y
el IC abarco el valor de 0,5. Con P35B
el area media bajo la curva supero el
valor de "SIA contra SIC" y su IC no
incluy¢ el valor de 0,5.

Las curvas ROC para estas
discriminaciones se muestran en las
figuras 118 y 120 para P35A y en las
figuras 119 y 121 para P35B;
diferenciando "SIA de SIC" y "SIP de

SIN", respectivamente.

2014 -

Proteinas
ELISA para IgA
P35A P35B
Valor umbral 2,39 1,03
Sensibilidad 74,6 71,2
SIA Especificidad 45 68,3
contra VPP 57,2 68.9
sIc ’ VPN 64,3 70,7
Area bajo 0,604 0,733
la curva 0,519-0,690 | 0,657-0,810
Valor umbral 2,48 1,21
Sensibilidad 57,1 36,1
SIP Especificidad 62,3 94,2
contra VPP 72,3 91,5
SIN ’ VPN 45,7 46,1
Area bajo 0,596 0,631
la curva 0,526-0,666 | 0,564-0,697
Valor umbral 3,08 1,03
Sensibilidad 31,8 63,6
SIAS Especificidad 91,7 95
contra VPP 58,4 82,3
Sic VPN 78,6 87,7
Area bajo 0,588 0,764
la curva 0,458-0,718 | 0,646-0,881
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Tabla 15: Parametros de discriminacion entre los diferentes
grupos mediante el ELISA indirecto contra IgA especifica.
Todos los valores son %, excepto las areas bajo las curvas y
los valores umbrales. En las areas bajo las curvas se indica
primero el valor medio y debajo el IC del mismo con una
confianza del 90%.
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Figura 118: Curva ROC de discriminacion entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgA

y empleando P35A.

Figura 119: Curva ROC de discriminacion entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto detectando IgA y
empleando P35B.
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Figura 120: Curva ROC de discriminacion entre Figura 121: Curva ROC de discriminacion entre
"SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando IgA "SIP y SIN" en ELISA indirecto detectando IgA y
y empleando P35A. empleando P35B.
3.1.5.4. ELISA para deteccion de IgM
P35A - IgM
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Figura 122: D.O. de todos los sueros ensayados en ELISA indirecto para la deteccion de IgM especifica, empleando
el antigeno P35A. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los intervalos de las D.O. promedios, con
90 % confianza. Grupos: SIN en azul; SIC en rojo y SIA en verde.

Se realizo ELISA indirecto detectando anticuerpos IgM especificos contra T. gondii
empleando como antigenos P35A y P35B. Se ensayaron 45 SIA, 27 SIC y 51 SIN. Las D.O.
promedios, los intervalos de las D.O. promedios con 90 % de confianza y los diagramas de
dispersion se muestran en las figuras 122 y 123 para P35A y P35B, respectivamente. Para ambos
antigenos, los IC de los grupos de sueros se superpusieron entre si. Ademas, para P35A se

observo que el orden de las D.O. fue contrario al esperado (SIA > SIC > SIN). Con P35B, el
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valor medio de D.O. de SIA fue mayor a SIC, pero el de SIN fue mayor que el de estos 2 grupos.

Si se pudo asegurar con significancia estadistica que los valores medios de P35A fueron mayores

que P35B.
P35B - IgM
4 1,88 1,52 179
35 1,69-2,08 1,30-1,73 1,58:2,00
3
25
S 5
[m]
15
1
0.5
0 || ‘ ‘ ‘
ESIN ESIC mSIA Sueros

Figura 123: D.O. de todos los sueros ensayados en ELISA indirecto para la deteccion de IgM especifica,
empleando el antigeno P35B. Sobre cada grupo de sueros se indican D.O. promedios y los intervalos de las D.O.
promedios, con 90 % confianza. Grupos: SIN en azul; SIC en rojo y SIA en verde.

Se evalu6 la capacidad para
discriminar "SIA de SIC" y "SIP de
SIN". La tabla 16 muestra los
pardmetros de comparacion para cada
tipo de discriminacion. Los valores
dieron altos para P35A.

todos los IC

umbrales
Desafortunadamente,
abarcaron el wvalor 0,5. Observando
unicamente las areas medias bajo las
curvas ROC, P35B siempre mostro
areas superiores y con esta secuencia la
mejor fue "SIA contra SIC". Contrario a
P35A, donde "SIP contra SIN" tuvo la

mayor area. Segun la clasificacion de

Proteinas

ELISA para IgM P3EA P35B
Valor umbral 2,75 1,43
Sensibilidad 57,8 65,2
SIA Especificidad 59,3 59,3
contra VPP 70,2 73,2
SIC VPN 45,7 50,0
Area bajo 0,533 0,595

la curva 0,417-0,648 | 0,484-0,706
Valor umbral 3,15 1,59
Sensibilidad 88,9 56,2
SIP Especificidad 27,1 70,6
contra VPP 64,7 73,2
SIN VPN 61,9 53,0
Area bajo 0,554 0,585

la curva 0,464-0,648 | 0,498-0,672

Tabla 16: Parametros de la discriminacion entre los
diferentes grupos mediante ELISA indirecto para IgM
especifica. Todos los valores son %, excepto las areas bajo
las curvas y los valores umbrales. En las areas bajo las
curvas se indica primero el valor medio y debajo el IC del
mismo con una confianza del 90 %.
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Tape los ensayos fueron malos (Tape, 2013).

Aubert y col. trabajaron con la secuencia de extension mas parecida a P35B y detectando
IgM, pero solo ensayaron SIA, obteniendo 50,7 % de sensibilidad (Aubert y col., 2000). Todos
los otros autores que también detectaron anticuerpos IgM, obtuvieron resultados mas
prometedores que los nuestros. Babaie y col. también ensayaron una secuencia parcial de P35 y
obtuvieron 60,6 y 97,1 % de sensibilidad y especificidad, respectivamente (Babaie y col., 2011).
Lu, Pfrepper y Suzuki ensayaron las secuencias completas de P35 (excepto por las regiones
amino y carboxi terminal) y obtuvieron sensibilidades de 100; 64,7 y 90 %; y especificidades de
96; 100 y 91,8 %; respectivamente.

Las figuras 124 y 126 muestran las curvas ROC obtenidas para P35A, y las figuras 125 y
127 muestran las curvas ROC obtenidas para P35B, para las diferenciaciones de "SIA contra

SIC" y "SIP contra SIN", respectivamente.

0O 20 40 60 80 100
100 - especificidad

Figura 124: Curva ROC de discriminacion entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto, detectando
IgM y empleando P35A.
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Figura 126: Curva ROC de discriminacion
entre "SIP y SIN" en ELISA indirecto,
detectando IgM y empleando P35A.
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Figura 125: Curva ROC de discriminacion entre
"SIA y SIC" en ELISA indirecto, detectando
IgM y empleando P35B.
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Figura 127: Curva ROC de discriminacion entre
"SIP y SIN" en ELISA indirecto, detectando IgM
y empleando P35B.
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3.1.5.5. ELISA de avidez

Como se observo especificidad de los anticuerpos IgG hacia P35, se estudio el desarrollo

de avidez en anticuerpos de SIAS y SIC. Para ello, se analizé la correlacion entre 5 sueros

clasificados con baja avidez para IgG por el Laboratorio de Toxoplasmosis del Hospital Aleman

(pertenecientes a SIAS) con la avidez de anticuerpos IgG especificos contra el antigeno P35B (el

que mostré mejor desempeno) medida mediante el procedimiento descripto en el punto 1.3.3. de

Materiales y Métodos. Ademas, se ensayaron 8 SIC al azar de los cuales no se poseian datos

previos de avidez, pero para los cuales se supuso que tenian alto valor por provenir de pacientes

con infeccion cronica.

Como ejemplo, se
muestran  las  curvas
tipicas obtenidas para un
SIAS y un SIC, figuras
128 y 129
respectivamente.

En la figura 130 se
muestra un diagrama de
dispersion de los valores
de avidez obtenidos con
los sueros, como asi
también el valor
promedio de cada grupo y
su intervalo con una
confianza del 90 %. Se
pudo asegurar con
significancia estadistica,
que los valores de avidez
fueron distintos para cada
grupo. No fue necesario
desarrollar una curva
ROC para observar que
definiendo  un  valor
umbral entre 22 y 25 % se
obtiene 100 % de

sensibilidad,

3,54 ——Sin urea
1 Con urea

3,0
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Figura 128: Curvas de los titulos de dilucion del suero contra las D.O. obtenidas con un
SIAS en presencia y ausencia de urea. La recta azul es la D.O. en la que se compararon
los titulos.
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Figura 129: Curvas de los titulos de dilucion del suero contra las D.O. obtenidas con un
SIC en presencia y ausencia de urea. La recta azul es la D.O. en la que se compararon los
titulos.
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especificidad,

VPP y VPN P35B - Avidez

Ademas, los SIAS %0

dieron valores de 20 16,24 48,47

13,52-18,96 38,91-58,03

avidez similares a

los obtenidos con

el kit para detectar

Avidez

avidez de Platelia

empleado por el

Laboratorio de

Toxoplasmosis del

Hospital Aleman. Sueros
mSA  mSIC

Pfrepper y
Figura 130: Diagrama de dispersion, valor promedio e intervalo del valor promedio con una
col. fueron los confianza del 90 % de la avidez obtenida para cada grupo de sueros empleando P35B como
. antigeno.
unicos que
estudiaron la
avidez de anticuerpos IgG contra P35 en varios sueros recolectados a lo largo del transcurso de
la infeccion de 2 personas. Si bien no presentaron resultados cuantitativos, afirmaron no observar
un incremento de avidez en los Acs, utilizando P35, contrario a otros Ags que ensayaron
paralelamente (Pfrepper y col., 2005).
Si bien la técnica ofrecio excelentes resultados (Tape, 2013), se deberia ensayar con un

mayor numero de sueros para validar estas conclusiones.

3.1.5.6. Dot blot semicuantitativo

Como los antigenos con los resultados mas prometedores fueron P35A y P35B, se los
ensay6 en un dot blot semicuantitativo. Este es un procedimiento desarrollado previamente en el
laboratorio como prototipo para un kit comercial, para que pueda ser utilizado facilmente por
personal no especializado. Es una metodologia que no requiere equipo costoso y es sencilla. El
disefio original empleaba homogenato de T. gondii y estaba orientado para diferenciar SIP de
SIN (Spessott, 2004). En esta instancia se adaptd para ser usado con los antigenos recombinantes
y discriminar entre SIA y SIC.

En el ensayo dot blot semicuantitativo se detecta anticuerpos IgG, sembrando el antigeno
en una serie de 5 puntos con concentraciones decrecientes. Luego, se exponen al mismo suero y,
al revelar, se les asigna un valor a los puntos obtenidos, de acuerdo a la intensidad de color que

presentan. Para cada suero se multiplican los valores de los 5 puntos obteniendo asi un puntaje
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final. En el punto 1.3.4.1. de Materiales y Métodos
se detalla el procedimiento. En la figura 131 se
muestran los puntajes obtenidos cuando se
ensayaron 5 SIA (tiras de arriba) y 5 SIC (tiras de
abajo), empleando P35B.

Se evaluaron 47 SIA y 41 SIC. Se obtuvieron
las curvas ROC para ambos Ags (figuras 132y 133).
Las areas bajo las curvas fueron 0,682 (IC: 0,587-
0,777) y 0,750 (IC: 0,664-0,837) para P35A y P35B,
respectivamente. El programa Medcalc definié un
puntaje umbral 6ptimo de 4 y 8, respectivamente. Es
decir que los sueros se clasificaron como
pertenecientes a fase aguda si ofrecian un valor igual
o mayor a 8 para P35A y 16 para P35B. De este
modo, las sensibilidades y especificidades fueron de
78,3y 52,4 % para P35A y de 73,9 y 71,4 % para
P35B, respectivamente. A su vez, el VPP y VPN
fueron de 65,4y 67,8 % para P35A y de 74,8 y 70,5

% para P35B, respectivamente. Se observd que

-2014 -

Figura 131: Ejemplo del dot blot semicuantitativo
para 5 SIA (tiras de arriba) y 5 SIC (tiras de abajo).
Los valores rojos son los puntajes calculados para
cada suero.

ninguno de los IC de las areas bajo las curvas ROC contemplé el valor 0,5. Y empleando la

clasificacion de Tape, la técnica resultd débil con P35A y aceptable con P35B (Tape, 2013).

100 F 100 F
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Figura 132: Curva ROC de la discriminacion entre Figura 133: Curva ROC de la discriminacion entre
"SIA y SIC" en el dot blot semicuantitativo "SIA y SIC" en el dot blot semicuantitativo
empleando P35A. empleando P35B.

3.1.5.7. Comparacidén entre inmunoensayos
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En todos los inmunoensayos, P35B ofrecié en las discriminaciones mayor area media
bajo la curva ROC, a pesar de que P35A siempre tuvo mayores D.O. en los ELISAs indirectos
(con 90 % de confianza). No obstante, las diferenciaciones con P35A también fueron
prometedoras. Como los Ags compartieron una region de la secuencia de P35 (posicion de AAs
de 47 a 95), es probable que en esta zona se encuentren los epitopes especificos y que en la
region exclusiva de P35A haya epitopes inespecificos que aumentaron su reactividad
(recordando que los SIN dieron el doble de D.O. o mas, cuando se empleaba P35A en vez de
P35B, detectando IgG o IgA) al mismo tiempo que disminuyeron su capacidad de diferenciar
entre las fases de infeccion.

Si bien no se ha reportado un mapeo antigénico de P35, Li y col. en publicaciones
diferentes ensayaron distintas regiones empleando la misma técnica y el mismo vector de
expresion. Los mejores resultados los obtuvieron empleando la region mas corta (AAs entre las
posiciones 23 a 159). En esta zona deberian encontrarse los epitopes mas inmunodominanates
(Liy col., 2000a y 2000b). A su vez, Pfrepper y col. emplearon una secuencia de P35 que posee
la region desde la posicion del AA 147 a 258 repetida una vez inmediatamente a continuacion de
la primera copia y sus resultados no fueron sobresalientes (Pfrepper y col., 2005). Deberia ser al
contrario si en dicha region hubiese epitopes inmunodominantes, tendrian que obtenerse mejores
resultados por que se estarian exponiendo los epitopes por duplicado (Valiente Gabioud y col.,
2011). En el trabajo aqui presentado, esta zona fue incluida en las regiones P35C, P35D, P35E y
P35T, que pudieron clonarse pero no expresarse. P35B llegd hasta la posicion del AA 145, 2
AAs antes de que comience la region repetitiva.

Mediante ELISA indirecto, detectando anticuerpos IgG con P35B, se obtuvo una
sensibilidad de 79,7 % y una especificidad de 84,1 % diferenciando la fase aguda de la cronica
de toxoplasmosis. Unicamente Li y Aubert obtuvieron resultados similares o superadores a los
nuestros detectando el mismo isotipo de Ac. Ambos también trabajaron con secuencias parciales
de P35 (figura 11; Li y col., 2000b; Aubert y col., 2000).

Detectando anticuerpos IgA con ELISA indirecto se alcanz6 una sensibilidad de 71,2 % y
una especificidad de 68,3 % utilizando P35B para discriminar entre SIA y SIC, pero fueron
resultados inferiores a los de Pfrepper y col. quienes fueron los tinicos que trabajaron con IgA
(Pfrepper y col., 2005).

A través del ELISA indirecto, la deteccion de IgM no ofrecié una buena diferenciacion de
las fases de la infeccion; ni siquiera con P35B, cuya sensibilidad y especificidad fueron de 65,2
% y 59,3 %, respectivamente. Otros 5 autores emplearon P35 para analizar anticuerpos IgM, y
excepto uno, el resto obtuvo resultados superadores a los nuestros. Mas atin, Lu y Suzuki que

expresaron la region transmembrana y/o carboxi terminal (figura 11), obtuvieron uno de los
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mejores resultados para diferenciacion de las fases (tabla 1; Lu y col., 2006; Suzuki y col., 2000).
Pero una diferencia entre ellos y el trabajo aqui presentado, fue que la deteccion la realizaron
mediante ELISA doble sandwich, procedimiento que frente al nuestro (el ELISA indirecto) tiene
la ventaja de disminuir los resultados falsos positivos provenientes de Acs naturales o factores
reumatoides y disminuir los resultados falsos negativos generados por inhibicién competitiva con
anticuerpos IgG especificos (Suzuki y col., 2000; Robinson y col., 2004).

Se realizaron ensayos de avidez en los SIAS y, observando esta propiedad para
diferenciar entre las fases de la infeccion, se obtuvieron los mejores resultados de todos los
inmunoensayos aqui estudiados, con sensibilidad y especificidad de 100 %. Aunque la cantidad
de muestras que pudo utilizarse fue escasa (5 SIAS y 8 SIC), estos resultados son muy
prometedores. Cabe destacar que hasta el momento s6lo un grupo de investigacion habia
evaluado la avidez en sueros utilizando P35, sin obtener resultados favorables (Pfrepper y col.,
2005).

Mediante el desarrollo de dot blot semicuantitativo, se intent6 simplificar el ensayo para
detectar anticuerpos IgG, de modo que pueda desarrollarse un kit para deteccion de fase aguda
de toxoplasmosis. Empleando P35B se obtuvo una sensibilidad de 73,9 % y una especificidad de
71,4 %.

De los ensayos de ELISA indirecto, el que mayores areas bajo las curvas ROC presentd
fue el que detectd anticuerpos IgG. La deteccion de anticuerpos IgM, en cualquiera de las
discriminaciones, no ofrecié resultados muy prometedores, con areas bajo las curvas cuyos IC
abarcaron el valor de 0,5.

De todos los ensayos realizados, siempre se obtuvieron mejores resultados discriminado
entre "SIA y SIC" que entre "SIP y SIN", excepto en la deteccion de anticuerpos IgM empleando
P35A. Empleando P35B, las areas bajo las curvas de las discriminaciones entre "SIAS de SIC"
fueron mayores que las discriminaciones entre "SIA de SIC", detectando anticuerpos IgG e IgA.
Es decir que empleando este Ag en estas técnicas hubo correlacion entre la antigiiedad de la
infeccion determinada por titulos altos de IgM, presencia de IgA y/o avidez de IgG, con la
concentracion de IgG o IgA. Esto es importante ya que el grupo SIA contenia sueros presumidos
como agudos, aunque algunos de ellos fueran sueros con titulos bajos de IgM, avidez baja y/o
titulos para IgA positivos, pero pertenecientes probablemente a individuos en fase cronica. El
grupo SIAS fue un grupo de sueros sobre el que se tuvo mayor certeza que pertenecieran a
individuos en fase aguda (ver punto 1.3.1.4. de Materiales y Métodos). Si un procedimiento
discrimina SIAS de SIC mejor que SIA de SIC, es posible que este procedimiento pueda
distinguir sueros verdaderamente agudos de sueros cronicos que normalmente se confunden con

sueros agudos.
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3.2. Bioinformatica

Se analizd y model6 la secuencia completa de la proteina P35 (267 AAs de extension)
con diferentes programas para profundizar en la interpretacion de los resultados de los distintos
experimentos y hallar las potenciales regiones antigénicas de la proteina. A continuacion se

muestra la secuencia completa de la proteina P35 estudiada:

MALPLRVSATVFVVFAVFGVARAMNGPLSYHPSSYGASY
PNPSNPLHGMPKPENPVRPPPPGFHPSVIPNPPYPLGTPAGMPQ
PEVPPLQHPPPTGSPPAAAPQPPYPVGTPVMPQPEIPPVHRPPP
PGFRPEVAPVPPYPVGTPTGMPQPEIPAVHHPFPYVTTTTTAAP
RVLVYKIPYGGAAPPRAPPVPPRMGPSDISTHVRGAIRRQPGTT
TTTTSRKLLFRTAVVAAMAAALITLFRQRPVFMEGVRMFPNLH
YRFTVTTQN

3.2.1 Analisis de secuencia
Se comenz6 estudiando la secuencia primaria con los programas: Pfam, InterproScan,

SMART, PSlIpred y FPScan.

Mediante la aplicacion MEMSAT-SVM de PSlpred, se reconocieron 4 regiones: region
péptido seial, region extracelular, region transmembrana y region citoplasmatica. Mediante la
aplicacion MEMSATS3 se encontraron 3 dominios: region extracelular, region transmembrana y
region citoplasmadtica (figura 134). Ambas aplicaciones coincidieron aproximadamente en sus
predicciones. Paralelamente, con otra aplicacion del programa PSlpred se predijeron las
estructuras secundarias. Sus resultados se muestran en la figura 135. Es de destacar la escasa
cantidad de estructuras o hélice y hoja plegada  que se encontraron en esta proteina. La
estructura secundaria predicha mas importante, fue la hélice posicionada en la region

transmembrana y fue coincidente con las estimaciones de la bibliografia (Carey y col., 2000).

MemsAT-svm 116 100 200/ 225241 |
MEMSAT3 [ 100 200 220238 |

Figura 134: Resultados del PSIpred: magenta: péptido sefial; amarillo: region extracelular; gris: region transmembrana y
blanco: region citoplasmatica. Los nimeros internos indican posiciones en la secuencia peptidica.

El programa SMART reconoci6 a la proteina como P35 y encontr6 dos dominios

caracteristicos, uno de ellos un péptido sefial, desde en la posicion de los AAs 1 a 23.
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Tanto PSlpred como el
cont : JINNlzEE=aEsiNNNNN-annRNRNNNNRRRNRNNNN!

SMART predijeron un péptido sefial, Pred: -
., .. Fred: CCCCEEEECCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
que termind en las posiciones 16 y AR: MALFLRVSATVEVVEAVFGVARAMNGELSYHPSSYGASYE
. 1a 20 30 410
23, respectivamente. Esto  es
o . cont : JENNNNRRNNNNNRNNRNNNNNNRNRRNNNN RN
coincidente con las predicciones de N
1 3 FPred: CCCCCCCCCCCCOCCCECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCECC
(:arey }, COL’ qUJeneS Ublcaron Csa Ah: NPSHPLHGMPEFPENPVRFFPEGFHESWIFNPPYFLGTEAG
posicion en el AA 23 (Carey y col., 2d 40 b a0
2000) y confirmando que la mitad de cent : JNNNNNRNNNRRNNERNNENNN NN NN NN NN NN
Fred:
la SecuenCia eXCIUSiVa dﬁ ]?35[\ Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCOCCCCCoCCCCCCCCCCCe
An: MPOPEVPPLOHFPPTGSPPARARPOPEPYPVGTEVMEPQPEIR
(respecto a P35B), es la region 30 100 110 120
péptido sefial. cont: JNNNNNNNNNNNRNNNNRNNERRNNNRRNNNRRNRNNNNN!
Fred:

Los programas Pfanl € Fred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCoCCl

. , Ah: PVHRPPPPGFRPEVAPVEEYPVGCTETCMPOPE IFAVHHEE
InterProScan no encontraron ningun . i oo en

dominio. cont : JENNNNRNNNNNNNNNRNNNNNNNNNRNNN NN

Por inspeccion visual de la Fred:
Pred: CCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCOC
AR PYVITTTTAAPRVLVYKIFYGGAAPPRAFPVEFRMGESDI

estructura primaria se observo

170 180 130 zao
también que hay 2 secuencias
cont : JINNNRENNNRNNRRNRN S n=nnnnnR RN NRRRRRRNNEN!
compuestas por repeticiones de Pred: )
) _ Pred: CCCCCOCCCCOCCCCOCCCCHHHHHHHHHHHHKHHHARRH
treonina de 5 y 6 AAs de longitud y AR: STHVRGAIRRQPGTTTTTTSRKLLFRTEVVARMARALITL
210 zz0 230 240

que comienzan en la posiciones 164

cont : JIEslNEzaomnaninEE =R ERNE=0N

y 214, respectivamente. Ubicada la Preds —

=
: : Pred: HHCCCOCCCCCCCCCCCCEEEEEEECT
primera dentro de la secuencia P35C A+ FROREVEMEGYRMEENLAYRE TV TON
y P35D, y la segunda dentro de 230 zep
P35D y P35E. Figura 135: Estructuras secundarias predichas por el PSIpred. Conf:

confianza, Pred: prediccion (C: cola, H: hélice o y E: Hoja plegada B).
El programa FPScan

encontrd una huella definida por 14

motivos de una extension de 12 AAs cada uno (ver figura 136), constituidos principalmente por
prolina. El programa describid que estos motivos también se encuentran en la proteina
denominada "Extensina", que es muy abundante en la pared celular de las plantas. Esta es
altamente glicosilada a través de las prolinas. Esto indicaria que P35 podria ser una glicoproteina
in vivo. Este Ag posee una alta cantidad de prolinas (Carey y col., 2000), estando este AA en el
23,97 % de la secuencia del total de la proteina. A su vez, esta particularidad explicaria las pocas
estructuras secundarias predichas; porque de los 20 AAs, la prolina es el menos frecuente en las

estructuras secundarias hélices y hojas plegadas 3 (Creighton, 1993). Por otro lado, en la figura
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136 se observo que la mayoria de estos motivos se encontraron en las regiones correspondientes

a P35A y P35B, las unicas regiones que pudieron expresarse.
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Figura 136: Motivos de 12 AAs de la huella que FPScan encontrd sobre P35. En el eje X se esquematiza la estructura
primaria. El eje Y se divide en los 8 motivos diferentes encontrados, seflalando con la barra amarilla la posicion en la
estructura primaria de los mismos. La altura de la barra amarilla indica el porcentaje de identidad de secuencia con la
proteina en estudio.

3.2.1.1. Problemas de expresion de las secuencias P35C, P35D y P35E: Si bien no se

encontr6 una razén precisa para explicar la imposibilidad de expresar estas regiones, si se
observaron caracteristicas diferenciadas entre las secuencias que abarcaron estos Ags, con los
que si se pudieron expresar (P35A y P35B):

En P35C, P35D y P35E (la region que no se pudo expresar) se encontro:

- Una region hidrofobica transmembrana.

- Una region de doble copia en algunas cepas de T. gondii.

- Dos secuencias cortas compuestas exclusivamente por el AA treonina.

En P35A y P35B (la region que si se pudo expresar) se encontro:
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- Alta concentracion de AAs prolina.

3.2.2. Blusqueda de las estructuras patrones para modelado

Figura 137: Estructura molecular de la proteina Angiostatin. Codigo de colores de estructuras
secundarias: hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde.

Figura 138: Estructura molecular de la proteina de la capside del Parvovirus B19. Coédigo de colores de
estructuras secundarias: hélice a, ptrpura; hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde.

Para construir un modelo de la estructura tridimensional de P35 se precisé de estructuras
moldes determinadas experimentalmente. Pero no se encontraron proteinas moldes cuya
identidad de secuencia con P35 sea mayor a 25 % empleando los programas Swiss-Model y

BLAST, por lo que se descarté el modelado por homologia. Por lo tanto, se buscaron estructuras
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patron empleando el programa PSIpred para modelar por threading. Asi se encontraron 3
posibles modelos: Angiostatin (proteina inhibidora de angiogénesis, cédigo de PDB: 1ki0A), la
proteina de la capside del Parvovirus B19 (cédigo de PDB: 1s58A) y BIN1 (proteina supresora
tumoral, codigo de PDB: 1mV3). La Angiostatin y la proteina de capside hibridaron en la misma
region, abarcando la mayor parte de la secuencia de P35. La identidad de secuencia con el Ag
fue de 16,7 y 5,4 % respectivamente. La BIN1 hibridé con la secuencia restante de P35. En las
figuras 137, 138 y 139, se muestran las estructuras de Angiostatin, la proteina de capside y
BIN1, respectivamente. Se observo que las 3 estructuras poseian predominio de conformaciones

coils y loops.

Figura 139: Estructura molecular del supresor tumoral BIN1. Cddigo de colores de estructuras secundarias:
hélice a, purpura; hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde.

3.2.3. Modelado molecular
Empleando el programa Modeller, se realizaron 4 alineamientos diferentes entre P35 y las

3 proteinas moldes. Para cada alineamiento se generaron 5 modelos estructurales de P35. Los
alineamientos fueron con:

- Angiostatin

- Proteina de capside

- Angiostatin junto con BINT1.

- Proteina de capside junto con BINI.

No se combind angiostatin con la proteina de cépside por una imposibilidad de
alineamiento estructural entre ambas proteinas, requisito previo del programa Modeller para
emplear moldes combinados antes de construir modelos nuevos.

Paralelamente, se construyeron 5 modelos con el programa de modelado automatico I-

TASSER.
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Mediante el programa ANOLEA se evaluaron todas las estructuras obtenidas. La mejor
segun este programa, fue la construida con Modeller empleando la proteina de capside junto con
BINT1. Por lo tanto, a partir de estas dos estructuras se volvieron a construir los modelos con
Modeller, pero realizando ajustes manuales en el alineamiento inicial (entre P35 y los moldes).
Se prepararon 6 alineamientos diferentes y con cada uno se construyeron 5 modelos. Mediante
los programas ANOLEA y Verify3D se evalu6 cual de las 30 estructuras obtenidas fue la mejor.

A partir de las predicciones de estructuras secundarias y regiones proteicas celulares (ver
punto 3.2.1. de esta misma seccion) se conocié la existencia y ubicacion de una estructura hélice
transmembrana, la cual no se model6 a través de Modeller. Por ello, se procedi6 a construirla en
el mejor modelo obtenido, empleando el programa Swiss-PDB Viewer.

Se realizé una minimizacion de energia estructural de 65 pasos. Luego se refinaron varios
loops empleando el programa LOBO y evaluando las posibles mejorias del modelo mediante
Verify3D. Los loops refinados quedaron ubicados entre las posiciones de AAs 2 a 24, 107 a 117
y 247 a 266. Finalmente, se realizd otra minimizacion de energia de 135 pasos.

En la figura 140 se muestran diferentes perspectivas de la estructura obtenida. E1 modelo
final tuvo un 52,43 % de los AAs con un valor de Verify3D superior a 0,15 y un valor Z de
energia normalizada de 14,95 E/kT segin ANOLEA.

Casi toda la estructura obtenida estuvo formada por loops y coils, lo cual se explico
considerando que la estructura primaria de P35 aline6 con las secuencias de la proteina de
capside y de BINI1 correspondientes a las estructuras de loops. A su vez, coincididé con las
predicciones sobre las estructuras secundarias de PSIpred y otros andlisis descriptos en el punto
3.2.1. de esta misma seccion.

En la figura 141 se muestra el mapa de Ramachandran obtenido a partir de esta
estructura, en donde es posible apreciar cuales fueron los AAs ubicados en zonas prohibidas del
mapa (puntos rojos). Estos fueron 6 AAs pre-prolinas, 6 prolinas y 6 del resto de los AAs,
exceptuando la glicina. Esto significa que 6,74 % de los AAs tuvieron angulos diedros poco
comunes en la conformacion final (Ramachandran y col., 1963), porcentaje inferior al maximo

aceptado en la bibliografia (Danishuddin y col., 2011).
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Figura 140: Distintas perspectivas del antigeno P35 luego del modelado molecular. Codigo de colores de estructuras secundarias:
hélice o, purpura; hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde.
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Figura 141: Mapa de Ramachandran de la proteina P35. Esta dividido en 4 submapas segun los grupos de
AAs que se consideren. Los puntos rojos fueron los AAs que se ubicaron en zonas del mapa prohibidas.

3.2.4. Ubicacion de regiones en la estructura conformacional de P35

Se buscaron todos los AAs que estuvieron expuestos en la superficie, empleando el
programa Swiss-PDB Viewer. Los AAs encontrados estuvieron ubicados en las posiciones 1 a
14,27,35,41 a49,55a61,67a98,107 a 118, 125 a 160, 168 a 175, 182 a 200, 205 a 207, 219
a 267. En la figura 142 se muestran las regiones expuestas sobre la superficie (en color
anaranjado) sobre un esquema representativo de la estructura primaria de P35. La figura 143

muestra la estructura conformacional de P35 expuesta sobre la membrana, sefialando en color

gris los AAs que no se encontraron en la superficie.

En las figuras 144 y 145 se muestra la estructura tridimensional de P35, donde se

indicaron en negro las regiones que fueron retiradas en P35A y P35B, respectivamente.

N

C

Figura 142: Regiones de P35 expuestas sobre la superficie en color anaranjado, ubicadas sobre un esquema representativo

de la estructura primaria de la proteina
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Figura 143: Regiones no expuestas a la superficie en P35, en color gris. Codigo de
colores de las estructuras secundarias: hélice o, purpura; loop, cian y coil, verde.

Figura 144: Ubicacion de P35A sobre la estructura terciaria de  Figura 145: Ubicacion de P35B sobre la estructura
P35. En negro se muestran las regiones excluidas. Cdodigo de terciaria de P35. En negro se muestran las regiones
colores de las estructuras secundarias: hélice o, purpura; loop, excluidas. Codigo de colores de las estructuras
cian y coil, verde. secundarias: loop, cian y coil, verde.
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3.2.5. Prediccion de epitopes
Considerando que no hay ningiin mapeo antigénico reportado y sélo se pudieron definir

aproximadamente algunas regiones de epitopes, su prediccion adquirié mayor relevancia.

Empleando el programa AAPPred, se predijeron los epitopes lineales para P35. Se tomo
el valor 1 como puntaje antigénico umbral. Los epitopes predichos estuvieron entre los AAs 44 a
78, 86 a 91 y 190 a 196 (ver figura 146). El primero fue el mas antigénico y se encontré en
ambas secuencias. El segundo se encontrd s6lo en P35B y el tercero no fue expresado. En la
figura 148 se muestran estos epitopes ubicados sobre la estructura conformacional.

Empleando Discotope se predijeron los AAs pertenecientes a epitopes estructurales. Estos
fueron: 34 a 38, 41, 50, 57, 61, 62,68 a 71, 73 a 79, 81 a 83, 88 a 98, 104 a 132, 135, 142 a 144,
150, 157, 158, 191 a 195 y 197 a 200 (figuras 147 y 149). Desafortunadamente el programa no

los agrup6 en epitopes, pero la mayoria de los AAs antigénicos se encontraron en P35B.

N— B I C

Figura 146: Esquema de la ubicacion de los epitopes lineales predichos sobre la estructura primaria de P35.

N jmminl | B ___INEN BB c

Figura 147: Esquema de la ubicacion de los epitopes estructurales predichos sobre la estructura primaria de P35.

Figura 148: Ubicacién de los epitopes lineales Figura 149: Ubicacion de los epitopes estructurales
predichos sobre la estructura terciaria de P35. Codigo predichos sobre la estructura terciaria de P35. Codigo
de colores de las estructuras secundarias: hélice o, de colores de las estructuras secundarias: hélice o,
purpura; hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde. purpura; hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde.
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3.2.6. Hipotesis sobre la ubicacion de los epitopes
Considerando los datos experimentales, analisis in silico y datos bibliograficos; se

definieron 2 regiones antigénicas. En la figura 150 se presenta un esquema de estas regiones asi
como de otras de interés, ubicadas sobre la estructura primaria de P35. Se muestra la localizacion
de las regiones expuestas sobre la superficie (Superficie), los epitopes lineales predichos (E.
lineales), los epitopes estructurales predichos (E. estructurales), la region que se supuso
antigénica por datos bibliograficos (Li y col.; Li y col., 2000a y 2000b), la secuencia expresada
de P35A (P35A), la secuencia expresada de P35B (P35B) y la region que se supuso no contener
ninglin epitope inmunodominante (Pfrepper y col.; Pfrepper y col., 2005). En el esquema se
seflala aproximadamente mediante un recuadro rojo las 2 regiones antigénicas encontradas,

numeradas segun la importancia antigénica inferida.

N Superficie

N eales I

Pfrepper y col
N

N| i . . ic
0 80 160 240 267

Figura 150: Esquema donde se muestran en color anaranjado las regiones expuestas sobre la superficie (Superficie); en color rojo
oscuro la secuencia expresada de P35A (P35A); en color amarillo la secuencia expresada de P35B (P35B); en color rojo los
epitopes lineales predichos (E. lineales) y estructurales predichos (E. estructurales); en color fucsia la region que se supuso
antigénica segun los datos bibliograficos (Li y col.; Li y col., 2000a y 2000b) y en color blanco con rayas la region que se supuso
no poseer ninglin epitpe inmunodominante (Pfrepper y col.; Pfrepper y col., 2005). Abajo hay un esquema de las posiciones de
AAs de P35 completa. Los rectangulos transparentes con bordes rojos muestran aproximadamente las regiones antigénicas.

Regidn antigénica I: Es la region comprendida entre las posiciones de los AAs 44 a 98.

Se muestra en color rojo sobre la estructura molecular de P35 en la figura 151. Incluye
completamente algunas de las regiones expuestas sobre la superficie (en las posiciones de los
AAs 55 a 61y 67 a 98); 2 epitopes lineales predichos (en las posiciones de AAs 44 a 78 y 86 a
91), siendo el primero el de mayor puntaje antigénico; varios AAs pertenecientes a epitopes
estructurales predichos (en las posiciones de AAs 50, 57, 61, 62,68 a71,73a79,81 a83y88a
98) y la region compartida entre P35A y P35B. La Region Antigénica I fue definida por el AA
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inicial de uno de los epitopes lineales y el AA
final de uno de los epitopes estructurales. Esta
region fue la Gnica que incluy6 epitopes predichos
tanto lineales como estructurales.

Region _antigénica Il: Es la region

comprendida entre las posiciones de los AAs 107
a 158. Incluy6 la mitad de P35B, pero nada de
P35A. Abarcé 2 regiones expuestas sobre la
superficie (posiciones de AAs en 107 a 118 y 125
a 160) y los AAs pertenecientes a los epitopes
estructurales (posiciones de AAs en 104 a 132,
135, 142 a 144, 150, 157 y 158). La posicion de
esta region antigénica la definio el primer AA de
la region expuesta sobre la superficie y el tltimo
AA antigénico predicho.

Cabe sefialar que estructuralmente las
regiones se encontraron en diferentes zonas de la
proteina. La region antigénica I se posiciono en
la zona ubicada en la region espacial positiva de
los 3 ejes (x-y-z) mientras que la region
antigénica II se ubico en la region negativa de
estos 3 ejes.

Las 2 regiones antigénicas incluyeron
casi toda la region que tendria epitopes
inmnunodominantes segun los datos de Li y col.
(Li y col., 2000a y 2000b). Solamente la region
II incluy6 algunos AAs de la region que, segun la
datos de Pfrepper y col. (Pfrepper y col., 2005),
se presumio no posee epitopes
inmunodominantes.

Segun estas hipdtesis, P35B pudo
diferenciar mejor que P35A la fase aguda de la
fase cronica de toxoplasmosis, por la Region
Antigénica II que no estuvo presente en P35A, a

pesar que la Region Antigénica I fue planteada

-2014 -

Figura 151: Ubicacion de la region antigénica I en la
estructura tridimensional de P35, en color rojo. Codigo de
colores de las estructuras secundarias: hélice a, purpura;
hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde.

Figura 152: Ubicacion de la region antigénica II, en color
rojo, en la estructura tridimensional de P35. Codigo de
colores de las estructuras secundarias: hélice a, purpura;
hélice 3-10, azul; loop, cian y coil, verde.
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como la mas inmunodominante. Desafortunadamente, no se pudieron definir regiones
antigénicas inespecificas exclusivas de P35A, que explicarian la mayor reactividad e
inespecificidad de este Ag.

Finalmente, se observd que si bien no se pudieron expresar las otras regiones de P35

(P35C, P35D y P35E), no hubo indicios de que tengan epitopes relevantes estas secuencias.

En este trabajo se dividio P35 en 5 secuencias: P35A, P35B, P35C, P35D y P35E. Si bien
se pudieron clonar con éxito las 5, s6lo se pudieron expresar las 2 primeras. Se ensayaron
diferentes vectores y cepas de expresion, pero no se lograron cambiar los resultados. El motivo
que impidio inducir las 3 ultimas regiones, también imposibilitd expresar la secuencia completa
de P35 (P35T) que también se clond con éxito, e incluia P35C, P35D y P35E. Si bien no se
encontr6 una causa que expliqué esto, con el analisis bioinformatico se encontraron
caracteristicas distintivas entre la secuencia "expresable" y la "no expresable". Del estudio
bioinformatico también se observd que las regiones con posibles epitopes se encontraron
solamente en las secuencias que se expresaron y principalmente en P35B. Esto concordd con los

resultados de los ensayos inmunoquimicos, donde P35B diferencié SIA de SIC mejor que P35A.
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4. Anexo A: Evaluaciéon de los programas de
prediccion de epitopes lineales

En este trabajo se utilizaron los predictores in silico de epitopes lineales para
complementar y explicar los resultados experimentales.

Existe una amplia variedad de programas para predecir epitopes lineales pero muy poca
informacion bibliografica sobre su eficiencia, por lo que es muy dificil con la informacion
disponible escoger qué programa emplear. Por eso, se decidio evaluar el desempefio de 5 de los
programas mas ampliamente utilizados (AAPPred, BCEpred, ABCpred, BEPIpred y Antigenic),
contrastando sus predicciones con la informacion experimental de epitopes lineales ya disponible

en la bibliografia (a través de los VPP).

4.1. Seleccion de las proteinas empleadas: La seleccion de datos para evaluar los programas es

siempre una tarea dificil. Ninguna base de datos es considerada de referencia porque las mismas
no son completas y fueron construidas con datos experimentales heterogéneos (Caoili, 2010).
Por lo tanto, la evaluacion de programas de prediccion de epitopes lineales utilizando las bases
de datos enteras disponibles no es suficientemente confiable. Teniendo en cuenta esta dificultad,
se utilizd un espacio muestral moderado pero muy controlado. Todas las proteinas utilizadas
fueron manual y cuidadosamente seleccionadas. Ademds, a diferencia de los autores de los
programas (Davydov y Tonevitsky, 2009; Saha y Raghava, 2006; Saha y Raghava, 2004; Jens y
col., 2006; Kolaskar y Tongaonkar, 1990) no se utilizaron epitopes negativos experimentales
(regiones no antigénicas), porque no son necesarios para realizar el calculo del VPP. Por lo tanto,
consideramos que nuestros resultados son mas fiables que aquellos que evaluan estos programas
empleando sensibilidad y especificidad, porque para estimar esta ultima se precisa de epitopes
negativos, cuya determinacion es menos confiable que la de los epitopes positivos (Caoili, 2010).
Si bien el espacio muestral aqui utilizado fue mas pequefio que los empleados en otros trabajos
(Davydov y Tonevitsky, 2009; Saha y Raghava, 2006; Saha y Raghava, 2004; Jens y col., 2006;
Kolaskar y Tongaonkar, 1990), se realiz6 una selecciéon meticulosa de los epitopes positivos
sobre la base de homogeneidad de los datos experimentales.

4.2. Empleo del VPP Unicamente para evaluar los programas: No se emple6 el método usual

de calculo de sensibilidad y especificidad, asi como tampoco el VPN. El calculo de sensibilidad
permite determinar la proporcién de epitopes reales que encuentra la técnica respecto a todos los

que existen en el espacio muestral. Por otra parte, el VPP es la proporcion de los epitopes
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predichos correctamente respecto a todos los epitopes ofrecidos como resultados. El motivo por
el cual es posible prescindir del calculo de la sensibilidad es que, para diagnostico, es esencial
contar con epitopes especificos de la especie causante de la infeccion a evaluar y ningun epitope
con reactividad hacia otros patdogenos. En efecto, la sensibilidad seria un parametro crucial si se
precisara encontrar todos los epitopes que posee una proteina, por ejemplo, para desarrollo de
vacunas. En ese caso particular, algunos epitopes son esenciales para comenzar la respuesta
inmune requerida y no es posible omitirlos. Contrariamente a dicha situacion, para utilizar
antigenos con fines diagndsticos como es el caso de este trabajo, los epitopes inmunodominantes
ya no son primordiales sino que, lo importante es tener unicamente epitopes especificos del
pardsito que generd la infeccion que se desea detectar. Puesto que, en este trabajo empleamos
estos programas para definir epitopes utiles para diagnéstico, solo se observo si los resultados de
los programas eran verdaderos y no si encontraban todos los epitopes posibles dentro de una
proteina, por lo que so6lo se calcul6 el VPP. A su vez, no se calcularon los parametros de
especificidad y VPN, porque para ello se requiere conocer las secuencias que no son epitopes,

informacion dificil de obtener y/o definir con certeza.

Para realizar la evaluacion, se seleccionaron 11 proteinas cuyos epitopes lineales habian
sido mapeados experimentalmente y se corrieron en los programas. En la figura 153 se muestra
como ejemplo los epitopes reales y predichos para una de las proteinas utilizadas para el analisis,
la proteina MPV70.

Epitopes rimentales

" AAPPred e
N ABCpred c
N Beepred ¢
N BepiPred ¢
N Antigﬂc

N_-_- - - Consenso débil R
N - - - Consenso fuerte

Figura 153: Esquema ejemplo para la secuencia MPV70 donde se muestran los epitopes experimentales, los epitopes predichos
por AAPPred, ABCpred, BCEpred, BEPIpred, Antigenic, procedimiento del Consenso débil y procedimiento del Consenso
fuerte. En las predicciones de los programas, los sectores color gris oscuro corresponden a los epitopes predichos con alto puntaje
antigénico.
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En funcion de los epitopes predichos correctamente, se calculd los VPP para cada
programa. También se analizd si emplear consensos de varios programas mejora las
predicciones. Para ello, se definieron dos metodologias de "consenso de resultados": Consenso
débil y Consenso fuerte (ver punto 2.3.3. de Materiales y Métodos). Para cada una también se
hall6 el VPP. Finalmente, también se calculo el VPP para una prediccion azarosa. Los resultados
de los VPP obtenidos se muestran en la figura 154. Por ejemplo, para Bepipred, el 45,3 % de los
epitopes encontrados, son verdaderos epitopes. De ahi se observa que el AAPPred tuvo el mayor
valor medio de VPP, seguido del ABCpred. El programa que dio el valor medio méas pequefio
fue el BCEpred. Como se trabajo con un panel de proteinas, se calcularon los intervalos de los
VPP con una confianza del 90 % para todos los procedimientos de prediccion. Sus resultados
también se muestran en la figura 154. Por ejemplo para el ABCpred, el verdadero valor del VPP

esta entre los valores 47,1 y 78,6 %, con una confianza del 90 %.

OII%AAPPfed 5.9 % 6901 % 86.2 % ]O? %
0 % ABCpred AR 6238 % 78.6 % 100 %
| ] |
0% Bcepred 17.2% 309 % 446 % | -
| I |
0 % BepiPred 315% 58% 59 % 100 %
I 1 1
0 %Antigenic 277% W% g 561% e
I I I
0 %Consenso débil 367%  488% 608 % 100 %
| I 1
0=°/°Consenso fuerte 384% paa 68.4 % ]O? %
Oi%Azar 24%  382% 4895 ]O? %

Figura 154: Valores de VPP y sus intervalos con 90 % de confianza, obtenidos para los programas, procedimientos de consensos
y seleccion al azar.

Se calculd también el intervalo de confianza de 90% para la diferencia entre los VPP de
los programas y/o procedimientos de prediccion, pudiendo considerarse solamente en esta
instancia que el espacio muestral para el analisis de cada programa fue el mismo y por lo tanto
los datos eran pareados. Esto permitié6 observar que programas y/o procedimientos tuvieron
diferentes VPP. En la tabla 17 se muestran los resultados. En los intervalos que no se contuvo el
valor O (letra en cursiva y roja) las medias de los VPP no fueron iguales, establecido con una
confianza del 90 %. De aqui se observdé que los VPP del ABCpred y el AAPPred fueron

diferentes y superiores al resto de los programas, asegurado con significancia estadistica.
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AAPPred ABCpred Bepipred Antigenic BCEprep Cons. d. Cons. f.
ABCpred | -7,92a20,5 - - - - - N
Bepipred | 10,3a37,3 6,8 a28,3 - - - - N
Antigenic | 0,2a54,1 2,3a39,5 -15,3a22,0 - - - -
BCEprep | 19,0a57,3 20,9a42,8 19a26,8 -4,1 a 26,1 - - -
Cons. D. 2,9a37,7 35a24,6 -11,4a184 -6,9 20,6 39a318 - -
Cons. F. -2,7a34,1 -5,7a24,5 -8,4a24,7 -4,8a27,7 4,4 a40,6 -4,4a13,7 -
Azar 10,6 a51,3 | 12,7a36,6 -39a18,1 | -12,3a19,8 | -179a3,5 -38a25 -3,1a33,6

Tabla 17: Intervalo de confianza de 90 % obtenido para las diferencias entre los VPP de los programas, consenso de los
mismos y procedimiento de azar. Los intervalos que estan en letra cursiva y color rojo no abarcaron el valor 0.

Otros trabajos de evaluacion de programas de prediccion fueron publicados por Blythe y
Reimer (Blythe y Flower, 2005; Reimer y col., 2009). El primero evalud las escalas de
propension en lugar de programas disponibles en internet. Utilizaron 484 escalas de propension
diferentes para predecir la antigenicidad de AAs en proteinas mediante el uso de simples
algoritmos; en general, diferentes comparaciones sencillas de los promedios de los valores de las
escalas de propension. En este caso, calcularon los coeficientes de correlacion de Matthews y de
Informaciéon Mutua y concluyeron que el uso de escalas de propension solo permitia una
prediccion de epitopes ligeramente superior a la prediccion al azar (Blythe y Flower, 2005).
Cabe aclarar que a excepcion del algoritmo utilizado por el programa BcePred, que es
comparable a los utilizados por Blythe y Flower, los algoritmos utilizados por los otros
programas estudiados en nuestro trabajo son muy diferentes y mas complejos. En cambio,
Reimer y col. evaluaron dos de los cinco programas de prediccion aqui estudiados, ABCpred y
BepiPred (Reimer y col., 2009). Los parametros que analizaron en ese caso fueron sensibilidad y
especificidad de los programas. Reimer también concluyd que emplear escalas de propension
ofrece predicciones s6lo un poco mejores que las prediccines al azar. Sin embargo, la
sensibilidad y la especificidad no informan cuantos de los epitopes predichos por el programa
son reales. Por el contrario, el andlisis que se presenta en este trabajo permite evaluar esta
caracteristica.

En el caso de los programas de BcePred y ABCpred, sus VPP fueron determinados por
sus autores, utilizando la base de datos completa de BciPep (Saha y col., 2005), pero no
calcularon los intervalos de confianza (Saha y Raghava, 2004 y 2006). Los VPP reportados
fueron 58,7 % y 65,6 %, para BcePred y ABCpred, respectivamente. Como se muestra en la

figura 154, el intervalo de confianza del VPP obtenido con BcePred fue entre 17,2 a 44,6 %,
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rango que no incluye el valor previo informado. Pero con ABCpred el rango fue entre 47,1 y
78,6 %, si conteniendo en este caso el valor reportado por ellos. En la figura 154 y tabla 17, se
observa que ABCpred fue uno de los programas de prediccion que mejores resultados arrojo,
mientras que BcePred mostrd el menor VPP promedio, inclusive inferior que el del método al
azar.

En cuanto al programa AAPPred, los autores no evaluaron el VPP (Davydov y
Tonevitsky, 2009). Para este predictor, nuestros resultados mostraron que el VPP oscild entre
51,9 a 86,2 %, con 90 % de confianza, lo que indic6 que AAPPred fue el mejor programas de
prediccion, junto con ABCpred (figura 154). Cabe mencionar que AAPPred utiliza el método
sustentado por vectores, también empleado por otros programas actuales como BCpreds (Chen y
col., 2007), FBCpred (El-Manzalawy y col., 2008), LEPs (Wang y col., 2011) y COBEpro
(Sweredoski y Baldi, 2009).

La principal explicacion de la diferencia entre los resultados producidos por los
programas analizados es que los algoritmos que utilizan son muy diferentes. Cuando
comparamos los resultados producidos por AAPPred con los de BeePred, que comparten 6 de las
7 escalas de propension, es evidente que los programas arrojaron resultados muy diferentes (ver
figura 154 y tabla 17), sugiriendo que el propio algoritmo es el factor que mas contribuy¢ a las
diferentes capacidades de prediccion de los programa y que las escalas de propension si fueron
utiles para las predicciones.

Finalmente, la figura 154 y la tabla 17 muestran que emplear varios programas al mismo
tiempo para determinar las regiones mas antigénicas no mejord el desempeiio individual de los
programas con los mejores resultados, AAppred y ABCpred. Ademas, pudimos afirmar con 90

% de confianza que el consenso fuerte solo fue superior a BeePred.
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5. Anexo B: Evaluacion de la proteina de fusion
TrxA

Se expreso la proteina TrxA unida a los antigenos en 5 de las 6 proteinas que fueron
expresadas exitosamente en este trabajo (P22c, P22L, P30c, P35A y P35B), debido al empleo del
vector pET-32a. Por lo tanto, se estimo el efecto de esta proteina de fusion sobre la especificidad

de los antigenos, evaluando la reactividad individual de TrxA frente a sueros humanos.

5.1. Clonado, expresion v purificacion de la proteina

El vector pET-32a sin ningln inserto se introdujo en una cepa de expresion, E. coli BL21
DE3. Luego se indujo TrxA como se indicd en el punto 1.2.1. de Materiales y Métodos. A
continuacion, se muestra la secuencia aminoacidica que se expreso, indicando en color verde la

secuencia propia de TrxA y en amarillo la Gnica secuencia de poli-histidina traducida.

MSDKIITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMI
APILDETADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFK
NGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHM

SSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLG

TDDDDKAMADIGSEFELRRQACGRTRAPPPPPLRSG )
C ' -
45

La secuencia completa tuvo 189 AAs, siendo los primeros 109 propios de

-

TrxA. El peso molecular de la proteina fue de 20,4 KDa. ! a
.
—

-

Se purifico la proteina de interés como indica el punto 1.2.3.1 de

Materiales y Métodos. La figura 155 muestra un PAGE donde se observo el

resultado de la purificacion. La proteina (banda sefialada con la elipse roja)

., , . o . L., Figura 155:
corrio unos pocos KDa més arriba de lo esperado. Si bien la técnica no permitid0  psGE con Ia

obtener la proteina con el nivel de pureza segln el criterio prefijado (ver punto purll_ wzc“m
realizaaa para

1.2.3. de Materiales y M¢étodos), como control negativo fue adecuada para TrxA al lado de
un MPM.

continuar trabajando.

5.2. Dot blot
Para observar las reactividades generales de las diferentes proteinas, se realizé un dot blot

con TrxA, P35A, P35B y lisado del parasito para deteccion de IgG especifica, como se detalla en
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el punto 1.3.4. de Materiales y Métodos. Se utilizaron 2 mezclas de
sueros, una conteniendo 4 SIP (2 SIA y 2 SIC) y otra 4 SIN. Los
sueros empleados, ofrecieron previamente sefiales representativas a
cada grupo en ELISA indirecto para IgG. El resultado se muestra
en la figura 156. Se observo que el lisado y P35B reaccionaron
preferentemente con la mezcla de SIP y no con la mezcla de SIN.
P35A reacciond tanto con la mezcla de SIP como con la de SIN.
La proteina TrxA no reacciond con ninguna de las dos mezclas, a
pesar de haber estado contaminada con restos bacterianos de E.
coli (figura 156), en coincidencia con lo informado por
Hiszczynska-Sawicka y Parmley, que demostraron que las
proteinas de E. coli no tienen reactividad contra SIN (Parmley y
col., 1992; Hiszczynska-Sawicka y col., 2003).

Si bien 1/1000 fue la dilucion del Ac conjugado utilizado
en el ensayo cuyos resultados se presentan en la figura 156,

resultados similares se obtuvieron con diluciones 1/500 y 1/2000.

SIN SIP

Figura 156: Dot blot con las
proteinas P35A, P35B, TrxA y
el lisado del parasito (LP).
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6. Comparacion entre las proteinas

6.1. Obtencion de los antigenos

Todos los Ags en este trabajo fueron clonados en la bacteria E. coli. P22¢ se expreso
soluble en buenas condiciones, no asi P22L, que aparentemente se desnaturaliz6 en el proceso de
solubilizacion, coincidente con los antecedentes bibliograficos (Parmley y col., 1992). Las
fracciones de P30, si bien se pudieron expresar, se requirio de diferentes procesos de purificacion
para obtener cantidades Ttiles solubles. No obstante, las proteinas no adquirieron las
conformaciones naturales de la proteina in vivo, en coincidencia con lo reportado previamente
(Burg y col., 1988; Velge- Roussel y col., 1994; Nigro y col., 2003; Selseleh y col., 2012a; Meek
y col., 2003; Burg y col., 1988; Makioka y Kobayashi, 1991). En el caso de P35, s6lo pudo
expresarse soluble la mitad amino terminal de la proteina, mientras que las secuencias que
contuvieron la region carboxi terminal no pudieron ser expresadas, en coincidencia con trabajos
previos (Babaie y col., 2009).

En la figura 157 se muestra un PAGE en donde se corrieron juntos todos los Ags
expresados en el presente trabajo. Cada par de regiones evaluadas dentro de cada proteina (P22,
P30 y P35) fue purificada mediante diferentes condiciones. Y de todas, las que indujeron con
mayores concentraciones fueron las secuencias de P22. Posiblemente, también fue por esta
misma razén que hubo mayor diferencia entre los protocolos de purificacion en ese par de Ags;
P22L formé cuerpos de inclusion que se generan no solo cuando la proteina es insoluble, sino
también cuando hay altas cantidades de la misma (Serensen y Mortensen, 2005). P35A y ambas
fracciones de P30 también presentaron una fraccion del total inducido en el precipitado,
indicando que cierta cantidad de las proteinas totales expresadas fueron insolubles, pero sin
formar cuerpos de inclusion.

En este trabajo se

plante6 el cambio de vector de
expresion para resolver
problemas de antigenicidad en
P30c y problemas de expresion
en P35. En el primer caso se
cambio6 el vector pQE por pET-
32y en el segundo se

ensayaron los vectores pRSET Figura 157: PAGE donde se corrieron muestras con lisados de células que
indujeron todas las proteinas recombinantes, un MPM y un control negativo

B, pET-32a, pMal-c2X y pET- (lisado de células que no expresaron ninguna proteina recombinante; Neg.)
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24a. En ninguna situacion el cambio de plasmido resolvio los problemas.

6.2. Bioinformatica

P22 y P30 pertenecen a la misma familia de proteinas, SAG. En ambas se encontr6 un
dominio SRS, pero en P30 estuvo repetido 2 veces. A su vez, los puentes disulfuros descriptos en
P30 no se encontraron en P22. Otra diferencia significativa entre estos Ags, fue que a pesar que
ambos tienen regiones carboxi terminales escindidas en la maduracion postraduccional, en P30
se encontrd una region antigénica en esa zona. Por otro lado, si bien compartieron una estructura
patron, las estructuras conformacionales predichas fueron diferentes, por ejemplo: P30 tuvo 2
dominios estructurales, mientras P22 solo 1.

Paralelamente, P22 y P30 tuvieron mayor cantidad de secuencias hélices y hojas plegadas
B que P35, cuya estructura fue principalmente loops y coils. Como las estructuras loops y coils
no son tan rigidas como las hélices y hojas plegadas B, una proteina que esté compuesta
principalmente por estas estructuras secundarias, serd mas flexible y no requerird demasiada
estabilidad en su estructura para cumplir sus funciones celulares. A su vez, probablemente
ocurrira lo mismo con la union de los Acs; tendra principalmente epitopes lineales o
estructurales no tan estrictos en sus requerimientos conformacionales. Esto corresponde a lo
observado: los 3 Ags (P22, P30 y P35) se expresaron en E. coli, que tiene un ambiente
citoplasmatico diferente al de T. gondii y P35 fue la proteina con regiones clonadas y expresadas
mas fraccionadas, pero a pesar de ello, fue la que mostr6 mejor reactividad antigénica
diferenciada entre los grupos de sueros.

Comparando las conformaciones predichas para los Ag, los 6rdenes de calidad (de mayor
a menor) dependieron del programa que se haya empleado para analizarlas. Segln:

- ANOLEA (valor Z de energia normalizada): P22 (1,62 E/kT) > P30 (6,17 E/kT) > P35
(14,95 E/KT).

- Verify3D (porcentaje de AAs que superaron el valor de 0,15): P30 (94,94 %) > P22
(75,27 %) > P35 (52,43 %).

- Rampage (porcentaje de AAs que tuvieron angulos diedros poco comunes): P30 (4,16
%) > P35 (6,74 %) > P22 (7,20 %).

Buscando un consenso, se podria afirmar que el orden de calidad de las estructuras
predichas de las proteinas fue P30 > P22 > P35. Correspondiendo al orden de los porcentajes de
identidad de las secuencias incognitas con las estructuras primarias de los patrones utilizados

(75,3 % para P30, 29 % para P22 y 5,4 % para P35).
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6.3. Inmunoguimica

La tabla 18 muestra todas las Area bajo la curva
. . . Ensayo Ag
areas bajo las curvas ROC obtenidas en SIAvs SIC | SIP vs SIN
todos los inmunoensayos, empleando los P35A 0,80 0,76
. . P35B 0,85 0,79
diferentes Ags. Las celdas amarillas | E|_|SAd P22c 0.78 0.82
indican los Ags y valores de mayor area etelc Jgn ° P22L 0,55 0,50
bajo la curva para cada técnica diferente. P30c 0,50 0,50
. P30L
En el ELISA indirecto detectando 30 0,58 0,58
P35A 0,60 0,60
IgG, el mejor Ag para diferenciar "SIA P35B 0,73 0,63
de SIC" fue P35B (0,85). Pero para de'tfe'zgﬁ‘do P22c 0,75 0,69
diferenciar "SIP de SIN" el mejor fue IgA Pzl = =
, P30c 0,57 0,65
P22¢ (0,82). Los antigenos P22L, P30c y P30L 0.64 0.57
P30L tuvieron areas bajo las curvas P35A 0,53 0,55
inferiores a 0,6. ELISA P35B 0,60 0,59
detectando  =5oc | 0,60 0,52
Detectand ti IgA IgM ’ :
etectando  anticuerpos  IgA, =T 051 055
mediante ELISA indirecto, P22c fue el ELISA de P35B8 1,00 _
Ag con mejor desempefio, tanto para avidez P22c 0,92 -
diferenciar "SIA de SIC" como "SIP de Dot blot P35A Lt -
semicuantitativo| pP35B 0,75 )

n . :
SIN" (0,75 'y 0,69; respectivamente). Tabla 18: Areas bajo las curvas ROC de todos los

Cabe sefialar que P30c fue el segundo inmunoensayos realizados, empleando los diferentes
antigenos. Las celdas amarillas son aquellas que indican los

mejor Ag diferenciando "SIP de SIN" Ags y valores de mayor éarea bajo la curva para cada técnica
diferente.

(0,65).

Detectando anticuerpos IgM, con
ningin Ag se super6 el valor 0,6 en el area bajo la curva ROC.

De todos los ELISAs indirectos, las mayores areas bajo las curvas fueron detectando IgG
empleando los antigenos P35A, P35B y P22¢ (0,80; 0,85; 0,78; respectivamente, para "SIA
contra SIC"; y 0,76; 0,79 y 0,82; respectivamente, para "SIP contra SIN"). Pero cabe sefialar que
el empleo de la técnica ELISA indirecto en la deteccion de anticuerpos IgA e IgM pudo tener el
numero de resultados falsos negativos aumentado debido a la inhibicion competitiva con
anticuerpos IgG de alta avidez y también aumentado el nimero de falsos positivos detectando
IgM por la unién inespecifica de anticuerpos naturales o factores reumatoides (Suzuki y col.,
2000; Robinson y col., 2004). Estos factores podrian eliminarse utilizando la técnica de ELISA
doble sandwich o de inmunocaptura.

En ELISA de avidez para evaluar anticuerpos IgG, P35B mostro mejores resultados que

P22c y alcanzo un area bajo la curva ROC de 1.
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En la técnica Dot blot semicuantitativo, en donde sélo se evaluaron las fracciones de P35,
los resultados concordaron con el resto de los ensayos, con P35B ofreciendo los mejores
resultados.

P22 fue la tnica proteina cuyas comparaciones de areas bajo las curvas ROC entre las 2
secuencias clonadas (P22c y P22L), en deteccion de IgG e IgA, no se superpusieron, ofreciendo
significancia estadistica en su diferencia para distinguir grupos de sueros.

De todos los ensayos para diferenciar "SIA de SIC", el ELISA de avidez fue el que
mejores resultados brindd, seguido por ELISA para detectar IgG, empleando como antigenos
P35B, P35A y P22c, en orden decreciente de areas bajo las curvas.

De todos los ensayos para diferenciar "SIP de SIN", fue P22c¢ el mejor Ag ensayado
mediante deteccion de IgG con ELISA indirecto.

Exceptuando ELISA de avidez, todos los ensayos se realizaron con un amplio numero de
muestras para cada grupo de sueros, en promedio 52 sueros para SIA, 51 sueros para SIC y 61
sueros para SIN. Por ello se podria afirmar que los parametros calculados fueron representativos
de los parametros poblacionales.

Se destaca que P35 es el unico antigeno de los evaluados en el presente trabajo, que
nunca fue reportado por tener mayor reactividad contra SIP que contra SIA, contrariamente a lo
que ocurre con P22 y P30. Con estos dos Ags, los mejores ensayos de diferenciacion entre las
fases detectando presencia de Acs, fueron observando los isotipos mas especificos de la fase
aguda, IgA e IgM. Esto se corresponde exactamente con la informacion bibliografica en el caso
de P30 (Aratjo y Ferreira, 2010; Cesbron y col., 1985; Decoster y col., 1988 y 1992; Santoro y
col., 1985). A su vez, P35B fue el tinico Ag que discrimind mejor "SIAS de SIC" que "SIA de
SIC", detectando anticuerpos IgG e IgA, por lo que es probable que esta proteina pueda
distinguir sueros de personas que estan verdaderamente en fase aguda de sueros de personas en

fase cronica pero que normalmente se confunden con los primeros.
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El objetivo general de este trabajo fue lograr una optimizacion del diagndstico de la fase
aguda de toxoplasmosis en la embarazada, que permita una real prevencion de la infeccion feto-
materna, a través del tratamiento precoz y, alternativamente, que evite dicho tratamiento en los
casos innecesarios. Se abordd esta problematica estudiando antigenos del parasito Toxoplasma
gondii, compuestos fundamentales de las técnicas diagnodstico. Analizando la informacion
precedente, se escogieron las proteinas P22, P30 y P35, pero en el proceso se observo gran
disparidad entre las eficiencias reportadas. Esto se atribuyd a procedencias diferentes de los
sueros, escasos numeros de muestras empleadas en algunos estudios, clasificacion incierta de los
sueros y principalmente, diferencias en el clonado de las proteinas. Por lo tanto, se guid el
estudio de las 3 proteinas seleccionadas, teniendo en cuenta estos elementos.

Como se indicé en los puntos 1.2.1. y 2.4. de la Introduccion, la reactividad de los Ags
depende de la zona geografica, debido a la distribucion diferenciada de las cepas en las regiones.
Todos los ensayos inmunoquimicos en este trabajo, se hicieron con sueros de personas que
habitan en Argentina, por lo que los resultados obtenidos son validos para continuar con los
estudios de estas proteinas para desarrollo final de un kit diagndstico a emplearse en nuestro
territorio nacional. A su vez, siempre se empled un elevado nimero de muestras por lo que los
resultados obtenidos son representativos de toda la poblacion (excepto en el ELISA de avidez).

Se trabajo con sueros pertenecientes a personas sin infeccion por toxoplasmosis, con
infeccion cronica y con presunta infeccion aguda. A su vez, este ultimo grupo fue clasificado en
dos subgrupos, en funcion de las posibilidades de que realmente sean sueros de individuos en
fase aguda de la infeccion.

Se dividieron las proteinas en diferentes regiones, se clonaron y se evalué su
antigenicidad. La seleccion de las regiones y procedimientos de clonado fue mediante la
elaboracion de una estrategia que permitid observar la influencia de la seleccion de diferentes
regiones de los antigenos a clonar y la variacion de los resultados en funcién del empleo de
distintos plasmidos de expresion.

Los ensayos inmunoquimicos realizados fueron ELISAs para deteccion de anticuerpos
IgG, IgA e IgM, ELISA de avidez y dot blot. Se destaca haber podido concretar una propuesta de
ensayo dot blot semicuantitativo, como técnica prototipo para un potencial futuro Kkit.
Paralelamente, se estudiaron las proteinas con herramientas in silico, procurando interpretar a
nivel molecular resultados previos de los ensayos, asi como profundizar en el entendimiento de
los posibles antigenos a emplear en el futuro.

Se observo que diferentes regiones de una misma proteina que compartian secuencias
aminoacidicas, tuvieron mayores diferencias de las esperables en los resultados experimentales,

desde la expresion de las proteinas hasta los resultados inmunoquimicos:
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En el caso de la proteina P22, agregar las secuencias del péptido sefial y carboxi terminal
desencaden¢ la insolubilizacion de la proteina y formacion de cuerpos de inclusion. Si bien P22L
logré solubilizarse, no logré adquirir una conformaciéon apropiada, por cuanto no presentd
resultados favorables. En las técnicas inmunoquimicas, el desempefio de P22¢ y P22L fue muy
distinto, con P22c ofreciendo siempre mejores resultados que P22L, establecido con
significancia estadistica. En la deteccion de Acs, P22c fue el mejor Ag de todos los ensayados
para diferenciar SIP de SIN, encontrandose un area bajo la curva ROC de 0,82. Los mejores
resultados obtenidos para diferenciar SIA de SIC con P22, fue mediante la técnica ELISA de
avidez, en donde el area bajo la curva ROC fue 0,82.

Para la proteina P30, se ensayaron 2 secuencias de distintas extensiones. Una de ellas
(P30c) ya evaluada por Nigro y col. (Nigro y col., 2003). Se emple6 un plasmido distinto para
cada secuencia de P30 evaluada en este trabajo. Estos a su vez fueron diferentes al empleado por
Nigro y col., pero no se logr6 mejorar significativamente los resultados de los ensayos
diagnostico por él descriptos (Nigro y col., 2003). Solo se evaluaron los Ags mediante ELISA
para deteccion de anticuerpos IgG e IgA. Los mejores resultados se consiguieron diferenciando
SIP de SIN para IgA empleando P30c, obteniéndose un area bajo la curva ROC de 0,65. Al igual
que con P22L, se propuso que la proteina no se obtuvo con la conformacion nativa,
correspondiéndose a la de informacion bibliografica (Araujo y Ferreira, 2010; Cesbron y col.,
1985; Decoster y col.; 1988 y 1992; Santoro y col., 1985).

La proteina P35 se dividio en 5 regiones superpuestas. Estas se clonaron junto con la
secuencia completa del Ag. Todas se intentaron expresar, pero no se consiguié con ninguna
secuencia que contuviera algun segmento de la mitad de la proteina ubicada en la region carboxi
terminal. Se probaron diferentes vectores pero no se lograron modificar estos resultados. En los
ensayos inmunoquimicos, P35B permitié obtener los mejores resultados para discriminar entre
SIA de SIC de todos los Ags evaluados, en deteccion de IgG y medicion de avidez, obteniéndose
areas bajo las curvas ROC de 0,85 y 1, respectivamente. Por lo expuesto, se desarrolld
unicamente con esta proteina una técnica prototipo para un kit diagnostico, dot blot
semicuantitativo, para deteccion de IgG. No obstante, las areas bajo las curvas ROC no
alcanzaron los valores del ELISA para deteccion del mismo isotipo de anticuerpo. Las regiones
evaluadas de P35 fueron las tnicas que diferenciaron mejor SIAS de SIC que la discriminacion
entre SIA de SIC. Por ello, se propone este Ag para ser empleado para distinguir sueros
provenientes de individuos con infeccion aguda, de sueros con algunas caracteristicas de este
grupo, pero pertenecientes realmente a individuos con infeccion cronica.

Basado en distintos analisis bioinformaticos, se desarrollo la hipdtesis de que los diversos

resultados se debieron a caracteristicas distintivas entre las diferentes regiones de una misma
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proteina. En P22¢ se encontraron 3 regiones antigénicas que explicarian el buen desempefio de
este Ag. También se encontraron secuencias antigénicas en P22L. que no estarian presentes en
P22c¢, ya sea por no encontrarse en la secuencia o porque, de estar presente, no se encontraria
expuesta, que explicaria la alta reactividad inespecifica de P22L. En P30, a partir de analisis
bibliograficos, se definieron principalmente 2 regiones antigénicas, una de ellas ubicada en la
region carboxi terminal y la otra en 1 de los 2 dominios estructurales de la proteina. Con P35, a
partir del estudio bioinformatico, se encontraron diferencias significativas entre las secuencias
que pudieron expresarse de las que no. A su vez, s6lo se encontraron zonas antigénicas
importantes en las regiones que se pudieron expresar, principalmente en P35B,
correspondiéndose con los resultados experimentales.

Estos analisis indicaron, por lo tanto, la presencia de factores intrinsecos en las
secuencias que explicarian los resultados experimentales a los que se arrib6 con distintas
regiones. Esto estaria en coincidencia con el hecho de que los problemas presentados para
obtener antigenos eficientes para el diagndstico, no pudieron ser resueltos variando los plasmidos

de expresion.

Para el cumplimiento de los objetivos especificos se desarrollaron una amplia cantidad de
procedimientos experimentales y analisis in silico. Los resultados siguientes destacan por su
novedad y/o nivel de éxito:

- Empleando P22, se encontr6 por primera vez que la deteccion de anticuerpos IgA
ofrece resultados prometedores para diferenciar las fases de la infeccion en toxoplasmosis.

- Empleando P35B, mediante ELISA de avidez se encontraron por primera vez resultados
muy prometedores para diferenciar las fases de la infeccion en toxoplasmosis.

- Se implement6 exitosamente una sencilla metodologia de diagnostico dot blot
semicuantitativo, para diferenciar SIA de SIC, empleando como antigenos P35A y P35B.

- Por primera vez se propusieron modelos de las conformaciones moleculares de las
proteinas P22 y P35.

- A partir de los estudios experimentales de la bibliografia, se definieron en P30 dos
principales regiones antigénicas.

- En base al analisis in silico, se propuso una hipétesis que explica el buen desempefio
inmunoquimico de la secuencia P22c, asi como su mal desempefio cuando se agregan las
regiones amino y carboxi terminal y se desnaturaliza la proteina.

- En base al analisis in silico, se propuso una hipdtesis que senala a P35B como la region
(dentro de toda la proteina) que concentra todos los epitopes, explicando su buen desempefio

inmunoquimico.
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- Se demostr6 la gran variedad de resultados que se obtienen trabajando con regiones de
una misma proteina que comparten secuencias, desde el clonado hasta los ensayos

inmunoquimicos.

Trabajos a futuro

Para alcanzar el objetivo general propuesto en esta tesis se deberia continuar con los
estudios. En funcion de nuestros resultados se propone, respecto a:

- los sueros: armar un grupo de sueros que provengan de individuos en fase cronica, pero
con algunas caracteristicas de sueros de individuos cursando la fase aguda (como presentar
anticuerpos IgM). Este grupo de sueros poseeria las muestras "problematicas", por las
dificultades para clasificarlas con certeza. Se deberia analizar las nuevas técnicas observando su
capacidad de discriminar este grupo de sueros de los verdaderos SIA.

- los antigenos: clonar P35B, P22c y otra secuencia de P30 diferente a la evaluada en este
trabajo, en levaduras, microorganismos eucariotas igual que T. gondii, que le ofrecerian un
ambiente citoplasmatico de transcripcion, traduccion y maduracion de las proteinas
recombinantes mas similar al original in vivo, permitiendo potencialmente que adquirieran su
conformacion natural (Prince y col., 1990; Meek y col., 2003; Burg y col., 1988; Makioka y
Kobayashi, 1991). En el caso de P30, se propone clonar la region de aminoacidos
correspondiente a las posiciones 47 a 180, la cual es el dominio estructural completo que
contiene unicamente la region antigénica I.

-los inmunoensayos

> Con P22c ensayar:
a) ELISA doble sandwich o de inmunocaptura
detectando IgA e IgM.
b) ELISA de avidez de IgG empleando un

panel mayor de sueros para obtener parametros poblacionales de eficiencia de la técnica.
> Con P30 ensayar:
a) ELISA doble sandwich o de inmunocaptura

detectando IgA e IgM.

> Con P35B ensayar:
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a) ELISA indirecto detectando IgG. Al
emplear un Ag clonado en levaduras se podria obtener sensibilidades y especificidades mayores
a 90 %.

b) ELISA doble sandwich o de
inmunocaptura detectando IgA e IgM.
c) ELISA de avidez de IgG empleando un

panel mayor de sueros y asi obtener parametros poblacionales de eficiencia de la técnica.
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