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INMUNIZACION INTRANASAL DE RATONES CON LA PROTEINA SAG2
DE TOXOPLASMA GONDI/ASOCIADA CON LA TOXINA COLERICA
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RESUMEN

Se estudio6 la capacidad como inmundgeno de la proteina SAG2 nativa del taquizoito de
T. gondii administrada por via intranasal asociada con toxina colérica en ratones. El
grupo de animales inmunizados con la proteina SAG2 sin adyuvante, presentd una menor
carga de quistes cerebrales después del reto por via oral con quistes de la cepa 76K de T.
gondii. Se demostr6 la presencia de anticuerpos especificos contra esta proteina tanto en el
nivel seroldgico (IgG), como en saliva (IgA), en todos los animales que recibieron la SAG2

en el esquema de inmunizacion.
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Toxoplasma gondii es un parasito
intracelular obligado, que presenta una alta
distribucion en la naturaleza. La enferme-
dad humana producida por Toxoplasma
gondii es una causa importante de
morbilidad y mortalidad en neonatos y
pacientes inmunodeprimidos. En el caso
de una primoinfeccién durante el embara-
70, la infecci6én puede llevar al aborto. En
los pacientes inmunosuprimidos, la
toxoplasmosis cerebral (TC) es la causa mas
frecuente de lesiones cerebrales focales.'*

La inmunidad protectora estimulada
por una infeccién natural por T. gondii su-
giere que el desarrollo de una vacuna efec-
tiva es un objetivo alcanzable.’

La superficie del taquizoito de
T. gondii esta dominada por 5 proteinas ma-
yoritarias, las cuales han sido implicadas

como ligandos mediante los cuales se rea-
liza el reconocimiento celular y la adhe-
sién. De ellas la P30 (SAG1) y la P22
(SAG2) son las mas abundantes.® Varios
autores han tratado de dilucidar el poten-
cial inmunoprotector de la proteina SAG1
y la SAG2 con resultados contradictorios.”
® Se han utilizado varias estrategias en el
desarrollo de vacunas contra este parasito,
para tratar de producir una respuesta in-
mune protectora a largo plazo. Se han rea-
lizado inmunizaciones con componentes del
parésito como homogenizados crudos,
SAG1, rSAG1, SAG2, rSAG2, SAG3, ESA
(componentes secretorios-excretorios),
p24, GRA, plasmidos que codifican la
SAG1 (pltPASAGI), asi como la SAG1
asociada con toxina colérica; y se logré
proteccion parcial o completa y aun resultados



contradictorios, como sucedi6 con un esque-
ma de SAGI1 con coadyuvante de Freund,
donde aument6 la mortalidad en los ratones
inmunizados con esta preparacién.”?

La proteina de membrana SAG2 es la
segunda en abundancia en la superficie del
parésito y al igual que la SAGI, solo esta
presente en el estadio de taquizoito. Es re-
conocida por los sueros de animales y hu-
manos infectados aguda y crénicamente, y
muestra una respuesta mas fuerte en los
individuos en fase aguda. Se cree puede
estar involucrada en los procesos de inva-
sién celular, especificamente en la
reorientacion apical del parasito.S

Los ensayos de proteccion con el uso
de esta proteina en animales se han reali-
zado con la utilizacién de SAG2 sola o aso-
ciada con la glutation-S-transferasa (GST)
e ISCOM como adyuvante; en unos han
encontrado un débil efecto protector y en
otros se le ha atribuido propiedades
inmunosupresoras a la proteina, en depen-
dencia de la cepa de T. gondii y el estadio
del parasito utilizado en el reto. Es de re-
saltar que en dichos ensayos la via de ino-
culacion ha sido la intramuscular o subcu-
tanea.'> Después de estos resultados, no
se ha avanzado en el estudio de esta protei-
na de superficie con fines de
inmunoproteccion, y el interés se ha cen-
trado en su utilidad como un marcador de
virulencia de las cepas aisladas en huma-
nos y animales, mediante un analisis rapi-
do de los locus del gen de la SAG2 por
Nested-PCR seguido de la digestion con
enzimas de restriccion (Hhal y Sau3AlI) de
los productos de la amplificacioén, que per-
mite la clasificacion en los diferentes lina-
jes clonales. !

Considerando que la via natural de
infeccién de 7. gondii es por la ruta oral
por medio de la ingestién de ooquistes o
quistes tisulares del parasito, se decidié
estudiar la hipétesis de que la inmuniza-

36

cién por via intranasal con la proteina SAG2
era capaz de estimular la inmunidad de
mucosas y sistémica de manera suficiente
para brindar proteccién. Para comprobar
esta hipotesis se plantearon los objetivos
siguientes: 1. Determinar la capacidad
inmunogénica de la proteina de superficie
SAG2 de T. gondii por via intranasal; y
2) determinar el potencial protector en un
esquema de inmunizacion por via intranasal
con la proteina SAG2 en un modelo murino
ante un reto por via oral con quistes
tisulares.

METODOS
PARASITOS

Cepa RH de Toxoplasma gondii man-
tenida en el Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK). Se utilizaron los
taquizoitos de la cepa RH para la obten-
cion de antigenos para los esquemas de in-
munizacién, ensayos inmunoenzimaticos,
electroforesis e immunotransferencia. Los
taquizoitos fueron mantenidos por pases
intraperitoneales en ratones OF1.

La cepa 76K de T. gondii, fue donada
gentilmente por la doctora Marie-Noélle
Mevelec (Nouzilly, Francia). Esta cepa
cuando se inocula en ratones, regularmen-
te causa toxoplasmosis latente, con produc-
cion de una gran cantidad de quistes cere-
brales.” Se utiliz6 para el reto oral. Los
quistes se obtuvieron mediante purificacion
por gradiente de centrifugacién con Dextran
6 000 de los cerebros de ratones OF1 ino-
culados intragastricamente 30 d antes.

ANTIGENOS

El extracto total de antigenos solubles
enriquecidos en proteinas de membrana se



obtuvo por sonicacién en frio a 10 000 Hz,
5 cilos de 30 s cada uno, de una suspen-
sién en solucién salina tamponada con
fosfato (SSTF) de 3 x 10° taquizoitos fres-
cos de la cepa RH, obtenidos a partir de
cultivo en células Vero y purificados por
filtracién a través de un filtro de
policarbonato de 3 pm de tamafio de poro
(Nucleopore.Inc, Cambridge, USA). El
sonicado, se centrifugé a 10 000 rpm % 30
min a 4 °C y se recuperd el sobrenadante.
Para enriquecer esta preparacion en pro-
teinas de membrana se agregd al precipi-
tado, Triton % 100 (Sigma, USA) 0,1 %.
Se adicioné una mezcla de inhibidores de
proteasas (PMSF 5 mM, Pestatin A 1 uM,
EDTA 1 pM), se filtr6 por membrana de
0,2 pm y se determind la concentracion
de proteinas por el método de Smith.'*

ANIMALES

Ratones OF1 (Centro Nacional para
la Produccion de Animales de Laborato-
rio-CENPALAB, La Habana), se utiliza-
ron para el mantenimiento de los taquizoitos
de la cepa RH de T. gondii, por pase
intraperitoneal cada 4 d.

Ratones C57BL/6 (CENPALAB,
Cuba), se utilizaron en los ensayos de in-
munizacién y reto con la cepa 76 K de
T. gondii por ser altamente susceptibles al
desarrollo de quistes cerebrales en la fase
croénica de la infeccién por 7. gondii.

PURIFICACION DE LA PROTEINA SAG2
DE 7. GONDN

La proteina SAG2 se obtuvo a partir
de electroforesis preparativa en gel de
poliacrilamida SDS(SDS-PAGE) 12 % en
condiciones no reductoras de 500 pL del
extracto total de antigenos solubles enri-

quecido en proteinas de membrana de
T. gondii con una concentracion de 1 mg/mL.
Siguiendo la técnica para recuperacion de
proteinas descrita por Santana,'’ la protei-
na correspondiente a la banda de peso
molecular de 22 kD, fue visualizada me-
diante tincién inversa con imidazol 0,2 M
-SDS 0,1 % y sulfato de zinc 0,2 M. La
elucion de la proteina de la banda se reali-
z0 previa renaturalizaciéon del gel en
SSTF-Triton x 100 al 0,1 % y lavado en
SSTE. La proteina fue eluida pasivamente
por fragmentacion de gel y resuspendida
en SSTF. La suspension se sometid a agi-
tacion vigorosa, se incub6 por 16 ha 4 °C
en esta solucién y después se centrifugd
por 60 min a 15 000 rpm/4 °C. El
sobrenadante que se concentrd se recupe-
r6 mediante ultrafiltraciéon por membrana
YM3 (Milliporel) y se le determiné la
concentracion de proteinas mediante la téc-
nica de Smith.!* La presencia de la protei-
na se verificé por inmunotransferencia con
un anticuerpo monoclonal de ratén anti
SAG- 2.

ELECTROFORESIS EN GEL DE SDS-PAGE

Las proteinas se separaron median-
te electroforesis en geles 12,5 % de
poliacrilamida-SDS de 1,5 mm. Las
electroforesis se corrieron en un siste-
ma discontinuo de tampones, bajo con-
diciones no desnaturalizantes en mini-
camaras (BioRAD) a razén de 15 mA/gel.
Los geles se tifieron mediante la solu-
cién de tincion: 450 mL de metanol, 450 mL
de agua destilada, 100 mL de 4cido acé-
tico glacial y 1 g de azul Coomassie
brillant Blue R-250. Posteriormente se
realiz6 la decoloracién en una solucién
con igual composiciéon que la anterior
(excepto que no contenia colorante), hasta
obtener una buena resolucién.
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INMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT)

Las proteinas presentes en los geles
de PAGE sin colorear, se transfirieron a
membrana de nitrocelulosa por 40 min, a
razén de 5 mA por cm? (semi-dry-transfer,
BioRAD) con un voltaje maximo de 25 V
y la utilizacién de un tampoén de Tris
0,05 mM, glicina 0,4 M, SDS 0,1 M,
metanol 20 % en SSTF. La eficiencia de la
transferencia se evidencié tiiendo la mem-
brana de nitrocelulosa con una solucién de
rojo ponceau 0,5 % y 4cido acético 1 %.
Posteriormente las membranas se bloquea-
ron 4 h a 4 °C con una solucién de leche
descremada 5 % en SSTF, después se la-
varon con SSTF y se incub6 16 h a 4 °C
con el AcM a una concentraciéon de
100 pg/mL en SSTF-T, o suero humano
policlonal anti-toxoplasma a una dilucién
de 1:200 en SSTF-T. Luego se lavaron las
membranas con SSTF-T y se adicion6 un
conjugado de inmunoglobulinas antiratén
o antihumano peroxidasa segun el caso, a
la dilucién recomendada por el productor
en SSTF-T y se incub6 2 h a 37 °C. Tras
un paso similar de lavado, la membrana se
incub6 con un sustrato insoluble de la
peroxidasa (5 mg de diamino benzidina y
5 UL de H,O, por cada 10 mL de SSTF
pH 7,4), hasta la aparicién de las bandas.

ESQUEMAS DE INMUNIZACION EN RATONES
C57BL/6

Se distribuyeron 25 ratones C57BL/6
hembras de 20 g en 5 grupos de 5 ratones
cada uno:

Grupo 1: control, cada ratén recibi6
15 pL por via intranasal de solucién de
bicarbonato de sodio 0,1 M.

Grupo 2: recibi6 igual volumen de la
solucidn de bicarbonato de sodio con 2 g
de toxina colérica (Sigma, USA).
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Grupo 3: recibi6 solucion de bicarbo-
nato con 5 g de proteina SAG2 y 2 ug de
toxina colérica.

Grupo 4: recibi6 solucién de bicarbo-
nato de sodio con 5 ug de la proteina SAG2.

Grupo 5: recibi6 un extracto total de
antigenos solubles del taquizoito del para-
sito (5 pg) en la solucion de bicarbonato
de sodio y 2 pg de toxina colérica.

Se dieron 4 dosis con intervalo de 7 d
entre ellas para lograr una dosis total de
20 pg de la proteina SAG2 a los grupos 3y 4.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS
Y EN SALIVA DE RATONES INMUNIZADOS

Se tom¢ saliva y suero de los ratones
antes del inicio y al final del esquema de
inmunizacion, para la determinacién de
anticuerpos contra la toxina colérica y con-
tra la proteina SAG2 por ELISA. La saliva
se recolecté 5 min posteriores a la inyec-
cion intraperitoneal de 0,2 mg de
pilocarpina por ratén y la sangre mediante
puncién retro orbital.

DETERMINACION DE LA RESPUESTA
DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos IgG séricos e IgA de
mucosas contra la proteina SAG2 y la toxi-
na colérica fueron medidos mediante un
ensayo inmunoabsorbente asociado con
enzimas (ELISA): Se recubrieron los po-
zos de placas Maxisorpl] (Nunc, Suiza) con
100 YL de solucién de 5 pg/mL de los
antigenos a estudio, diluidos en soluciéon
tamponada de carbonato y bicarbonato
10 mM, pH 9,6 (STCB) y se incubaron a
37 °C por 2 h, y se lavaron 3 veces con
solucién salina tamponada de fosfato que
contiene 0,05 % de Tween 20 (SSTF-T).
Se realiz6 el bloqueo con 300 pL de solu-



cién de STCB-leche descremada 5 %. Se
incubaron las placas a 37 °C por 1 h, pos-
teriormente se adicionaron 100 pL de las
muestras a una dilucién de 1:5 para la sa-
liva y 1: 100 para los sueros en SSTF-T,
albimina 0,1 %. Se incubd en cdmara hu-
meda a 37 °C por 2 h, al cabo de las cua-
les se realizaron lavados con SSTF-T. Luego
se adicionaron 100 pUL de solucién de con-
jugado de anti-inmunoglobulinas de ratén
en SSTF-T, albdmina 0,1 %. Se incubd a
37 °C por 1 h, luego se realizaron lavados
y se adiciond solucién tamponada de
citrato-fosfato de sodio (STCF) pH 5,5, que
contenia 0,014 % de peréxido de hidrége-
noy 0,05 % de ortofenilendiamina (OPD).
Tras la incubacidn a temperatura ambiente
(TA), la reaccién se detuvo a los 15 min
con 50 uL de H.SO, 12,5 %. La lectura se
realizé a una longitud de onda de 492 nm.
Los resultados se expresan como los valo-

res de absorbancia a 492 mn (A,,).

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE QUISTES
DE 7. GOND// EN EL CEREBRO DE LOS RATONES
C57BL/6 DESPUES DEL RETO POR ViA ORAL CON
LA CEPA 76K

Una semana después que se completd el
esquema de inmunizacién, se realiz6 el reto
por via oral con 100 quistes histicos de la
cepa 76K de Toxoplasma gondii a cada uno
de los ratones de los grupos en estudio. Al
cabo de 1 mes se realizd el sacrificio de to-
dos los ratones, se extrajo su cerebro, se
macer6 en 5 mL de solucién salina y se rea-
liz6 conteo del niimero de quistes histicos
desarrollados en este tejido mediante visua-
lizacién microscépica entre 1dmina y lami-
nilla a 40 x de 10 muestras de 10 pL del
homogeneizado del cerebro de cada raton.
De esta forma se calculd la media de los
quistes cerebrales por cerebro y los resul-
tados se expresan como la media y la des-
viacién estandar para cada grupo.

RESULTADOS

Los experimentos se repitieron 2 ve-
ces con resultados muy similares. Se pre-
sentan los resultados de uno de los experi-
mentos. El coeficiente de variacion entre
experimentos fue de 12 %.

CONTEO DE QUISTES CEREBRALES EN RATONES
INMUNIZADOS

Para determinar si la inmunizacién por
via intranasal con los diferentes esquemas de
antigenos asociados a la toxina colérica con-
ferfan algin grado de proteccion, los ratones
recibieron un reto oral con quistes histicos
de la cepa 76K de T. gondii. Se encontrd en
el conteo que el grupo inmunizado con la pro-
teina SAG2 sola presentd un menor nimero
de quistes cerebrales con una diferencia res-
pecto a los otros grupos estadisticamente sig-
nificativa, Kruskal-Wallis: p< 0,01.

En la figura 1 se puede observar el ni-
mero de quistes cerebrales en los diferen-
tes grupos de ratones inmunizados. El conteo
de quistes se realizd 1 mes después de rea-
lizado el reto por via oral con 100 quistes
tisulares de la cepa 76K de T. gondii en los
ratones previamente inmunizados. Se usé
la técnica de conteo por campo bajo mi-
croscopio de luz 40x del homogeneizado del
cerebro. Los datos presentados son el pro-
medio + DE de 1 experiencia. Kruskall
Wallis: p< 0,01 Mann-Whitney: ratones
inmunizados con SAG?2 vs. ratones inocula-
dos con CO3HNaO, IM: p< 0,01, ratones
inmunizados con SAG2 vs. ratones
inmunizados con TC p< 0,01, ratones
inmunizados con SAG2 vs. ratones
inmunizados con SAG2+TC p< 0,05, ra-
tones inmunizados con SAG2 vs. ratones
inmunizados con Ag total p < 0,05.
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA
SAG2 EN LA SALIVA DE LOS RATONES
INMUNIZADOS POR ViA INTRANASAL

Los resultados de ELISA en las mues-
tras de saliva revelaron la presencia de
anticuerpos especificos para la proteina
SAG2, en los grupos tratados con esta pro-
teina o el antigeno total. Se observd una
diferencia significativa entre estos grupos
y los grupos tratados con bicarbonato o
toxina colérica sola. Kruskal-Wallisp < 0,05.

En la figura 2 se presenta la determi-
nacién de anticuerpos contra 1. gondii en
la saliva de los ratones inmunizados. Se
realiz6 un ELISA con recubrimiento de la
fase solida con 2 pg/mL de proteina SAG2.
Se adicionaron 100 pL de saliva a una di-
lucidn de 1:5, se utilizé un conjugado anti
inmunoglobulina A (IgA) de ratéon
peroxidasa, la reaccion se reveld con OPD.
Los datos presentados son el promedio
+ DE de quintuplicados de una de las ex-
periencias KW: p < 0,01.

DERTERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS
CONTRA SAG2 EN RATONES INMUNIZADOS POR
ViA INTRANASAL

En el sistema de ELISA con la protei-

40

Fig. 1. Nimero de quistes cerebra-
les en los diferentes grupos de ra-
tones inmunizados.

Ag total+TC

na SAG2 como recubrimiento y con la uti-
lizacién de suero como muestra, se obtuvo
una respuesta de anticuerpos séricos totales
estadisticamente significativa, en los grupos
inmunizados con el antigeno soluble total mas
toxina colérica, en el grupo inmunizado con
la SAG2 maés toxina colérica y en el grupo
inmunizado con la proteina SAG2 sin
adyuvante. Kruskal-Wallis: p < 0,05.

En la figura 3 aparece la determina-
cion de anticuerpos séricos contra SAG2
de T. gondii, en ratones inmunizados.
ELISA con recubrimiento de la fase s6lida
con 2 pg/mL de SAG2. Se adicionaron
100 pL de suero a una dilucién de 1: 100,
se utilizé6 un conjugado antiinmuno-
globulinas totales de raton peroxidasa, la
reaccion se revelé con OPD. Los datos
presentados son el promedio + DE de
quintuplicados de 1 de las experiencias
KW: p< 0,01.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS
CONTRA LA TOXINA COLERICA EN LOS RATONES
INMUNIZADOS POR ViA INTRANASAL

La toxina colérica es conocida como
uno de los adyuvantes mas poderosos por
via nasal u oral para levantar respuesta al
nivel de mucosas y sistémicas. Para verifi-
car que los ratones habian sido correcta-
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mente inmunizados, se realizé6 un ELISA
buscando anticuerpos contra la toxina co-
lérica (TC). Se pudo evidenciar una res-
puesta seroldgica consistente con los es-
quemas de inmunizacién en los grupos de
ratones tratados. En la figura 4 se puede
observar la determinacién de anticuerpos
contra la toxina colérica en suero de rato-
nes inmunizados. Se realizé un ensayo de
ELISA con recubrimiento de la fase sélida
con 2 pg/mL de la toxina colérica, se adi-

CO3HNa0,1M  TC

SAG2+TC SAG2 Agtotal+TC

Antigenos administrados a los grupos de animales

cionaron 100 UL de suero a una dilucién de
1: 100. Se utiliz6 un conjugado anti
inmunoglobulinas totales de ratén
peroxidasa. Los datos presentados son el
promedio + DE de quintuplicados de una
experiencia. KW: p < 0,01.

DISCUSION

La infeccién primaria con 7. gondii
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confiere al hospedero una inmunidad pro-
tectora contra la reinfeccion, lo que ha
permitido sugerir que la prevencion de la
toxoplasmosis es una meta alcanzable.*>
Para el desarrollo de una vacuna con-
tra la toxoplasmosis, debemos considerar
en primera instancia que la via natural de
infeccion, tanto en el hombre como en los
animales es la ingestién de quistes u
ooquistes del parasito y que estos, después
de la digestion peptidica de su pared, libe-
ran los bradizoitos o esporozoitos en la
superficie de la mucosa del intestino,
inicidndose rapidamente el proceso de in-
vasion y multiplicacion en los enterocitos
del intestino del hospedero por los
taquizoitos del parasito y su posterior di-
seminacion a todos los 6rganos del indivi-
duo.? De aqui que el desarrollo de una bue-
na inmunidad de mucosas sea de vital im-
portancia para controlar la infeccion.!6
Como se conoce, las formas infectantes por
via oral requieren de una répida
interconversion de las formas de latencia
contenidas en ooquistes y quistes histicos
a la forma de replicacién rapida
(taquizoitos), que permite la colonizacién
de la mucosa intestinal del hospedero asi
como su posterior diseminacién. Si consi-
deramos que las 2 proteinas mayoritarias
de la superficie de este parasito, SAG1 y
SAG2, solo se expresan en el estadio de
taquizoito, se puede inferir que las protei-
nas de superficie y en particular la SAG2
también es un blanco importante de la res-
puesta inmune para evitar la reinfeccion.
Todos los ensayos de inmunizacién con
la proteina SAG2 previamente reportados
han utilizado la via parenteral para su ad-
ministracién como inmunégenos, sin lograr
ningun grado de proteccién ante un reto, -2
y por otra parte los reportes donde se ha
suministrado la proteina SAG1 asociada con
toxina colérica por via intranasal como
adyuvante, han obtenido resultados prome-
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tedores al potencializar la respuesta inmu-
ne de mucosa, con grados variables de pro-
teccion.® 172 Por esta razén se decidid
realizar ensayos de inmunizacién por via
intranasal con la proteina SAG2 nativa pu-
rificada, asociada con toxina colérica (el
més potente adyuvante de mucosa), para
explorar la capacidad de estimular la in-
munidad contra esta proteina y evaluar su
capacidad protectora ante un reto con quis-
tes histicos de la cepa 76K de T. gondii,
una cepa que produce una gran cantidad
de quistes cerebrales en ratones C57BL/6
(altamente susceptibles al desarrollo de
quistes).

Se encontr6 en los ratones inmunizados
por via intranasal, una respuesta de
anticuerpos IgG e IgA especificos tanto
contra la proteina SAG2 del parasito como
contra la toxina colérica en la saliva y en
el suero, lo que demuestra que la via de
administracion intranasal es efectiva para
suscitar una respuesta inmune serologica
tanto en la mucosa gastrointestinal, asi
como sistémica, como ha sido reportado
previamente con esquemas de inmuniza-
cion similares, pero con la utilizacién de
la proteina SAG1.%%

Cuando se realizd el conteo de quistes
cerebrales de la cepa 76 K de T. gondii en
los ratones C57BL/6, como indicativo de
proteccion se encontr6 que el grupo inmu-
nizado con la proteina SAG2 sola, presen-
t6 un menor nimero de quistes cerebrales
con una diferencia estadisticamente signi-
ficativa respecto de los otros grupos; esto
puede estar reflejando la importancia de
esta proteina en la inmunidad de mucosa
contra este parasito. Es conocido que cuan-
do un antigeno se administra junto con
toxina colérica por via intranasal se obtie-
ne una poderosa inmunidad humoral al ni-
vel de mucosas y una respuesta celular li-
mitada.!”1%22 E] reconocimiento de los



antigenos administrados junto a la toxina
colérica ocurre fundamentalmente al nivel
de los corpusculos de Peyer, sin embargo
cuando se administra el antigeno solo por
via intranasal las células que desempefian
el papel fundamental son los linfocitos
intraepiteliales que en su mayoria son
linfocitos T CDS8, que son capaces de mi-
grar por todo el sistema linfatico a otros
organos y realizar su funcién protectora y
destruir las céluls infectadas.!6-%%
Bourguiny otros encontraron un incre-
mento de la respuesta secretoria de IgA es-
pecifica al nivel de mucosa cuando adminis-
traron la toxina colérica (TC) asociada con
un sonicado total de Toxoplasma. Al evaluar
la inmunidad contra el desarrollo de quistes
cerebrales hallaron una gran proteccion evi-
denciada por la disminucién de quistes ce-
rebrales, solo en el grupo de animales
inmunizados con TC asociada al sonicado
del parasito.'® Sin embargo, al utilizar la
misma cepa del pardsito y ratones, se en-
contrd una mayor proteccion contra el desa-
rrollo de quistes cerebrales en el grupo que
recibid la proteina SAG2 sola, a pesar de
utilizar una cepa de ratén del haplotipo H-2°
que se conoce son altamente susceptibles al
desarrollo de quistes cerebrales. Esto po-
dria estar evidenciando capacidad
inmunogénica interesante de esta proteina,
como ser capaz de presentarse sin necesi-
dad de adyuvante al menos por la via de
mucosas, asi como estimular tanto una in-
munidad local secretoria de IgA, como IgG
sistémica especifica, y capacidad para esti-
mular la inmunidad celular al nivel de mu-
cosa que impida la reinfeccion por esta via.
Es de notar que en la literatura consultada
no se encuentra ningin antecedente de in-
munizacién con esta proteina por via de
mucosas y que los antecedentes de vacuna-
cién con la SAGI1 por ruta intranasal asocia-
da con la TC o a una mutante no tdxica de la
enterotoxina termolabil (LTR72, LTR63),

han mostrado una disminucién en el nime-
ro de quistes cerebrales después del reto con
la cepa 76K, asociado con un patrén de
citoquinas en los esplenocitos y células de
los nédulos mesentéricos de tipo Thl y una
fuerte respuesta inmune de IgG e IgA, tanto
local como sistémica.? Velge-Roussel y otros
encontraron que cuando transfirieron célu-
las de los nodulos linfaticos cervicales,
mesentéricos y de los linfocitos
intraepiteliales de ratones previamente
inmunizados a ratones desnudos, estos pre-
sentaron una menor cantidad de quistes ce-
rebrales después del reto con la cepa 76K.°
De los resultados de este trabajo se puede
inferir que se logrd un patrén inmune simi-
lar cuando se administrd la SAG2 sola por
via intranasal y se considera que se ha des-
crito actividad de superantigeno asociado con
la proteina SAG1, y que cuando se adminis-
tra la SAGI sola se polariza la respuesta in-
mune al patrén Th2 que no brinda ninguna
proteccién contra la reinfeccion por T
gondii,* los autores de este trabajo conside-
ran adecuado realizar nuevos estudios con la
proteina SAG2.

Los estudios previos de Lundén con
esta proteina son contradictorios, porque
cuando administré la SAG2 nativa incor-
porada en complejos inmuno estimulantes
(ISCOM) por via parenteral, obtuvo una
fuerte respuesta de anticuerpos, asi
como un aumento en la sobrevivencia
estadisticamente significativo en los ra-
tones inmunizados, ante el reto intra-
peritoneal con taquizoitos de la cepa RH,
asi como al reto por via oral con ooquistes
de T. gondii; sin embargo no obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa
entre los ratones inmunizados y no
inmunizados cuando realiz6 el reto con
quistes histicos por via oral.! Posterior-
mente, cuando realizd la inmunizacion con
la proteina SAG2 recombinante integrada
a ISCOM, aunque obtuvo una buena res-
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puesta de anticuerpos séricos especificos
contra la SAG2, no observé ningiin efecto
protector ante el reto con ooquistes de la
cepa Me49 o quistes histicos de la cepa
C56 de T. gondii; al contrario, observo una
mortalidad de 100 % en los ratones
inmunizados con la SAG2 antes que en los
grupos controles. Resultados similares en
el incremento de la mortalidad se han re-
portado con la proteina SAG1 cuando se
ha administrado junto con adyuvante de
Freund o a hidréxido de aluminio por via
parenteral,?’?® en tanto se han logrado ni-

adyuvante que se sabe polariza la respues-
ta inmune a un patrén Thl (SBASIc), o
incorporada a ISCOM por via parenteral o
cuando se ha dado por via intranasal aso-
ciada con la TC.1819:2831

A analizar los resultados alcanzados,
se concluye que la administracién intranasal
de la proteina SAG2 es efectiva para de-
sarrollar una inmunidad protectora con-
tra T. gondii tanto al nivel de mucosas como
sistémica y se recomienda continuar los
estudios con esta proteina administrada por
via de mucosas.

veles significativos de proteccién cuando
se ha administrado asociada con un
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intranasal route associated with cholera toxin in mice wRadiddRdcahizaci(n sleagstaitrahaiehized with
SAG?2 protein without adjuvant presented a smaller charge of cerebral cysts after the challenge by oral route with
T. gondii 76K strain cysts. The presence of specific antibodies against this protein, both at the serological level
(IgG) and in saliva (IgA), was proved in all the animals that received SAG2 in the immunisation scheme.
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