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RESUMEN

Se demostré6 mediante un ensayo de incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU), que un anticuerpo monoclonal murino, de la subclase 1gG1
contra la proteina de superficie SAG2 de Toxoplasma gondii, es capaz de reducir la invasion y multiplicacion del parasito en células de la
linea altamente diferenciada secretora de mucina HT29-18N2, proveniente de un adenocarcinoma de colon humano. Este resultado
demuestra la importancia de la proteina de superficie SAG2 de T. gondii en la invasién y posterior multiplicacion del parésito en la célula
hospedera.
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TOXOPLASMOSIS, NEOPLASMAS DEL COLON.

Toxoplasma gondii esun parasito intracelular
obligado, que presenta una alta distribucién en la
naturaleza. Laenfermedad humana producida por
T. gondii esuna causaimportante de morbilidad y
mortalidad en neonatos y pacientes inmuno-
deprimidos.*”

Este protozoario es capaz de replicarse en
todas las células nucleadas. Como parésito
intracelular obligado, d proceso deinvasion celular
es fundamental para su supervivencia y
diseminacion. Este es un proceso activo dirigido
por el parasito y se basa en una serie de
interacciones entre la membrana de superficie del
parasitoy lasmoléculaslocalizadasen lasuperficie
del hospedero. Estas proteinas de la membrana
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del parésito son los primeros candidatos para ser
utilizados en la busqueda de vacunas contra esta
parasitosis.®

La superficie del taquizoito de T. gondii esta
dominada por 5 proteinas mayoritarias, que han
sido implicadas como ligandos medianteloscuales
serealizael reconocimiento celular y laadhesion
del parasito a la célula hospedera. De estas la
P30(SAG1) y la P22(SAG2) son las mas
abundantes.’>** La proteina de membrana SAG2
es la segunda en abundancia en la superficie del
taquizoito deT. gondii y, a igual quelaSAG1 solo
esta presente en este estadio.’>%°

Se ha sugerido gque la SAG2 puede ser un
ligando del pardsito para acoplarse con los
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receptores de la célula hospedera y que esta
involucrada en los procesos de invasion celular,
especificamente en la reorientacion apical del
parasito.” Estudios anteriores han obtenido
resultados contradictorios en cuanto a papel de
los anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos
contraestaproteinaen lainvasiony multiplicacion
en las células del hospedero. Grimwood reporté
que la utilizacion de 2 AcM contra la SAG2
favorecen la invasion,® y sugiere que los
anticuerpos gue reconocen la proteina causaron
una acumulacién de los taquizoitos sobre la
membrana de la célula hospedera; mientras que
Channon demostré que cuando se bloguea esta
proteina con otro AcM, disminuye claramente la
invasion.

El propdsito en estetrabajo fue primero validar
un sistemain vitro con lautilizacion de un clon de
célulasprovenientedelalineaHT29, paraestudiar
losprocesosdeinvasony multiplicaciénintracelular
de taquizoitos de T. gondii con el empleo de
bromodeoxiuridina (BrdU), un andlogo de la
timidina como marcador, para después evaluar en
estoseventose efecto de un anticuerpo monoclonal
(AcM) dirigido contrala SAG2.

METODOS
ANIMALES

Ratones OF1 (Centro Nacional de Produccion
de Animales de Laboratorios-CENPALAB, La
Habana).

Ratones BALB/c (CENPALAB, LaHabana).

LINEAS CELULARES

La linea celular de mieloma murino
Sp2/0-Agl4 (ATCC:CRL-1581), secultivo en
frasco de 125 mL en medio RPMI suplementado
consuerofeta bovinoinactivado con calor (BFSHI)
10 % y solucion de antibi6ticos-anti micéticos
(Sigma, EE.UU.). Se utiliz6 parala obtencion de
|os anticuerpos monoclonales (AcM).

Lalineade células Vero (ATCC: CCL-81), se
cultivo en frasco de 125 mL con medio 199
suplementado con BFSHI 2 % y solucion de
antibidticos hasta lograr la formacion de una

monocapa. Se utilizé para la produccion de los
taquizoitos de Toxoplasma gondii.

El clon HT29-18N2 donado gentilmente por €
doctor Boris Luis Rodriguez del Centro Nacional
de Investigaciones Cientificas, La Habana,
derivado de la linea HT29 (ATCC HTB38)
obtenida a partir de un adenocarcinoma de colon
humano y que tiene la capacidad de diferenciarse
en un medio que contiene glucosa y libre de
proteinas,? se utilizd pararealizar |os ensayos de
invasion y multiplicacién intracelular de los
taguizoitos deT. gondii. Estascélulas se cultivaron
en placas de cultivo de 96 pozos de fondo plano
(Nunclon®, Suiza) en medio medio eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) glucosado
(4,5 g/L), suplementado con BFSHI, hasta lograr
una monocapay ser después diferenciadas por la
eliminacion del suero mediantelavado con solucion
sdlinafisiol 6gica(SSF) estéril y laadicion demedio
para hibridomas libre de proteinas (PFHM-I1;
Gibco) parainducir su diferenciacion.

PARASITOS

La cepa RH de T. gondii, aislada por Sabin
en 1941 de un caso de toxoplasmosis congénita,
se caracteriza por ser altamente virulenta en
ratones, con unadosisletal (LD100) alos10d que
oscilaentre 1-10 parasitos, cuando se administran
lostaguizoitos por viaintraperitoneal 2 Seutilizaron
taguizoitos de la cepa RH para la obtencion de
antigeno a emplear en los esquemas de
inmunizacion, ensayos inmunoenzimaticos,
inmunofluorescencia, electroforesis e
inmunotransferencia; los taquizoitos fueron
matenidos por pases intraperitoneales en ratones
OF1y subcultivados en células Vero.

Para obtener los taquizoitos de T. gondii
marcados con BrdU, se infecté la monocapa de
célulasVero con taquizoitos de la cepa RH de
T. gondii, € cultivo se mantuvo en medio 199
suplementado con BFSHI 2 % antibidticosy BrdU
(10 umoal), hasta que se logré unalisistotal de la
monocapa por |los parasitos. Se procedid a
recuperarlos por centrifugacion del medioal1 000g
por 10 min a4°C; se descarté €l sobrenadantey se
resuspendio € precipitado en medio PFHM-I1 para
su posterior utilizacion enlosensayosdeinvasion
intracelular.



La viabilidad de los parasitos antes de cada
experiemento se verificd por lacol oracién con azul
detripanoy seutilizaron sololoslotescon viabilidad
de 95 % o més.

ANTIGENOSDE TOXOPLASMA

Un extracto total de antigenos solubles
enriquecidos en proteinas de membrana se abtuvo
por sonicacion a10 000 Hz en 5 ciclos de 30 s
cada uno, de una suspension en solucion salina
tamponada con fosfatos (SSTF) de 3 x 10°
taguizoitos frescos de la cepa RH, obtenidos en
células Vero y purificados por filtracion a través
deunfiltro de policarbonato de 3 um de tamafio de
poro (Nucleopore. Inc, Cambridge, EE.UU.). El
sonicado secentrifugdal0 000gpor 30 mina4 °C
y se recuperé el sobrenadante. Para enriquecer
esta preparacion en proteinas de membrana, se
agrego Triton x 100 (sigma, EE.UU.) 0,1 %. Se
adicion6 una mezcla de inhibidores de proteasas
(phenyl methyl sulfonyl fluoride5 mmol, pestatin
A 1pumol, EDTA 1 pmoal), se filtré por membrana
de 0,2 um y se determind la concentracién de
proteinas por el método de Smith.?

ANTICUERPOMONOCLONAL CONTRA
LA PROTEINA MAYORITARIA DELA MEMBRANA
SAG2DET. gondii

L osanticuerpos monoclonalesderatén contra
las proteinas mayoritarias de la superficie del
taquizoito de T. gondii, SAGL1 (3G9C9) y SAG2
(1B11C9) del isotipo 1gG1, se produjeron en el
laboratorio mediante fusion con polietilen glicol
(hybri-max-sigma, EE.UU.) entre linfocitos del
bazo de un ratén BALB/c previamenteinmunizado
con 3 x 10° taquizoitos formalizados de la cepa
RH de T. gondii y las células de mieloma murino
Sp2/0-Agld (ATCC Number:CRL-1581). Se
emplearon los procedimientos generales de la
tecnol ogia de obtencién de hibridomas.?

Los hibridos productores seleccionados se
inocularon intraperitoneal menteenratonesBALB/c
y a partri del liquido ascitico producido se
purificaron los anticuerpos por cromatografia de
afinidad en columnas de proteina A-Sepharosa
(Amersham-Pharmacia Biotech) con las
recomendaciones del productor. Una vez
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purificados se dializaron contra SSTF y se estimé
la concentracién de proteinas por el método de
Smith. La solucién de anticuerpos se esterilizé
mediante filtracion en membra de 0,22 pm y la
concentracion se gjustd a 1 mg/mL para los
diferentes ensayos.

VALIDACION DELASCELULASHT29-2N18 COMO
MODELOINVITRO

A continuacion se hace la validacion de estas
células como modelo in vitro de laincorporacion
delaBrdU paramedir lainvasiony multiplicacion
de T. gondii sobre células epiteliales de intestino
humano (HT29-18N2).

En 2 placas de 96 pozos se sembraron células
HT29-18N2 en medio DMEM, 25 pozos en cada
una a una concentracion de 5 x 10° células por
pozo. Se permitid laformacion de una monocapa
en medio DMEM vy se diferenciaron a enterocitos
con el medio libre de proteinas y con glucosa
(PFHM 11-Gibco) durante 96 h. Se trataron los
pozos por quintuplicado con diferentes
concentraciones de interferon gamma (INFy)
humano recombinante (Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia [CIGB], Cuba) 0 (10
poz0s), 5 (5 pozas), 50 (5 pozos) y 500 (5 pozos) U/mL
mediante un protocolo similar a descrito por Dimer
y Bout cuando utilizaron células Caco2
(ATCC:HTB37), también provenientes de un
adenocarcinoma de colon humano.?

A las 22 h detratamiento con €l INFy, selavd
la capa de células 2 veces con solucién salina
fisoldgicay seadicionaron alas 2 placastaguizoitos
vivos de la cepa RH de T. gondii a una
concentracion de 50 000 taqui zoitos por pozo, 3 h
mastarde selav6 de nuevo lacapacelular, y auna
de las placas se le afiadid e medio sin suero que
contenia uracilo tritiado (Amersham Pharmacia
Biotech). A las 16 h se detuvo el cultivoy se
consecharon los pozos en un cosechador
SKATRON vy serealizo lalecturaen un contador
de centelleo. A laotraplaca se le adicion6 BrdU,
un analogo de la timidina que se utiliza para
cuantificar la proliferacién celular. A las 16 h se
detuvo el cultivo y se proceso siguiendo las
instrucciones del juego de reactivos para medir la
proliferacion celular por ELISA de Boehringer
Mannheim. En un cultivo en paralel o en idénticas
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condiciones, pero en placas de 24 pozos con
laminillas redondeadas (Nunc?) en el fondo,
después del tratamiento con € INFy, se lavé la
capa celular y se adicionaron los taquizoitos
(250 000 por pozo), alas3 h seretiré el medio, se
lavaron las laminas con SSTF, se fijaron con
metanol y se tifieron con giemsa para contar €
ndmero de parasitos en €l interior de cada célula.

Serealiz6 un andlisis de regresion lineal y se
calcul6 e coeficiente de correlacion al comparar
la media de los resultados obtenidos por las 2
técnicas.

DETERMINACION DELASCONDICIONESOPTIMAS
DECULTIVODE CELULASHT29-18N2

Para determinar las condiciones éptimas en
cuanto a tiempo de incubacién y la cantidad de
parésitos paraestudiar lainvasion delostaqui zoitos,
se realizaron los experimentos siguientes. se
cultivaron las clulas HT29-18N2 en placa de 96
pozos (20 pozos), hastaque formaron lamonocapa
y después se diferenciaron de la forma antes
descrita.

Por otro lado, se obtuvieron taquizoitos de la
cepa RH de T. gondii de un ratén inoculado 4 d
antes y se adicionaron a un frasco de 75 cm? con
unamonocapade células Vero mantenidasen medio
199 suplementado con BFSHI 2 %, y se dgjaron
durante3 h, seelimind e mediodecultivo, selavé
la capa celular con SSTF A 37 °C y se adiciond
medio fresco que contenia BrdU a concentracion
1 x (10 umol) del juego de reactivos paramedir la
proliferacién celular (Boehringer Mannheim). Los
taguizoitos en €l interior de las células Vero, que
son por las caracteristicas del parasito los Unicos
que se estan multiplicando, van a incorporar la
BrdU y de esta forma quedan marcados con este

- ( .

Taquizoitos Taquizoitos Celulas H'129
T.gondi: Marcade BrdU (fase Gi)

anadlogo de latimidina (fig. 1). Los taquizoitos se
cosecharon unavez lisadatodala capacelular, se
contaron en camara de Neubauer y se determiné
suviabilidad con azul detripano; se utilizaron solo
loslotes con unaviabilidad superior a 95 %.

Los taquizoitos de T. gondii previamente
marcados con BrdU, diluidosen 200 pL de medio
PFHM-II fueron afadidos a las placas de cultivo
de células HT29-18N2 a diferentes concen-
traciones, 0 taquizoitos por pozo (5 pozos), 10000
taguizoitos por pozo (5 pozas), 50 000 tagui zoitos por
pozo (5 pozos) y 100 000 taquizoitos por pozo (5
pozos). Al cabo de 22 h deincubacion en atmésfera
deCO,5 % a37°C, seremovio & medioy se
adiciond la solucién de fijacion del juego de
reactivos, para determinar laproliferacion celular
basado en lamedicion delaincorporacion de BrdU
durante la sintesis de DNA (Boehringer
Mannheim). Se incubd por 30 min a temperatura
ambiente, luego se removio esta solucion y se
adiciono € anticuerpo monoclonal anti BrdU-POD.
Seguidamente, se incub6 por 90 min adicionales,
después serealizd € ciclo delavados, se adicioné
el sustrato y se detuvo lareaccion alos 15 min con
H,S0O, 12,5 %. Lalecturase efectud aunalongitud
de onda de 450 nm.

Para determinar el tiempo 6ptimo para la
invasion, se sembraron 30 pozos de una placa de
96 pozos, con célulasHT29-18N2, selespermitié
formar monocapay diferenciarsey se adiciond por
tiempos variables desde 30 min hasta 24 h, por
quintuplicado, unaconcentracion de10000 tagui zoitos
marcados con BrdU por pozo. Al concluir cada
tiempo experimental, seretir6 el medio de cultivo
y seprocedi 6 mediante lasinstrucciones del juego
de reactivos para determinar la incorporacion de
BrdU a DNA.

© Fig. 1. Ensayo para determinar

invasion de taquizoitos de T. gondii
en células HT29, mediante un sistema
de incorporacién de BrdU.

Invasidna HT29
por T.grma‘if



Paralos ensayosde multiplicaciénintracel ular,
se adicionaron los taquizoitos sin marcar
previamente con BrUd (fig. 2), se incubaron con
las células durante 2 h, selavé la capa celular con
medio PFHM-I1 (Gibco) y se adiciono medio fresco
suplementado con BrUd 1x (10 umol). Seincubaron
a 37 °Cpor 16 h, al cabo de las cuales seretiro €
medio, se lavé la capa celular 3 veces con SSTF
estéril y seadiciond lasolucion defijacion. Sesiguid
€l procedimiento descrito antesparael uso ddl juego
de reactivos.

ENSAY OS INVITRO DEL EFECTODEL AcM
ANTI SAG2 SOBRE LOSPROCESOSDE INVASION
Y MULTIPLICACION DET. gondii CON BrdU

Unavez obtenida la monocapa de las células
HT29-18N2 en laplacade 96 pozosy realizadala
diferenciacion, se adicionaron 10 000 taquizoitos
de la cepa RH de T. gondii marcados con BrdU
por pozo. Los ensayos se realizaron por
quintuplicado.

Grupo 1: control de células que no fueron
infectadas

Grupo 2: control de célulasy taquizoitos

Grupo 3: célulasy taquizoitos preincubados por
1ha37°Ccon1mg/mL deanticuerpo monoclonal
anti-SAG2 diluido en medio de cultivo PFHM-I1.

Grupo 4: célulasy taquizoitos preincubados por
1 ha37 °C conlmg/mL de un anticuerpo
monoclonal no relacionado de la misma subclase
1gG1, diluido en medio de cultivo PFHM-II (contra
Giardialamblia, desarrollado en el |aboratorio de
anticuerpos monaclonales de la subdireccion de
Parasitologia del |PK).
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Este ensayo se realiz6 3 veces con resultados
similares, se muestran los resultados de uno delos
ensayos.

Para determinar el efecto sobre la mul-
tiplicacion, serealizd como esté descrito anterior-
mente, con la Unica diferencia de que solo los
taguizoitos se incubaron por 1 h con € AcM anti
SAG2(TgB11) aunaconcentracionde 1 mg/mL antes
del experimento.

Se realiz6 un ensayo de multiplicacion
intracel ular donde se adicionaron concentraciones
crecientes de parasitos vivos tratados con el AcM
anti SAG2 (10, 20, 30, 40y 50 000 taguizoitos por
pozo). Se compararon |os resultados con un grupo
de célulasinfectadas con 10 000 taqui zoitos vivos
sin marcar incubados previamentecon el AcM anti-
giardia, del mismo subtipo. La BrdU a una con-
centracion 1x seadiciond a cabo de3 h cuandoya
sehabiarealizado lainvasion delostaquizoitosala
célula hospedera HT29-18N2, para asegurar que
laactividad encontrada cuando serealizd lalectura
del ELISA, sedebaalaincorporacién de BrdU al
DNA de los nuevos parasitos. Luego se siguio €
mismo procedi miento descrito anteriormente.

El objetivo de este experimento fue descartar
gue el efecto del AcM anti-SAG2 sobre la
multiplicacion intracelular era producto de una
inhibicion en la penetracion de los parésitos alas
célulasHT29-18N2.

ANALISISESTADISTICO

L os resultados se analizaron con métodos de
andlisis no paramétricos como Kruskall Wallisy
Mann-Whitney mediante el programa TRUE
EPISTAT y STATGRAPHIC.

Fig. 2. Ensayo para determinar
multiplicacion de taquizoitos de

O

+BrdU

= O

T.gondii en células HT29, mediante

Taguiznitos  Células H1729
un sistema de incorporacion de BrdU. T. gondi (fase GOy)

Incorporaci n deBrdU
por nuevos taquizo tos
de T. gondii

levasion a HT29
por T gandis
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RESULTADOS

Validacion del modelo con la utilizacion de
células HT29-18N2 y la bromodeoxiuridina
como marcador del proceso de multiplicacion
del parasito

En el tratamiento con INFy no afectd la
penetracion de los taquizoitos a las células
HT29-18N2. Enlaslaminillastefiidas con giemsa,
en todos |os grupos se observé un nimero similar
de parasitos en €l interior delas células.

En el sistema de incorporacion de uracilo
tritiado como indicativo de la multiplicacion
intracelular de los taquizoitos de T. gondii en las
cé8lulasHT29, seencontrd un efecto inhibidor sobre
este evento del INFy recombinante, en concor-
danciacon los experimentos efectuados por Dimer
y Bout, quienesrealizaron un estudio similar pero
con lautilizacion como model o de células Caco-2
gue sediferencian acéulasepitelialesintestina es
en medio DMEM con 10 % de suero.

100000, T

=10 000,
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Se encontrd una buena correspondencia entre
€l ensayo con BrdU para medir la multiplicacion
celular y el ensayo con uracilo tritiado con los
mismos fines en las células HT29 (coeficiente de
correlacién: 0,98, andlisisdevarianza: p<0,01) lo
gue permitio prescindir del uso del is6topo marcado
(fig. 3).

Se adoptd como Optima la concentracion de
10 000 parésitos por pozo y como tiempo de
incubacion 22 h paralos ensayosdeinvasion, pues
fue la cantidad de parasitos y €l tiempo donde se
logré unamaximaincorporacién de BrdU sinlisis
de lamonocapa (figs. 4y 5).

Ensayos in vitro de inhibicion de la invasion y
multiplicacion intracelular de taquizoitos de
T. gondii a células HT29-18N2 con un
anticuerpo monoclonal contra la proteina de
superficie SAG2 del taquizoito de T. gondii

Al incubar previamente | os taquizoitos de
T. gondii ya marcados con BrdU, con el
anticuerpo monoclonal anti SAG2, se observé una

.......... Uracilo H3

BrdU

Fig. 3. Comparacion del sistema de
radiomarcaje con uracilo tritiado y con
BrdU para determinar el efecto de
diferentes concentraciones de INFy (O,
1 5, 50, 500 U/mL) sobre la multipli-
cacion de los taquizoitos de T. gondii
(50 000 parésitos/pozo) en el modelo
de células HT29-182N. Las barras
f representan la media £ DE de quintu-
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Fig. 4. Prueba de invasi6on con
taquizoitos de la cepa RH de T. gondii
en células HT29 a concentracién de
10 000 parédsitos por pozo a
diferentes tiempos de incubacién. Las
células fueron cultivadas en placas de
96 pozos hasta lograr la monocapa y
su diferenciacion en un medio libre
de suero. Las barras representan el
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Fig. 5. Invasion de T. gondii en células HT29 con diferentes
concentraciones de indculo de taquizoitos alas 22 h de incubacion.
Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos y se
adicionaron diferentes concentraciones de taquizoitos (0, 10,
50, 100 x 10°) por pozo. Los datos presentados son € promedio
+ DE de quintuplicados de una de las experiencias.

maodificacion estadisticamente significativa en la
tasadeinvasion al sistemadecéulasepiteliadesde
colon humano HT29, en relacién conlostaquizoitos
incubados con AcM no relacionado y con los
incubados con SSTF. Se presentan |os resultados
de una de las experiencias (fig. 6). Este experi-
mento se repitié 3 veces en iguales condiciones
con resultados similares.

El efecto en lamultiplicacion intracelular del
parésito en este sistema celular evidencié una
inhibicion de este evento, cuando seinfectaron con
taquizoitos previamenteincubados con € anticuerpo
monoclonal anti SAG2 (fig. 7). Se obtuvieron
resultados similares en otros 2 experimentos
realizados en las mismas condiciones.

En el experimento paradescartar que el efecto
sobre la multiplicacion fuera producto de que una
menor cantidad de parasitos tratados con el AcM
penetraran a las células, se encontr6é de forma
consistente valores menores de absorbanciaen los
grupostratados con €l monoclonal, lo que permitié
verificar un claro efecto del AcM anti SAG2 sobre
lamultiplicacionintracelular, el cua semantienea
pesar del incremento de lacarga parasitaria (fig. 8).

DO: 450nm
4 ——

Fig. 8 Efecto del anticuerpo
monoclonal contra las proteinas de 9
superficie SAG2 (1 mg/mL) de
T. gondii, sobre la multiplicacién en
células HT29. Las células fueron
cultivadas en placa de 96 pozos y se
utilizaron 1 000 células por pozo y
concentraciones crecientes de
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Fig. 6. Efecto del anticuerpo monoclonal contra la gr%t%?na de
superficie SAG2 ( 1 mg/mL) de T. gondii en lainvasién de células
HT29. Los datos presentados son el promedio + DE de
quintuplicados de 1 de las experiencias. Se calcularon K Wallis,
p < 0,05. Prueba de Mann-Whitney: T. gondii vs AcM anti SAG2
p < 0,01, T. gondii vs AcM no relacionado, p > 0,05; AcM
antiSAG2 vs AcM no relacionado p < 0,01.
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Fig. 7. Efecto del anticuerpo monoclonal contra la proteina de
superficie SAG2 ( Img/mL) de T. gondii en la multiplicacion de
los taquizoitos de T. gondii en las células HT29. Las células
fueron cultivadas en placa de 96 pozosy se utilizaron 1 000
células por pozo y 10 000 taquizoitos. Los datos presentados
son el promedio + DE de quintuplicados de 1 de las experiencias.
Krushall Wallis: p < 0,01 Mann-Whitney: células infectadas con
T. gondii vs células infectadas con T. gondii incubadas con
anticuerpo monoclonal anti SAG2 p<0,01. Células infectadas
con T. gondii e incubadas con AcM no relacionado vs células
infectadas con T. gondii incubadas con AcM anti SAG2 p < 0,01.
Células infectadas con T. gondii vs células infectadas con
T. gondii incubadas con AcM no relacionado p > 0,05.
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DISCUSION

La utilizacién de los modelos in vitro para €l
estudio delosfendmenos deinteraccién hospedero
parésito esdegran utilidad. Dimier y Bout utilizaron
como modelo para medir la multiplicacion delos
taguizoitos de T. gondii las células epiteliales
intestinales Caco-2 provenientes de un
adenocarcinoma de colon humano, que en
condiciones de cultivo son moderadamente
diferenciadas y se mantienen todo € tiempo en
medio DMEM con 10 % de suero fetal de
ternero.?® La célula HT29 es una linea
moderadamente diferenciada obtenida a partir de
tejido epitelial de un adenocarcinoma de colon
humano. El clon HT29-18N2 derivado deestalinea
en un medio libre de proteinas y con glucosa se
diferencia en monocapas de células con formade
caliz invertido, llenas de granulos de mucus y
segregan a medio componente secretor.

Si setiene en cuenta que la mucosaintestinal
humana esta recubierta por una capa epitelial de
enterocitosy célulasenformadecdlizinvertidoy
gue con estas células altamente diferenciadas es
posibletrabgar con medio libredelainfluenciadel
suero de otra especie, se puede afirmar que el
model o de este estudio es mucho més cercano alo
gueenreaidad puede ocurrir en e epiteliointetina
gue e empleado por Dimer y Bout.?

Hasta el presente se han realizado muchos
estudios con la utilizacién de proteina SAGL, a
pesar de la SAG2 ser la segunda proteina més
abundante en la superficie. Después de los
experimentos de Luden y otros, 1997,° quedd en
parterelegadaad olvido. Sinembargo, hay algunos
antecedentes que apuntan a que la SAG2 es una
proteinaimportanteenlafisiologiadel parasito. La
proteina SAG2 en su formanativao recombinante
ha sido reconocida por paneles de sueros de
individuos con toxoplasmosisagudao crénica, que
muestra una respuesta fuerte en los individuos en
fase aguda.l”8

Grimwoody Smithreportaron quelautilizacion
de 2 AcM contrala SAG2 favorece lainvasion,’®
esto sugiere que los anticuerpos gue reconocen la
proteina causaron una acumulacion de los
taguizoitos sobre la membrana de la célula

hospederay gque cuando la presion del anticuerpo
seretira, estapoblacion deparasitosentrealacdula
y resulta en un incremento global de lainvasion,
esto sugiere que la entrada de los parasitos
"inmovilizados' sobre la superfice de la célula
hospedera puede ser por causa de laregeneracion
de la SAG2 o a la fagocitosis por la célula
hospedera. Hace poco, Channon demostré que
cuando se bloquea esta proteina con otro AcM,
disminuye claramentelainvasion.*

Los resultados obtenidos en este trabajo con
el anticuerpo monoclonal contra la proteina de
superficie SAG2 del taquizoito de T. gondii
reafirman los reportes previos sobre el importante
papel de esta proteinaen |os procesos deinvasion
y multiplicacion alacélula hospedera.i*-?

L os efectos observados pueden explicarse por
la accion directa de interferencia del anticuerpo
monoclonal sobre la proteina de superficie contra
la que fue desarrollado. Este anticuerpo podria
estar modificando los mecanismo de anclgje del
parésito alacélulahospederaasi como impedir la
penetracién activa por blogueo de la actividad de
esta proteina.

El efecto en lamultiplicacion intracelular del
parasito por el AcM TgB11 puede explicarse en
primeramedidapor unadisminucion en el nimero
de parésitos que penetran a la célula hospedera;
sin embargo, como se pudo corroborar, € efecto
enlainhibicién delamultiplicacién se mantuvo alin
con grandes variaciones en la carga del parésito,
lo que podriaestar mostrando laimportanciadela
proteina de superficie SAG2, pues €l efecto dela
inhibicion sobrelamultiplicacion persistio después
del fendbmeno de invasién celular en los procesos
bi ol 6gicos subsecuentesalainvasién por T. gondii
y contrario alos sugerido por Channon y otros,*#
no se encontraron evidencias de regeneracién de
laproteinaSAG2.

El andlisisde estosresultadosincitaarealizar
nuevos experimentos para profundizar el papel de
esta proteina en los mecanismos inmunes gue
desarrolla el hospedero contra el parésito.
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SUMMARY

By an bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation assay,
it was proved hat an |gG1 subclass, murine monoclonal
antibody to surface protein SAG2 of Toxoplasma gondii
is capable of reducing the invasion and multiplication
of the parasitesin highly differentiated mucine secretory
HT29-18N2 line cells from a human colon
adenocarcinoma. This result shows the importance of
surface protein SAG2 of T.gondii ininvasion and further
multiplication of parasitesin the host cell.
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development; BROMO-DESOXY URIDINE; ANTIBO-
DIES, MONOCLONAL; MEMBRANE PROTEINS;
ANIMALSLABORAROTY; MICE, INBRED BALB C/
immunology; EPITHELIAL CELLS; TOXOPLAS
MOSIS; COLONICNEOPLASMS.
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