SIMPOSIOS

Impacto de nuevas metodologias
en el estudio de parasitos

I. Introduccién

Guadalupe Ortega-Pierres*

Los pardsitos constituyen un grupo de organis-
mos que tienen una distribucién cosmopolitay se
ha reportado que existen bastantes mas organis-
mos parasitos que aquellosde vidalibre ennuestro
mundo actual.

En términos generales, la vida parasitaria ha
sido muy exitosaya que ha evolucionado de mane-
ra independiente en casi todos los phyla animales
desde los protozoarios hasta los artrépodos y
cordados, asi como en un gran nimero de plantas
y hay algunos casos en que los parasitos alojan a
otros parasitos. Estos organismos han desarrolla-
do maneras de vivir en huéspedes que proveen
ambientes nutricionalmente abundantes, pero pa-
raddjicamente, muy hostiles desde el punto de
vista inmunolégico. Asi, los parasitos muestran
una gran combinacién de adaptaciones bioquimi-
cas, fisiolégicasy nutricionalesUnicas de su grupo,
asi como formas de evadir la respuestainmune y
Sus consecuencias, asi mismo su ecologia es mas
compleja en comparaciéon con la de organismos
libres. Estas caracteristicas tan distintivas de los
organismos parasitos, han atraido la atencién no
sélo de parasit6logos sino también de biélogos
moleculares, bioquimicos, fisi6logos, inmunélogos
y epidemidlogos.

Es claro que las enfermedades parasitarias
constituyen un aspecto muy importante en la vida
de mucha gente. Esto Ultimo, tanto en paises en
vias de desarrollo en donde la prevalenciade esas
enfermedades es muy basta, como en paises
desarrolladosen los cuales, de acuerdo con repor-
tes recientes, se han incrementado los casos de

individuos que alojan organismos parasitos proto-
zoario~y algunos helmintos.

La morbilidad y la mortalidad causada en dife-
rentes poblacionespor enfermedadesparasitarias
tienenunimpactoimportanteen laeconomiade los
paises ya que la vida productiva de los individuos,
animales y plantas, considerando éstos Ultimos
como fuentes de alimentacion, se ven seriamente
mermadas por la infeccién con parasitos. Asi, uno
de los papeles importantes de los parasitélogos,
junto concolegasdeotrasdisciplinas cientificas, es
el contribuir a disminuir el nimero de muertes e
infecciones causadas por organismos parasitos,
con esto se tiene una oportunidad Unica para co-
laborar en la erradicaciénglobal de enfermedades
transmisibles, asi como el hacer posible un uso
mas eficiente de los recursos disponibles actual-
mente en la tierra.

En este contexto, el estudio de la biologia de los
paréasitosy la relacién que éstos establecen con sus
huéspedes, asi como de los reservorios y vectores
que alojan a estos organismos empleando un enfo-
que multidisciplinario y aplicando herramientas
novedosas acorde con avances tecnoldgicosen va-
rias areas, ha permitidocontribuiral conocimientode
susciclos de vida, adesarrollarmétodos Utilesparael
diagnoésticode estos, a disefiarmaneraspara preve-
nir su transmisién,asi como a curar las infeccionesy
eventualmenteerradicarlas enfermedades produci-
das por estos organismos. Sinembargo, a pesar de
los esfuerzos colectivosde un gran nimero de cien-
tificos en el mundo entero, ain quedan muchos
aspectosbasicos por estudiaren los parasitos. Estos
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incluyen mecanismos de patogenia, factores de es-
tos organismosque inducenrespuestasinmunesen
elhuésped,formasen que éstospenetranen células
otejidosdelmismo, expresiéngenéticay especiacion
en estos organismos, identificacion de algunas de
sus moléculas con el fin de desarrollartratamientos
mas efectivos,asi comovacunas, y tambiénaquellos
que permitan estudiar aspectos evolutivos de estos
organismos.

En nuestro pais existen varias regiones en
dondela poblaciénpadecede enfermedadespara-
sitariasmermandono solo su saludsino el desarro-
llo integral de sus individuos. Esta ha sido la causa

mas directa por la que se cuenta con una gran
tradicién en el estudio de parasitos en varias Insti-
tuciones a nivel nacional.

Considerandoesto Ultimo, se invitd a participar
en este simposium a investigadores de vanas
instituciones de investigacion en nuestro pais,
paraque presentaransus estudios sobre parasitos
de importanciaen salud publica en México y tam-
bién en otros sitios del orbe, en los cuales han apli-
cado metodologia de vanguardia. Estos estudios
sin duda han tenido un impacto importante en el
conocimiento de los organismosparasitos, asicomo
en el control de las enfermedades que producen.

Il. Diseiio y construccion de vectores para la
transformacion estable de Entamoeba histolytica

Alejandro Alagén*, Arantxa Cortés**, Felipe Olvera*, Alejandro Olvera*,
Antonio Gonzalez**, Paul Lizardi*

Introduccion

Entamoebabhistolytica es un protozoarioparasi-
to intestinal humano, de comportamiento patége-
no; es el agente etiolégico de la amibiasis. El ciclo
de vida de Entamoeba histolytica comprende cua-
tro estadios consecutivos: trofozoitos, prequistes,
quistes y formas metaquisticas. La investigacion
se ha centrado en las formas quisticas, por las que
se diseminay en los trofozoitos, que producen el
cuadro patoldgico.'

La amiba histolitica es un organismo eucariote
atipico (Cuadrol). Desde un punto de vistaestruc-
tural, Entamoeba histolytica es un eucariote muy
simple,ya que no tiene mitocondrias,peroxisomas,
ni microttibuloscitoplasmicos. Tampocotiene apa-
rato de Golgi, ni reticulo endoplasmicoliso o rugo-
so bien desarrollados. Bioguimicamente se des-
via, de maneraimportante, de los eucariotesmas
complejos;porejemplo, carece de hemoproteinas,
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glutation, ciclo de Krebs, via colateral de las
pentosasy suglicélisis no esta regulada alostérica-
mente. Asimismo, su actina y ubiquitina son alta-
mente divergentes. La organizaciénde sus acidos
nucleicos presenta también caracteristicas parti-
culares, ya que no posee histonas tipicas, tienen
muy pocos intrones, los extremos 5' no traducidos
de los RNAs mensajeros son muy cortos y los
genes ribosomales ( rDNA) estan localizados de
maneraexclusivaenplasmidosextracromosomales
circulares (alrededor de 200 por célula).

Ademas, en Entamoeba histolytica las vias
lisosomal y secretoria no estan separadas, es
decir, un mismo tipo de vesiculasrealizafunciones
digestivasy de secrecién constitutiva. Es posible,
sin embargo. que exista una via separada para la
secrecion inducida. También se sabe que la
patogenicidad y otros fenémenos vitales de la
amiba dependende su gran actividad secretoria.’
Resulta pues, muy interesante, preguntarse co6mo

Correspondenciay solicitud de sobretiros Alejandro Alagon. Instituto de Biotecnologia, Universidad Nadonal Auténoma de México, Apartedo

510-3,

476

Mar, 62271, Mexioo. Tek (52-73) 114900; Fax (52-73) 172388, E-mail: alagon@ibt unam mx

Gac Med Méx Vol. 132 No. 5




es que funciona la maquinaria secretoria de
Entamoeba histolytica. Ademas, la respuesta a
esta pregunta podria dar elementos en el conoci-
miento del desarrollo filogenético de las estructu-
ras y moléculas que participan en el movimiento
intracelular de las proteinas.

Cuadro I. Algunas peculiaridadesde Entamoeba fistolytica

Morfologia y compartamentalizacion:

"Carece de mitocondriasy peroxisomas.

* Tienereticuloendoplasmicoy aparatode Golgipoco desarrollados.

* Sus vesiculas digestivas no se distinguen de las secretorias
constitutivas.

Metabolismo:

‘Carece de ciclo de Krebs. via colateral de las pentosas y
proteinas con grupo heme.
Posee cinasas dependientesde pirofosfato.

* Su glicélisis no estareguladaalostericamente.

* No sintetiza giutation.

‘Tiene una ubicuitinaaltamentedivergente.

Organizaciéndel DNA y RNA:

* La estructurade su cromatinay sus histonas, es atlpica.

'Sus genes ribosomales (rDNA) se localizan en piasmidos
circulares extracromosomales.
La mayoria de s.s genes no ienen intrones
Los extremos 5’ de s us RNAs mensajeros son extremadamente
cortos.

*La transcripcion de sus MRNAS inicia en la secuencia consenso
ATTCA o ATCA.

'Sus mRNAs tienen un motivo TATA. bastante atipice, mas o
menos 30 nucledtidos corriente arriba del inicio de la transcrincion.

« En el extremo 3 no traduc go de s.s mRNAs hay tn niot vo
pentanucieot dico TA(A/T)TT quefunc ona p.tativamente como
la sefial de terminaciénde la transcripcion

Basado en?v?
.

Hace algtn tiempo nos planteamos varias es-
trategias para acercarnos al estudio de la via
cecretoriade Entamoebahistolytica:(a) la clonacién
y caracterizacion de genes que codifican para
proteinas que participan en el trafico intracelulary
la via cecretoria, (b) la caracterizaciénde alguna
proteina cecretoria, su clonacion, expresiény pro-
duccién de anticuerpos, a fin de utilizarla como
marcadoraen futuros estudios,y (c)iniciarel desa-
rrollode un sistemadetransformacion genética del
parasito para aplicarlo a la diseccién genetica y
molecular de sus rutas de secrecion.

En este trabajo presentamosel disefio y la cons-
trucciénde dostipos de vectorescon los que pudiera
lograrsetransformaciérestabledelaamibabhistolitica.
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Material y métodos

Elcultivo de trofozoitosde Entamoebahistolytica
(cepa HK9) se realizdde manera axénicaen medio
TYI-33.* Todos los reactivos y enzimas utilizados
fueronde la mejor calidaddisponible. Las manipu-
lacionesde los acidosnucleicosfueron convencio-
nales.>®

Resultados

Primera estrategia para construir un vector de
transformacion de Entamoeba histolytica

Elvectorincluye un gene cuyo productoinactiva
aun antibiético,la higromicinaB, que debe resultar
en resistencia al mismo por parte de las amibas
transformadas.Parahacerposible la transcripcion
del gene que codifica la fosfotransferasa de
higromicinaB, se cloné delante una secuenciade
DNA con actividad promotora en Entamoeba
histolytica (la del de gene de actina)y, detras, una
sefialde poliadenilacion (ladela proteinaribosomal
L21). Lasecuencia promotoray la sefial de poliade-
nilacién fueron obtenidas por clonacion, por reac-
cién de la polimerasa en cadena (PCR), de la
region comprendidaentre los genes que codifican
paralaproteinaL21y unadelas actinas,” quetiene
un tamafio aproximadode 2.4 kb (Figura 1A).

Para conseguirtransformantes que puedan te-
ner la oportunidad de replicarse de manera aut6-
noma en los trofozoitos amibianostransformados,
insertamos en la construccién un origen de repli-
cacion episomal (el mismo que para los vectores
descritos abajo). No puedeexcluirse,sinembargo,
que el gene de lafosfotransferasapudieraintegrar-
se por recombinacién homeéloga entre el gene de
actina y el de la proteina L21. El mapa de este
vector, pBSSK(-)AHPHL-ARS1, se esquematiza
en la figura 1B.

Segunda estrategia para construir vectores de
transformacion de Entamoeba histolytica

Esta serie de vectores plasmidicos incluyen
buena parte del cistrén del RNA ribosémico con
una mutacion, producida in vitro, en el dominio




menor 3 de la subunidad ribosomal pequefia. Asi,
al transcribirse el cistron mutado, producira sub-
unidadesde RNAribosomal pequefias (SSUrRNAs)
resistentes a la accién de higromicina B.

A

caja TATA sitic ds polisdenilacise o

. it
] | N = o

L4

!
caja TATA Sitic da polisdanilacics s

PROMOTOR HPH POLE A ARS

0.2 kb

095 kb 025 kb
(E. cnli) i a
ribero

Figura 1. A. Mapa de la regién cromosomica donde se localizan. de
manera contigua,los genes de actina y de la proteinaribosomal L21.7
Las regiones, rellenas en negro, se utilizaron en el vector
pBASK(-)AHPHL-ARS1 para enmarcar al gene de la HPH

Figura 1B Mapa del vector pBSSK(-)AHPHL-ARS1. Se indican el
origeny eltamariode lasdiferentesregionesquelo componen; HPH=
gene de la fosfotransferasade higromicina B

Los genesribosomales de Entamoeba hisfolytica
se encuentran en un episoma circular extracromo-
somal de 24.5 kb del que existen 200 copias por
célula;® al parecer el episoma puede replicarse
autonomamente.® '°

Sibien, nose hadescartado aunla presencia de
posibles copias cromosomales, el episoma parece
ser el principal depésito de estos genes.

En la cepa HM1, cada episoma contiene dos cis-
trones ribosomales invertidos de 5.2 kb (Figura 2).
Los cistrones estan separados por regiones de
DNA de 3.9y 10.3 kb que contienen secuencias
repetidas en tandem. Cada una de las regiones
intercistronicas tienen elementos estructurales para
funcionarcomo origenes de replicaciéndelepisoma,
ya que en levaduras funcionan como tales.™

El dominio menor 3" de la subunidad pequefia
ribosomal (SSUrRNA), que comprende los Gltimos
150 nucledtidos, participaen muchasde las funcio-
nes ribosomales.'? Entre los sitios funcionales del
dominio estan: la secuencia anti Shine- Dalgarno .

la secuencia que promueve el inicio de la traduc-
cion, el sitio de corte por colicina E3, asi como los
sitios que determinan la sensibilidad a kasugami-
cina, kanamicina, paromomicina e higromicina B.
En Tetrahymena thermophila, la resistencia a
higromicina B esta asociada a una transicién de
una U por una C en la posicion 1495."
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Figura2 Mapadelepisomaribosomal de Entamoeba histolytica, cepa
HM1 ? SSUrDNA = regiones codificantesde la subunidad pequefia
ribosomal: 5 8SrDNA = regiones codificantesde la subunidad5 88
ribosomal: LSUrDNA = regiones codificantesde la subunidad grande
ribosomal; TIS = sitio de inicio de la transcripcidn del cistrén ribosomal
de la derecha:** ARS = secuencias de replicacion autonoma.' Se
indican, tarnbien. las posicionesde algunos elementos repetidos.

Dado que Entamoeba histolytica es muy sensi-
ble a higromicina B y que tiene una U en su
SSUrRNA en una posicién equivalente a la de
Jetrahymena thermophila;'* (nuestros resultados
no publicados), decidimos construir vectores con
lamutacién en elgene SSUrRNA que debeconferir
resistencia a higromicina B a los trofozoitos trans-
formados. Esta estrategia ha sido utilizada con
éxito en la transformacion tanto de un procariote
como de un eucariote unicelular.’-'® Para el disefio
racional de este tipo de vectores fue importante
definir y caracterizar el sitio de inicio de transcrip-
cion del cistron ribosomal '
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La estrategia para la construccién de los dos
vectores del tipo episomal se da en la figura 3. El
primer vector de la serie fue construido a partir de
dos segmentos clonadosdel episomaamibiano.El
primero, en la construcciéon pBSSK(-)(EcoR1-
EcoR1)6.8rDNA, incluye a casi la totalidad del
gene de la SSUrRNAY 5 kb de la regién corriente
arriba del mismo.
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nga 3 Construccién de 105 vectores pBSSK(-)HgrRiDNA y
pBSSK(-)HgrRIDNA-ARS1. Ver el texto para detalles. El signo “+",
encerrado en un cuadro, indica la posicién del sitio mutado para
conferir resistenciaa higromicinaB.

Hacia la mitad de esta Ultima se encuentra el
sitio de iniciaciénde la transcripciony las regiones
promotoras de la misma.” Asimismo, arriba del
sitio de inicio de la transcripcion se encuentran
unas secuencias repetidas, llamadas Hinf I. El
segundo segmento clonado, en la construccién
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pGEM-5Zf(+)HgrR3'mdSSUrDNA, va desde la par-
te centraldel gene de la SSUrRNA al primer tercio
de la LSUrRNA, por lo que incluye a todo el gene
de la subunidad 5.8S y las correspondientes|ITS
(espaciadores internos transcritos). Sobre el se-
gundo fragmento se llevé a cabo el cambio de la
base especifica para conferir resistencia a Higro-
micina B. La mutagénesisse llevé a cabo por PCR
con oligonucelétidosconteniendola base cambia-
da.? Paracompletarel vector pBSSK(-)Hgr RrDNA,
se empalmaronlos dos segmentos, através de un
sitio Unico de restriccion, sin perder el marco de
lectura. De esta forma, el vector tiene todos los
elementos necesarios para la transcripcién y pro-
cesamiento del SSUrRNA. En principio, el frag-
mento con la mutacién pudiera integrarse por
recombinacion homéloga, o bien, subsistir
auténomamente si las regiones repetitivas Hinf [
tienenactividadde ARS (secuenciasde replicacion
auténoma).

Elsegundovectorde la serie, llamadopBSSK(-)
HgrRrDNA-ARS1, se construyé afiadiéndole al
anterior una regién episomal, clonada por PCR en
laconstruccion pGEMS5Zf(+)172/311 (ARS1)rDNA,
a la que se le ha demostrado actividad de ARS en
levaduras.®

Los experimentosde transformacién requieren
de controles adecuados. Un control negativo muy
importante es la transformacién con un vector
idéntico al transformante pero que no tenga el
marcador de seleccién. Hemos construido tales
vectores control reemplazando el segmento nati-
vo, sensible a higromicina B. en ambos vectores
episomales de transformacion. El reemplazo se
hizo empleandola enzimade restriccion Bsml, que
reconoceunasecuenciano palindrémica,yaqueel
residuomutado se localizadentro de un segmento
limitado por dos sitios Bsml que se dan la cara.

Discusion

En el desarrollo de vectores de transformacion
es muy importante la eleccién de un buen sistema
de seleccion.En el casode Entamoeba histotytica,
resulta impractico el empleo de antimetabolitos o
de complementacion de auxotrofias, ya que el
organismo necesita de un medio muy rico para
crecer. La alternativaque queda es la utilizacionde
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algln antibidtico que sea letal en dosis baja y del
que se tengaun gene inactivadorbien caracteriza-
do. La higromicina B! reine estas caracteristicas
y, ademas, el gene que codificapara la fosfotrans-
ferasa de higromicina se utiliza en la selecciénde
transformantes, procariotes y eucariotes, desde
hace més de 10 afios.??

Losvehiculosdetransformaciénque hemos cons-
truido son novedosos y tienen un potencial muy
importante.Sonvehiculos hibridosentreun plasmido
bacteriano y el episoma amibiano, por lo que, en
principio, podrian replicarse tanto en la amiba como
en Escherichia coli. Es importante hacer notar que
dos gruposlograron,en1994, transfecciéntransitoria
de trofozoitos de Entamoeba histolytica® 2* y que,
recientemente,elgrupode W. Petrilogré transformar
amibas de manera estable.? El vector empleado en
el dltimo reporte es muy similar al descrito en la
primera estrategia descrita en este trabajo, pero
utiliza al gene neo a fin de conferir resistencia al
antibiético G418.

Los vectores pBSSK(-)HgrRrDNA y pBSSK(-)
HgrRrDNA-ARS1 (segunda estrategia), basados
en el rDNA episomal de la amiba, tienen el poten-
cial de ser utilizados también para la expresiénde
proteinas bajo el control del promotor de la RNA
polimerasal, que es la encargadade transcribiral
transcrito ribosomal primario. Palmery cols.,* han
demostradoque si se introduce un sitio de entrada
aribosomas(IRES) enelextremo&' deuntranscrito
de RNA polimerasa 1, se supera el bloqueo a su
traduccion.

Alternativamente, se pudieran utilizar los pro-
motores,aunno caracterizados,de las hemolisinas
codificadas en el cistron de rRNAs del plasmido
amibiano.?”

Unatécnica que hemosimplementadoes la del
crecimiento clonal de amibas en placas de agar
(Figura 4). Mueller y Petri?® lograron hacerlo en
jarras anaerobicas. Nosotroslo hemos hecho.con
una eficienciade donacién del 50%, en una cama-
ra anaerobica[FormaScientifica), con lo que pode-
mos manejarsimultdneamente decenasde cajas y
revisarlasdiariamente. Asi, tenemosla capacidad
deseleccionardirectamente clonastransformadas
y cuantificar eficiencias. También abre la posibili-
dad de hacer réplicas para andlisis de mdltiples
colonias de manera simultdnea con técnicas es-
tandar de biologia molecular.

AR
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Figura4. Crecimientoclonal de trofozoitosde Entamoeba histolytica
en agar y bajo atmésfera anaerébica?® A Coloniade 72 horas. B.
Observacionde la colonia a mayor aumento

Estamos probandodos métodosparaintroducir
los vectores en los trofozoitos de Entamoeba
histolytica, electroporaciony lipofeccién. El prime-
ro ha sido utilizado con éxito en otros protozoarios
parasitoscomo Leishmania®* y Trypanosoma;*'-%
de hecho, fue el métodoutilizadoparala transforma-
cion, transitoriay estable de la amiba histolitica.?-2
Estamos utilizandolas condicionesde duraciénde
pulso y voltaje descritas por el grupo de William
Petri, 242 quien nos ha proporcionadosus vectores
como controlespositivos.Parala lipofeccion, esta-
mos empleando Lipofectamina (una combinacién
de dos lipidos policatiénicos),cadavez mas usada
para introducir acidos nucleicos en células en
cultivo, ya que en muchos casos es mas eficiente
y reproducibleque la electroporacion.® Los lipidos
cargados positivamenteforman liposomasy, a su
vez, formancomplejoscon el DNA. Al contactocon
las células, el complejosefusiona conlas membra-
nas plasmaticasy transfiereal &cidonucleicohacia
su interior. Pensamos que este método puede ser
Gtil en la transformaciénde Entamoeba histolytica
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dado que los trofozoitos tienen una membrana
celularmuy dindmicay poseenuna actividadfago-
citica elevada.

Entre los pardmetros que estamosoptimizando
estan la concentraciénde los vectores, la relacion
liposoma: DNA y el tiempo de exposicion de los
trofozoitos a los liposomas cargados con DNA.

En resumen, consideramos que contamos con
todos los elementos necesarios para alcanzar, en
elfuturo cercano,un sistemay un protocolo eficien-
tesparatransformar,demaneraestable, trofozoitos
de Entamoeba histolytica.
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lll. Variacion genética intraespecie de Leishmania
mexicana mexicanay su repercusion sobre la
fisiopatogeniade la enfermedad

Miriam Berzunza-Cruz*,Emma Saavedra-Lira**, Ruy Pérez-Montfort**,
Oscar Velasco-Castrejon***, José Sotero Delgado-Dominguez*, Ingeborg Becker*

Resumen

Las formas mds frecuentes deleishmaniosis enMéxico
son la leishmaniosis cutanea localizada (LCL), un
padecimiento relativamente benigno.ylaleishmaniosis
cutaneadiseminada (LCD), deevolucién generalmente
mortal. La caracterizacion fenotipica de pardsitos
aislados de pacientes con LCL y LCD harevelado, gue
elagente casual de ambos cuadros clinicos es Leidimania
mexicana mexicana. Sin embargo la resistencia a
medicamentos Y |a virulencia inesperada en algunos
pacientes hacen sospechar una posible introduccion de
nuevas especies en México o bien mutaciones
intraespecie.

Enestetrabajo realizamosunandlisis genotipico del
kADN de leishmanias aisladas de pacientes con LCL y
LCD, mediante endonucleasas derestriccion (Hae I1.1T
y Hpa II) y RAPD (amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico con oligonucledtidos NO especificos).
Encontramos polimorfismo enlas digestiones sugestivas
delaintroduccién denuevas especiesen México, 10 cual
se tendrd que confirmar con PCR especie-especificos.
Mediante el RAPD detectamos una /igera diferencia
entre un paciente con LCD y otros con LCL Esta
variacion intraespecie pudiera ser una de las posibles
causas de diseminacion del parasito.

Palabras clave: Leishmania mexicana mexicana,
virulencia. variaciongenética.

Summary

The most frequent forms of leishmaniosis in Mexico
are the localized cutaneous leishmaniosis (LCL), u
relatively benign disease, and the diffuse cutaneous
leishmaniosis (DCL), which is generally fatal.
Phenotypical analysis ofparasites isolated frompatients
wiih LCL and DCL revealed that both clinical forms of
the disease me produced by Leishmania mexicana
mexicana. Yet the unexpected virulence and the drug
resistance found in some Of the patients have lead (0 the
suspicion of a possible introduction of new leislimania
species in Mexico or of intraspecies mutations. In this
study we made a genotypical analysis of the kDNA
isolatedfrom patients with LCLand DCL using restriction
enzymes (Hae 1] and Hpa II) and RAPD (random
amplified polvmorphic DNA). In the digestions we
detected polvimorphism suggestive Of a possible
introduction of new leishmania species in Mexico. This
will have 1o be confirmed with species-specific PCR
analysis. We also detected u slight difference hetween
apatientwith DCL and others with LCL. This intraspecies
variation could be one of the possible fuctors responsible
for the dissemination of the parasite.

Key waords: Leishmania mexicanamexicana, virulence,
genetic variation.
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El parasito protozoario del género Leishrnania
Sp., agente causal de la leishmaniosis, puede cau-
sar manifestaciones clinicas muy variables, desde
unaforma relativamente benigna de lesiones cuta-
neas localizadas, que tienden ala curacién espon-
tanea, hasta el polo radicalmente opuesto con las
formas muy severas del padecimiento, como son
laleishmaniosis cutanea difusa, que cursa conuna
diseminacién metastasicade laslesionesnodulares
atodalapiel del paciente. Estas lesiones son alta-
mente mutilantes y desfigu-rantes y, en estadios
finales, frecuentemente hay invasion de las muco-
sas naso y orofaringeas, lo cual eventualmente
lleva a la muerte del paciente. Otras presentaciones
severas de este padecimiento son la leishmaniosis
mucocutanea y la visceral, que afortunadamente
son muy poco frecuentes en México. Las formas
maés frecuentes de laleishmaniosis en México son
la leishmaniosis cutanea localizada (LCL), la cual
se presenta en forma endémica en los estados de
Tabasco, Chiapas, Quintana Roo y Campeche'-2y
la leishmaniosis cutéanea difusa (LCD).

Unodelos grandes enigmas de esta parasitosis
sigue siendo la causa de la diseminacién incontro-
lada del paréasito en los pacientes con LCD. Una
posible causa de la diseminacion puede radicar en
la especie infectante del parasito, ya que la severi-
dad de las manifestaciones clinicas ha sido atribui-
daadiferentes especiesinfectantes de leishmania.?
Por otro lado, existen datos controversiales que
sugieren la posibilidad de que una misma especie
pudiera producir ambos cuadros clinicos con viru-
lencia tan drasticamente opuesta.* 3 Una posible
explicacion de este fendmeno pudiera ser la exis-
tencia de pequefias variaciones genéticas dentro
de una misma especie de leishmaniaque pudieran
ser responsables de la amplia gama de presenta-
ciones clinicas en el humano.®

En el Continente Americano se ha encontrado
que la mayoria de los casos con leishmaniosis son
debidos a los dos grandes complejos: Leishmania
braziliensis y Leishmania mexicana.®

La tipificacion de las especies infectantes para
el registro ante la OMS rutinariamente se realiza
mediante anticuerpos monoclonales eisoenzimas.*

En México se han aislado paréasitos de pacien-
tes con LCL y LCD provenientes de varias zonas
endémicasy algunos han sido tipificados mediante
zimodemos y por anticuerpos monoclonales. Me-

AXA

diante este andlisis fenotipico se encontré que,
tanto los pacientes con LCL como con LCD, tenian
como agente causala Leishmaniamexicana mexi-
cana.”® Sin embargo se ha observado que existe
mucha variacién enlasusceptibilidadal tratamien-
to y en la severidad de la evolucién clinica en
algunos de los pacientes estudiados. Como en la
actualidad la caracterizacionde todas las especies
aisladas en México se ha basado en expresiones
fenotipicas del parasito, existe la posibilidad de
que pequefias variaciones genéticas, no detec-
tables por esta metodologia, pudieran ser respon-
sables de la variacion en la virulencia encontrada
en el humano.

Recientemente se ha introducido la reaccién en
cadenade polimerasacomo herramientadiagnéstica
que permite identificardistintas especies de leishma-
nias debido al descubrimientode secuencias especi-
ficas de especie en los minicirculos del ADN de
kinetoplastos(kADN).®° Sinembargo hastalafecha,
estametodologiano ha sidointroducidacomo herra-
mienta diagndstica en México.

En este trabajo intentamos analizar genotipica-
mente a los pardsitos aislados de las distintas
zonas endémicas y de pacientes con los cuadros
clinicos de LCL yLCD mediantedos metodologias.
Inicialmente se hizo un andlisis comparativo de la
digestion kADN del parasito mediante endonu-
cleasas de restriccion. La comparacion de la longi-
tud de los fragmentos del KADN obtenidos por las
distintas endonucleasas permite distinguir diferen-
cias entre especies infectantes de leishmanias.

Hasta la fecha hemos encontrado diferencias
en digestiones con las endonucleasas Hae Il y Hpa
1. Los patronesde digestion se analizaronengeles
de agarosa y como controlesse analiz6 elkADNde
Leishmania braziliensis, Leishmania majory Trypa-
nosoma cruzi digerido con las mismas enzimas.

Aunado a la bUsqueda y caracterizacion de
posibles nuevas especies de leishmanias en Méxi-
co, que pudieran ser responsables de los distintos
cuadros clinicos, nos interes6 analizar si existian
pequefias variaciones genéticas intraespecie que
pudieran correlacionarse con la virulencia expre-
sada en el humano. Para contestar esta pregunta
seanalizaron los paréasitos mediante lareacciéonen
cadena de polimerasa utilizando la prueba RAPD
(de las siglas en inglés Random Amplified Poly-
rnorphic DNA)."" La sensibilidad de la prueba hace
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posible la deteccién de variacionesen las secuen-
ciasde genomas de cepas muy cercanasy permite
realizar estudios de epidemiologia molecular, ya
que no se requieren oligonucleétidoscon secuen-
cias especificas.

Posteriormente comparamos los resultados
obtenidospor ambas metodologiascon la caracte-
rizacion y nomenclatura dada por los centros de
referencia de la OMS de los mismos parasitos.

Los resultados obtenidos hasta la fecha del
andlisis del kADN por endonucleasas de restric-
cién parecen indicar que Leishmania mexicana
mexicana puede producir los cuadros de LCL,
como de LCD. Leishmaniamexicanamexicanase
encontré en pacientes con LCD de Veracruz, Mi-
choacany Tabascoy ademas, en un gran nimero
de pacientes con LCL originarios de toda la Repu-
blica.

Otro dato interesante fue el hallazgo de Leish-
mania braziliensis en un paciente con LCD prove-
niente de Veracruz.

El andlisis del KADN de este paciente presentd
un patrén de restriccion idéntico al de Leishmania
braziliensis utilizada como control (Figura 1, fle-
cha).Interesantementecoexistenambasespecies
de leishmanias en las mismas zonas endémicas.
Un dato inesperado fue el hallazgo de un parasito
aislado de dos pacientes con LCL de Comalcalco,
Tabasco, que presentaron un patrén diferente al
de LeishmaniamexicanamexicanayL. braziliensis
peroidénticoal de Leishmaniamajor, originariadel
Medio Oriente (Figura 1, asterisco).

Estametodologiapermiti6 el diagndésticoy tipifi-
cacion rapida de las especies de leishmania pre-
sentes en las distintas regiones y la deteccion
precisa de la introduccién de nuevas especies en
las regiones endémicas. Esto potencialmentere-
presentaun problemade salud, ya queLeishmania
braziliensis es muy poco sensible al tratamiento
con antimoniales pentavalentes (Glucantime),
empleado en México para el tratamiento de los
pacientes con leishmaniosis.®

Sinembargo, con esta metodologiano pudimos
detectar variaciones genéticas intraespecie, que
pudieran correlacionarse con los distintos grados
de virulenciaencontradoscon Leishmaniamexica-
na mexicana.

Este problemase resolvié con el RAPD, ya que
logramos detectar que el patrén de amplificacién

Gac Méd Méx Vol. 132 No. 5

del KADN del parasito aislado de un paciente con
LCD es diferente al encontrado en pacientes con
LCL, todos ellos infectados por Leishmania mexi-
cana mexicana (Figura 2, flecha). El paciente con
LCD es originario de Veracruz y los pacientes con
LCL son originarios de Tabascoy Campeche.

AM  VER BR AG

RC NC MJ  PM

Fiaura 1. Patrones de restriccion del KADN de leishrnanias con
enaonucleasaHae llana zaaasengelesdeagarosa Lafecna ndca
la banda ad c ona presente en AG {pac ente con LCD ae Veracr.z)
lacuaitarnbiénseencuentraen BR (Leishmania braziliensis) utilizada
como controly que no estapresenteen los parasitosde los pacientes
Ver y AM, (ambos LCD de Veracruz) Los parasitos aisladas de la
paciente RC (LCL de Tabasco) presenta un patrén de restriccion
totalmente distinto (asterisco) a los demas y muy semejante a Mj
(Leishmaniamajor).

Losresultadosobtenidoshastala fechaindican
que la combinaciénde estas dos metodologias de
analisis genotipicos permiten una diferenciacion
interespecie mediante el analisis del polimorfismo
en la longitud de los fragmentos de restriccion,
ademaés de una subsecuente diferenciacion intra-
especie con la deteccién de polimorfismos en la
secuencia genémica por RAPD. El diagnéstico
precisode la especiey la detecciénde variaciones
genéticas relacionables con grados de virulencia
en humano tiene importancia clinica ya que la
deteccidntempranade un parasito con un alto po-
tencial de virulenciaimplica que el paciente debe
recibirun tratamientoy seguimientomuy distintoal
resto de la poblaciénde enfermos. También tiene
relevanciaepidemiolégicaporque permite estable-
cer zonas de alto riesgo en la transmision del
parasito.
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RAPD

Sob Re 527 Maj ' p Py
Figura 2. Analisis por RAPD del kKADN de leishmanias aisladas de
pacientes con LCL y LCD. Con los oligonucleétidos GTTTTCCC
AGTCACGACy AGCGGATAACAATTTCACACAGGA encontramos
que el parasito aislado de Ver (paciente con LCD de Veracruz)
presenta una banda de peso distinto a los parasitos aislados de
pacientes con LCL (SOB, RC y 527 originarios de Tabasco y
Campeche), verflecha. Como controlesseagregaronMaj (Leishrania
major) y Trp (Trypanosomacruzi).

Serd interesante estudiar si las variaciones ge-
néticas intraespecie son directamente responsa-
bles de la inrnunomodulacion hacia la respuesta
inmune celular tipo TH2 encontrada en pacientes
con LCD.
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IV. Transfeccion genética con vehiculos episomales
en Trypanosoma cruzi

Roberto Hernandez*, Santiago Martinez-Calvillo**

Trypanosoma cruzies un hemoflageladopara-
sito del hombre causante de la enfermedad de
Chagas. Su gran pleomorfismobiolégicoreflejado
en caracteristicas de interés biomédicocomo son
virulencia, susceptibilidad a drogas y tropismo de
infecciondiferenciala 6rganos,hace queelestudio
de expresidnde sugenomasea no séloimportante
sino necesario.

Probablemente por ser protozoarios de origen
evolutivotemprano, los tripanosomas (seincluyen
todos los géneros y especies donde se ha busca-
do), presentan mecanismos atipicos en el manejo
y expresionde sus genomas. Los genes nucleares
codificadoresde proteinas se transcribenenforma
policistronicay maduran incorporando por “trans-
splicing” un exdn no codificante de 39 bases pro-
ducto a su vez de una unidad de transcripcion
independiente. Un nimero variable (dependiendo
de la especie) de transcritos mitocondriales son
editados post-transcripcionalmente por la inser-
cién y remocion de residuos de uridina. El molde o
templado molecular de los sucesos de edicion es
uno o mastranscritosindependientescomplemen-
tario(~)gue guia(n) (de alli sunombre, RNAs guia)
las posiciones sobre el transcrito mitocondrialgue
han de ser editadas. Estas observacionesde bio-
logia molecular han situado a los Trypanosoma-
tideos como un grupo de organismosde importan-
cia paradigmatica en el estudio del genoma de
protozoarios.

El enfoque genético al estudio de problemas
biolégicos es sin duda uno de los mas poderosos.
Enlos uitimos afios se han desarrolladotecnicasy
moléculas de DNA recombinante que permiten la
transformacion genética estable de diferenteses-
pecies de tripanosomas. La transformacién se ha
conseguido por integracion genética (recombina-
cién homologa), o por vectores episomales. De

entre estos Ultimos destaca el vector de expresion
pTEX y sus derivados, usados en especies de
Trypanosoma cruziy Leishmania.!

El vector de expresién pTEX es un plasmido
construido sobre el plasmido comercial Bluescript
que contiene el marcador de resistencia a ampici-
lina y un origen de replicacion para Escherichia
coli. En este plasmido se incorpord el gene bacte-
riano Neo que codifica para una fosfotransferasa
que inactiva el aminoglicésido G418, toxico a
eucariontes. Por ello pTEX permite una seleccion
positiva de tripanosomas transfectados crecidos
en presenciade G418. La expresionde Neo en los
tripanoso-masseconsiguidincorporandoala cons-
truccion molecular (rio arribay rio abajo de Neo)
secuencias génicas de Trypanosoma cruzi que
flanqueanlas regiones codificadorasde los genes
para la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.
Estas secuenciaspermitenlaexpresiény el proce-
samiento post-transcripcional correctos de Neo.
En la constuccion de pTEX se incorpord también
una regién de clonacién miltiple para insertar
genes adicionales que deseen expresarse. Entre
los ejemplos publicados de genes expresados en
este sistemade transfecciénpuede citarse al de la
proteina membranal GP72 que complementa
fenotipicamente la posicién correcta de emergen-
cia del flagelo (cambiada artificialmente por
disrupcionesgénicasde los alelos silvestres);? o al
de unalineacelularque sobre-expresael producto
génico, y la actividad enzimatica, tripanothionreduc-
tasa (enzima equivalente a la glutation reductasa
de mamiferos).?

El plasmido pTEX se mantiene episomalmente
en Trypanosoma cruziy en Lehismania, a los que
confiere el fenotipo de resistenciaa G418. Como
un comportamiento general, pTEX se encuentra
reiterado en los tripanosomastransfectados esta-
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bles formando oligémeros en tandem de nimero
variable,cuyaamplificacionesseleccionable usan-
do diferentes concentracionesde droga.'

Durante el simposio se presentarandatos origi-
nales sobre la construccién de un derivado mole-
cular de pTEX que carece de la regién promotora
originalmente clonada. Este derivado, pTRAP, es
un plasmido seleccionable por secuencias que
funcionencomo promotoresenTrypa-nosomacruzi.
Las fusiones preliminares realizadas en pTRAP
con el promotor para genes de RNA ribosomal de
Trypanosomacruzi, son muy alentadorasy sugie-
renunagran utilidad de pTRAP para el aislamiento
y estudio de promotores en este parasito.

Como consideraciones metodoldgicasgenera-
les para obtener transfectantes estables de
Trypanosoma cruzi, se menciona lo siguiente:
Epimastigotes de Trypanosoma cruzi, son creci-
dos hacialafasemedia decrecimiento logaritmico,
en medio de infusién de higado y triptosa (medio
LIT) o medio comercial RPMI, suplementadoscon
suero bovino fetal y hemina. Las células son lava-
das en aproximadamente un décimo del volumen
original con solucién salinaisoténica amortiguada
con fosfatos (PBS) suplementada con acetato de
magnesio (0.5mM) y acetato de calcio (90puM) El
DNA (» 50ug) es introducido a las células por
electroporacion. Hemos estado empleando el
electroporador BTX con 1 pulso de 360 V, 1500
Farads y 130 ohms. Las células se recuperan por
3 dias en medio de cultivo fresco (sin droga), y las
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transfectantes se seleccionan posteriormente en
presenciade G418 a 100 mg/ml.

Los sucesos moleculares que se presentan
paraque el vector se expresey se mantengaintra-
celularmenteno estan caracterizados. Sélo sabe-
mos que estos ocurreny finalmentese seleccionan
aquellas celulas resistentes a la droga, situacion
que se manifiestaevidentementeentre4 a6 sema-
nas de la electroporaciéon. Pensamos que esta
situaciénofrece una vetarica parala investigacion
fundamentalen el area de expresiény replicacion
del genoma de tripanosomas.
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V. Dinamica del disparo del filamento polar en el
microsporidio Nosema algerae, analizada por
videomicroscopia de contraste acentuado
electronicamente*

TR L]

Eugenio Frixione

. Lourdes Ruiz™, Moisés Santillan**** Lourdes Vega****

Jc:sé Manuel Tejero****, Albert H Undean*****

Resumen

Por medio de video-microscopia de contraste
acemiado electraonicamente, se CONNIEHio r.'r‘f:)'imt'r
anelisis cinemdtico de la de searsa del filamento
polar y el esporoplasma por esporas de i miceas-
poridio. La extimulacion in vitro de esporas e
Mosema algerae, wn pardsito de fos maosguitos, pro-
voca fa salida explosiva ded filamento polar conuna
velocidad insteondanca maximoa de 105 nds en
{J.l'umc'(f.'u. ‘\'ij,{n.'ifrq.iur ferexpmlsion del esporoplasma
en el extremo del filamento luego de wn lapso
variahle con win meximo de SO0 s, La descorea
fotal se completa en menos de 2 8. La morfologia de
e parte del filamento ya descargadea en cada instanie
no cambia durante la salida, lo que sugiere gue ef
alargamicnto ocurre fan solo en el extremo distal,
conforme alaopinicn de gue el filamento ex exitruico
poreversion Porlocomin, falongitud del filamento
disminuve entre un 3 v oun 0% despuds e la
expulsion del exporoplasma. o gue indiea elastici-
dael del mareriad constinnivo y presuvizacion inteina
durante ol proveso. Unavez liberado el esporoplasmia
dumenta de volumen, como es de esperar de una
alle presion vsmatica residual que, de acuerdo con
{la hipdtesis ,Ul't-'\'u.fc'r.‘u"rl'h'n:', es ocasionada por fa
estinndacion. Los resuliados apeven ef modelo de
que las exporas de fos microsporidios germinan
citende el extimulo causa un aumento de presion
osmcticd intern, que a suves determing un influfo
de aga de manera gue la presion hidrostarica se
eleva y finalmente rompe la tapa polar de la espora,
por donde son entonees expulsados el fitamenio v
enseguida el esporoplasme,

“alabras clave: Analisis cinematico, citomecanice,
mecanismas de inmvasion, pardsitos, motitidad.

Summary

Videa-cnfimced contrast microscopy allowed the
fiest kinenwatic airalysis af the fast discharge of the polar
filcumont anicl the sporoplosm by microsporidian spores,
I vitro siemadation of spores of Nosema algerae. o
pathogen of mosquitoes, elicits the explosive ejection of
the prodar filenent withenean nax i instant velocity
af 103 pndds, followed by the expulsion of the sporoplasm
af the fitament Up after a variable fag with a maxinnm
of 300 ms. The whole discharge bs comyplered inless than
2w The morphology af the alveady diselarged extent of
the filament ot every moment does not change during
ejection, suggestng that clongation oceurs only at the
Hp b agreement with the view i the Jilament is
extrudded by eversion, The filament usually shoriens by
- 10% after sporoplasm expulsion, fndicaring elasiicity
of the constituiing paterial and infernal pressure during
the process. (iee released, the sporoplasn: increases in
valtanie as expected fromaresidial highosmatic pressure
which, according to the prevailing hypothesis, fs cansed
hy stimidation, The results support the view that
microsporidian spores gergunate in response o o
stimis-driven increase in internal osmotic pressure
that intwrndeternines wener influx, so that the intrasporal
hyebrostatic pressure vises and finally breaks open the
potar cap of the spore, Hirowgh which the filiment anid
then the sporoplosin are expelled,

Key words: cvfomechames, invasion mechanisms,
kivematics. motion analvsis, parasites, protaplasn flow,
Vileo-microscopy.
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Los microsporidios son parasitosintracelulares
obligados que, por reunir varias caracteristicas
muy peculiares, constituyenun phylum (Microspora)
de gran interés biolégico. Ademas de ser en pro-
medio los maspequefiosorganismoseucarionticos
-muchos de ellos con esporas de menos de 5 um
de didmetro-, los microsporidios tienen un origen
filogenético tan antiguo que por lo comun se les
considera como referencia para el fechado de las
primeras lineas divergentes en la base de arboles
evolutivos. Su distribuciénes tan amplia que prac-
ticamente no hay grupo zoolégicoen el que no se
encuentren huéspedes para alguna de sus incon-
tables especies.? Debidoaesta singularidad,y asu
enormecapacidadreproductiva, los microsporidios
constituyen probablemente el phylum de organis-
mos eucarionticos con el mayor nimero de indivi-
duos.

Elinterés del grupo es aparejado por suimpor-
tancia sanitariay econémica. Un microsporidiofue
quizas el primer organismo reconocido como cau-
santedirectode unaenfermedadtransmisible cuan-
do, en 1865, Pasteur identifico en los tejidos de
larvas de Bombyx morilas esporas de Nosema
bombycis como responsables de la epizootiaque
en ese tiempo quebrantabala industriade la seda
en Francia. Desde entonces, muchas otras espe-
cies de microsporidios han sido estudiadas tanto
paraprevenirsus estragosen especiestiles (abe-
jas, peces, roedores para experimentaciéon)como
para utilizarlas como agentes potencialesde con-
trol biolégico de plagas (moscos, langostas y gri-
llos). Méasrecientemente, laatenciénalos microspo-
ridios ha crecido con el hallazgo de que las espe-
cies que parasitanalos humanos, y que no habian
significado un problema de salud publica, repre-
sentan hoy una de las mas serias amenazas para
los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida.>#

El procesode invasiénporlos microsporidioses
uno de los mas espectaculares fenémenos de
motilidad celular.® La espora madura, liberadacon
otras muchas por el estallamiento de una célula
huésped, contieneen su interior un filamentoenro-
llado en forma helicoidal que en respuesta a un
estimulo especifico es disparado violentamente.
Sila esporase encuentraen posiciénfavorable, el
extremo distal de este filamento -que puede medir
mas de 100 um de longitud- alcanzay penetra la
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membranade unacélulahuésped. Inmediatamen-
te después, el esporoplasmaabandonala capsula
de la esporay fluye por el interior del filamento -
convertido en un tubo durante la expulsion- hasta
quedar depositado en el citoplasma huésped. El
proceso completo puede ocurrir en menos de 2
segundos. El esporoplasma inyectado inicia en-
tonces una compleja reproduccion que da como
resultadomlltiplesnuevasesporas, que finalmen-
te son liberadas cuando la célulainfectada estalla
a su vez.

El mecanismoresponsablede este proceso no
se conoce todavia, aunque existen evidencias
sugestivas de sus principios de operacion. El dis-
paro del filamento es inhibido en medios de alta
osmolaridad,®” por lo que se ha propuesto que la
fuerzaimpulsora derivade uningreso de aguaque
aumentala presion hidrostaticaen el interior de la
espora, hasta que la pared de la misma alcanzael
punto de rupturaen unazonarelativamentedelga-
da conocida como "tapa polar" por donde el fila-
mentoesentonces proyectado.”#Dichoingresode
agua, a su vez, parece obedeceraun aumentode
presién osmética interna ocasionado por la divi-
sién de moléculasde trehalosaen sus residuos de
glucosa constitutivos.® En algunas especies el es-
timulo que induce este efecto es la exposicion a
unasoluciénsalina,y recientementese logré esta-
blecerqueeslaentradadelcationlo quedetermina
la activaciénde la espora.’®

El disparo de esporas de microsporidios habia
sido descrito verbalmente a partir de observacio-
nes directas pero, debido a la velocidad y las
dimensionesdel filamento, no analizado en térmi-
nos cuantitativoscon el findecomprendermejorsu
comportamientocinéticoy contribuirasi a dilucidar
el mecanismo subyacente. Para enfrentar este
problema recurrimos al estudio del disparo de
esporasde Nosemaalgerae, un parasito de moscos
anofelinos, con videomicroscopia de contraste
acentuadoelectrénicamente.Fue posibleasi obte-
ner la primera ilustracion secuencial del proceso
con unaresoluciéntemporalde aproximadamente
16 ms y determinar algunos de sus principales
parametros cinematicos.

Los resultados experimentales son consisten-
tes con la hipétesis de un mecanismo de disparo
basado en un aumento de presién hidrostatica
dentro de la espora, y revelan que el proceso esta
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Figura1.S ia videomi delalargamientode un

polar disparado per una esoora del microsporidio Nosema algerae. El
cuerpo de la espora se encuentra distante y por consiguiente no
apareceenelcampomicroscopicodebidoala amplificacién empleada
para esta secuencia.Una particulaestatica (sefialada con la cabeza
de flechaen A)enel centrodel campoy unaesporaya inmévil después
de haber germinado en el lado izquierdo del campo. sirven como
referenciasposicionales. Elextremodel filamento,que crecehacia la
izquierda (A), avanza hasta pasar cerca de la particula (8, C) y
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contin_a extena encose nasta rlegar a la vecindaa de la espora ya
d sparaoa(D) Notese que 1a morfo ogia ae las porcionesya exir.0as
delf amento se mantiene nalterada por o que el crec miento ocurre
en el extremodistal y no en el sitio de emergencia de la espora Esta
observacion apova la idea de aue el filamento es extruido por un
procesodeeversion E flamento oe laesporade la zqu.ierda aparece
doolaoocercaoe s tode salioa como resultaao de .n cambio orusco
en la orientacion del cuerpo de la espora en el momento en que el
filamento alcanzo su méaxima extensién Dicha sacudidaes frecuente
yrevela el mp. so res.ltante de la transferenca del centro oe masa,
el esporop asma de un extremo a otro aei filamento(X 2 000)

compuesto por dos fases separadas por un inter-
valo de reposo. El flamentoemerge del polo ante-
rior de la espora siguiendo un curso helicoidalde
paso uniforme en torno a un eje casirecto, conuna
velocidad instantanea méxima de 105 mm/s en
promedio. La morfologia de la parte del filamento
yadescargadaen cadainstante no cambiadurante
la salida, lo que sugiere que el alargamiento ocurre
tan sélo en el extremo distal, conforme a la opinién
de que el filamentoes extruido por eversién.®” El
filamento totalmente extruido tiene una longitud
mayor que la calculada para cuando se encuentra
dentro de la espora, por lo que el proceso implica
alargamiento. Justo antes de completarse la
extrusion, el extremo distal del filamentosigue una
trayectoriatortuosa que a menudo resultaen una
configuraciénterminal curvada o espiral. Una vez
concluida la extrusién, y luego de un intervalo
variableentre 15 y 500 ms, el esporoplasmasurge
en el extremo del filamento formando un glébulo
gue crece rapidamente hasta alcanzar un tamafio
mayor que suvolumenoriginaldentrode la espora.
Esta observacién sugiere una presiéon osmotica
relativamente alta en el esporoplasma, como seria
de esperar de acuerdo con la hip6tesis prevale-
ciente.® La expulsion del esporoplasma es por lo
comln acompafiada por una sUbita pérdida de
helicidad del filamento, que se vuelve recto, a la
vez que la capsula vacia de la espora sufre un
movimiento brusco en direccién de su polo apical.
El filamento disminuye entre un 5 y un 10% des-
pués de la expulsion del esporoplasma, lo que
indica elasticidad del material constitutivo y
presurizacion interna durante el proceso. En me-
dios hiperténicos la extrusion del filamento dismi-
nuye su velocidad o se hace mas lenta por al
menos un orden de magnitud, y con frecuencia se
inhibelaexpulsién delesporoplasma. Ambos efec-
tos son también indicativos de que, como se ha
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hipotetizado,®7-° la activaciénde la esporaimplica
un aumento de presioén osméticainterna.

Los resultados apoyan el modelo segun el cual
las esporas de los microsporidios germinan cuan-
do el estimulo causaun aumentode presiénosmoé-
tica interna, que a su vez determina un influjo de
agua de manera que la presion hidrostatica se
elevay finalmenterompe latapapolardelaespora,
por donde son entonces expulsadosel filamentoy
enseguida el esporoplasma.
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VI. ¢ Podria el eosinofilo jugar un papel en la
amibiasis?

Roberto R Kretschmer*

La ausenciade eosinofiliaen la amibiasisinva-
sora-lo mismo que en otrasinfeccionespor proto-
zoario~ seguramente mantuvo alejada la aten-
ciénde los amebologos con respecto a este curio-
so leucocito, tan prominente por otra parte en la
defensacontraenfermedadespor heimintos." Ello,
a pesar de que las lesiones tempranas en la
invasién amibiana intestinal y hepatica regular-
mente revelan la presencia - transitoria- de algu-
nos ecsindfilos.2 Cabe sefialarque enla actualidad
se acepta que la ausenciade eosinofiliacirculante
y tisular no bastan para descartar una posible
participacion del eosindfilo en un determinado fe-
némeno biolégico.® De hecho, sélo la centésima

parte de la masa de eosindfilos se encuentraen la
circulacion. El resto deambula en los tejidos mas
diversos.* Ademas, los eosindéfilos son células re-
lativamente labiles que suelen sucumbir a conse-
cuencia de las reacciones en las que intervienen,
porlo que su ausencia en reaccionesinflamatorias
tampocopuedeusarse comoargumentode que no
han participado en la misma. Antes bien, resulta
rnandatcrio buscar los detritus naturales de estas
células(las proteinas especificasde sus granulos:
MBP, EPO, ECP, EDNYy CL) para responder ade-
cuadamente a esta pregunta.?

Por otra parte, el espectrode respuestasinmu-
nes que ocurrenen el absceso hepatico amibiano

* Unidad de Investigacion Médica en Inmunoiogia. Hospital de Pediatria, CMN Siglo XX, IMSS México, D. F.
Correspondenciay solicitud de sobretiros: Dr. Roberto R Kretschmer. Unidad de InvestigacionMédica en Inmunologia, Hospital de Pediatria,
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(AHA), sugiere la existencia de un desbalance
desventajoso Thl < Th2, con inmunidad celular
(Thl) deprimida e inmunidad humoral (Th2) nor-
mal o hasta obsoletamente vigorosa, aunque no
necesariamente dafiina.

Este tipo de desbalance ha sido observado
claramenteenotras enfermedadespor protozoarios
(i. e. leishmaniasis) en donde la desviaciénpuede
ademas modificarse artificialmente mejorando la
condicién de los animales experimentales o bien
puede haber diferenciascriticas de esta dicotomia
(i.e.Thl >Th20Thl <Th2) endistintascepas de
ciertas especies animales.® La dicotomia Th1/Th2
no parece ser una estereotipia universal puesto
que opera curiosamente a la inversaen las enfer-
medades por helmintos.® En el caso de la Enta-
moeba histolytica unareflexiénobligadaseria acer-
cadelbalancede respuestas Th1/Th2 enlos casos
que-aunque amenazados(i. e. rectocolitisamibia-
na) - no llegan a presentar AHA (99%). Como en
otras enfermedades por protozoarios (aunque
intracelulares, a diferencia de la amiba que es
extracelular) una respuesta Thl > Th2 seria la
benéfica. Yasedijosin embargo que en la amibiasis
invasora hepatica la dicotomia parece ser Thl <
Th2. La producciénde IL5 y la consecuente movi-
lizacién/activacion de los eosindfilos forma parte
delrepertoriode respuestas Th2. Sihay un exceso
de respuestas Th2 en la amibiasisinvasora hepa-
tica, cabriala pregunta j Por qué no hay eosinofilia
en el absceso hepatico amibiano?

No se sabe si la invasion portal por parte de la
Entamoebahistolyticaes unfenémenofrecuenteo
raroen el curso de la amibiasisinvasoraintestinal.
Contestar esta pregunta seria de granimportancia
para la amebiologia. Lo que si sabemos es que
menos del 1% de los individuos con amibiasis
invasoraintestinal padeceran AHA.” Si la invasion
portal por Entamoeba histolytica es un evento
frecuente surge la pregunta ¢ quién evita que tan-
tas invasiones portales por Entamoeba histolytica
culminen en AHA? El polimorfonuclear neutréfico
dificilmente calificaria para esta funcién, pues ha
resultado, absolutamenteincapaz, de lidiar con la
Entamoeba histolytica in vitro, alin estando en
alevosa ventajade hasta 2000 neutréfilospor cada
amiba, y alinasistido poranticuerposantiamibianos
y complemento hemolitico.? Ademas, la amiba
produceunfactortermoestablede bajoPM (<1000
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Da) capaz de cancelar la explosion respiratoria
(quimioluminiscencia) de este leucocito.® Podria
ser el macréfago, que ciertamente posee capaci-
dad amebicida cuando es activado antes de
interactuarcon la amibain vitro; pero el macréfago
es una célula inflamatoriade arribotardio. Ademas,
el mismo factor amibianoque cancelala explosién
respiratoria en el polimorfonuclear neutréfilo hu-
mano, es capaz de hacer lo mismo en el monocito
humano, al que ademas le inhibe su locomocion.®©
Por ello hemos denominado tentativamente a este
factor FILM (factor inhibidor de la locomocién de
los monocitos). Asi, surgela posibilidadde que los
polimorfonucleares eosindfilosde arribo temprano
a los focos inflamatorios y de probada capacidad
para destruir amibas in vitro, pudieran jugar un
papelenel controlde lainvasiénhepaticaamibiana.
Sus credencialesgeneralesparainterveniren una
acciénde estetipo ya fueronsefialadasal principio
de este escrito. Queda ahora por analizar 'su
interacciéndirecta con el parasitoin vitro e in vivo.

Los eosindfilos humanos normales (i. e. no
activados) se parecen a los neutréfilos en suinep-
titud litica in vitro vs la Entamoebahistolytica, atn
en presenciade anticuerposy complemento. Sin
embargo, si estos eosindfilos son previamente
activados (con FMLP por ejemplo), adquieren la
capacidad de lisar a la amiba virulenta, aunque al
igual que los macréfagos activados, también ellos
sucumbansecundariamenteen el proceso. A dife-
renciade los macréfagossin embargo, los eosiné-
filos humanos activados incrementan sensible-
mente su capacidad ameboliticaen presencia de
anticuerpos antiamibianos y complemento.’ Un
intentoinicial de traducireste hallazgoaun modelo
in vivo fracas6 cuando usamos ratas (animal que
por cierto posee inmunidad natural vs Entamoeba
histolytica) eosinofilicas (por inyeccién intraveno-
sa de particulas de Sephadex) y un esquema de
amibiasis testicular: las ratas eosinofilicas y las
normales mostraron lesiones testiculares compa-
rables.'=Optamosentoncespor un modelo de AHA
experimental en gerbos (Meriones unguiculatus)
hechos eosinofilicos (aproximadamente 5 x los
niveles normales) por inyeccién intramuscular de
antigenode Toxocaracanisy que luego recibieron
la dosis de 100 mil amibas por via intraportal. Esta
dosis relativamente baja se escogi6 con el fin de
darle a los eosindfilos una ventaja, quizas marginal,
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para mostrar su eventualbondad defensiva contra
la Entamoebahistolytica.Enunaventanade obser-
vaciéntemprana se sacrificaronlos animales alas
6, 24 y 96 hs de la inoculaciénportal con amibas.
El nimero proporcional de gerbos con AHA, asi
como el nimeroy el tamafio de los abscesos fué
comparable en ambos grupos alas 6 y 24 hs. Sin
embargo, a las 96 hs., si bien otra vez el nimero
proporcional de gerbos con abscesos siguié siendo
igualen los dos grupos experimentales, el tamafio
yelnimerodelos abscesos fué significativamente
menor (p < 0.05) en los gerbos eosinofilicos.En
una segunda variante de observacion (sobrevida
actuarialacumulada hasta 45 dias) pudo registrar-
se una sobrevida en 30% mejor (p < 0.05) en los
gerbos eosinofilicos que en los gerbos normales;
debiéndose las muertes en ambos grupos a la
presencia de enorrnes AHA; el cual ocurri6 en el
80% de los gerbosnormales acumulados hasta los
45 dias; y tan solo en el 50% de los gerbos
eosinofilicos.™ Es posible que un modelo menos
apabullante (i. e. inyeccion de menos de 100 mil
amibas, quizas apuntando aunadosis letal 50 (i. e.
DL 50) a los 45-60 dias) pudiera revelar un papel
mas claro del eosindfilo activado en el manejo de
la Entamoeba histolyfica que ha logrado llegar al
tejido hepéatico. Igualmenteinformativos seran los
estudios que estan por realizarse con gerbos
eosinopénicos por inyeccién de anticuerpos
monoclonales anti IL5. Por cierto que en los expe-
rimentos arriba sefialados no pudimos identificar
cambios significativosen los niveles séricos deIL5.
Cabe agregarque el FILM, capaz dedeprimirtanto
la locomociéncomo el estallidorespiratorioen los
fagocitos mononucleares,y tan solo este Gltimo en
los polimorfonucleares neutrdéfilos, no afecté el
estallido respiratorio y todo parece indicar que
tampoco en forma significativala locomocién, de
los eosindéfilos humanos.™

Con estos datos, la hipétesis de que el eosindfilo
pudiera constituirun elemento celularimportante en
el eficaz (aprox. 99%) y silencioso control de la
invasion hepatica por la Entamoeba histolytica, ad-
quierevisosdeplausibilidad. Esto obligaria aestudiar
posibles peculiaridades (i. e. propensiéngenética (?)
(HLA DRS3+)) para la induccién de respuestas
desbalanceadas Thl < Th2 usando epitopes apro-
piados, en el desafortunado 1% de individuos con
amebiasisinvasora intestinal que cursan con AHA."®
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Paraterminar, silainvasién amibianade la vena
portaes por el contrario un evento muy raro (aprox.
1%omenos delos casos conrectocolitisamibiana)
debe por otra parteserun fenémeno muy eficaz.La
fase critica de defensa no seria entonces al nivel
hepético - donde la catastrofeya seria inevitable-
sino al nivel intestinal (o en el torrente circulatorio
portal, lo cual resulta menos probable). Un posible
papel del eosindfilo activado a este nivel seria un
ejerciciomeramente especulativo, pero alo mejor
no estéril,como lo sugieren las observaciones de
Lépez Revilla y col. sobre la posible participacion
de los eosindfilos en la invasién amibiana intesti-
nal."”
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VIl. Aportes de laingenieria genéticay de la sintesis
de péptidos en el estudio de lainmunidad celular
contra Toxoplasma gondii

Pascal Hérion,* Rafael Saavedra*

Toxoplasma gondii, un parasito protozoario
intracelularobligatorio, esté presente en todas las
areas del mundo y puede infectar aves y mamife-
ros. En el ser humano, la toxoplasmosis es asinto-
matica en la mayoria de los casos, pero se vuelve
un problema médico importante cuando afecta a
las mujeres embarazadas y a los individuos inmu-
nodeficientes.Una vacuna contra esta parasitosis
seriamuy valiosa y su desarollo parece factible ya
que la infeccion primaria con Toxoplasma gondii
induce una inmunidad especificay de larga dura-
cion contra una reinfeccion.

Lainmunidadcelulartiene un papel esencial en
la proteccion contra este parasito y el interferon-
gammaes consideradocomoel principal mediador
de la resistencia.' Los antigenos protectores del
paréasito deben, por lo tanto, inducir linfocitos T
productores de interferén-gamma. Con el fin de
identificartales antigenos, se construy6 una biblio-
tecade cDNA de Toxoplasmagondiienel vectorde
clonaciony expresionigt11y se seleccionaronen
una primera etapa las clonas productoras de
antigeno por medio de un pool de sueros de dona-
dores inmunes. Los antigenos recombinantes asi
seleccionados, se probaronposteriormente por su

capacidadde inducir la proliferaciénde una clona
delinfocitos T especifica del parésito,aislada de un
individuo inmune y productora de un alto nivel de
interferén-gamma. Uno de los antigenos recom-
binantes indujo la proliferacion de la clona de
linfocitos T y fue caracterizado.? Este antigeno es
una proteina denominada ROP2 que forma parte
de las roptrias, organelos del complejo apical del
parésito involucrados en la invasion de la célula
huésped. Se encuentra en los tres estadios del
ciclo de vida del paréasito, asi como en la membra-
nade la vacuola parasit6fora que rodea el parasito
intracelular.®#

La secuencia de ROP2 contiene una region
hidrofébicaen su extremo N-terminal que corres-
ponde probablemente aunasecuenciasefial y una
segunda region hidrofébica predicha como trans-
membranal en su parte carboxiterminal. ROP2 es
sintetizada bajo forma de un precursorde 65 kDa;
un procesamiento post-traduccionallleva a la for-
ma madura de 55 kDa.?5 El epitopo definidopor la
clonadelinfocitosT humanossobre esteantigeno,
esté conservado en cepas de Toxoplasma gondii
de diferentes origenes geogréficos y de diferentes
fenotipos (virulento o formador de quistes) y es
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reconocido por la clona T en asociaciéon con la
moléculadelcomplejomayordehistocompatibilidad
HLA-DPw4, el alelo més frecuente en la poblacion
(40-70% de los caucasicos).2 Ademas, anticuer-
pos contra este antigeno fueron detectados en el
suero de todos los ratones infectados experimen-
talmente con once aislados independientes de
Toxoplasmagondii.® El alto grado de conservacion
de este antigeno sugiere que pudiera tener una
funcién esencial (probablemente en el proceso de
invasion de la célula huésped) y refuerza también
su valor como candidato paravacuna. Con el finde
localizar epitopos de ROP2 reconocidos por linfo-
citos T humanos, la secuenciade estaproteina, se
someti6 a tres métodos de prediccion de epitopos
T. Tres secuencias (197-216, 393-410, 501-524)
resultaronpredichassimultaneamente por los tres
métodos y los péptidos correspondientes fueron
sintetizados. Se demostré que el péptido 197-216
contiene el epitopo definido por la clona de linfoci-
tos T humanos restringida por DPw4 mencionada
anteriormente. Ademas, los linfocitos Tcirculantes
de una alta proporcién (64%) de individuos inmu-
nes fueron estimulados por al menos uno de los
tres péptidos, mientras que los linfocitosde dona-
dores no inmunes no respondieron a ninguno de
los péptidos. Los péptidos mas frecuentemente
reconocidos fueronel 197-216 (45%) y el 501-524
(36%). El alto porcentaje de individuos inmunes
con linfocitos T especificosde péptidos derivados

de ROP2 apoya la propuesta de este antigeno
como candidato a vacuna.
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VIIl. Seiales celulares en Entamoeba histolytica.
El papel del Ca*+

Isaura Meza,* Eloisa Carbajal,* Rebeca Manning-Cela,* Alberto Pifia*

Cadadiaexistemas evidencia que indica que la
interaccion de los receptores para matriz extra-
celular, en forma general conocidos como inte-
grinas, con su ligando, tiene un papel importante
enlatransducciénde sefiales en las células euca-
riénticas. La interaccionde los trofozoitosde Enta-

moeba histolytica conla fibronectina(FN) promue-
ve la adhesion de las células a la proteina y mas
adelante su degradacion in situ.” La union se lleva
acabo através de peptidosespecificoslocalizados
en la superficie del parasito.? La unién a superficies
cubiertas con FNinduce ademaslareorganizacion
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del citoesqueleto de los trofozoitos dando como
resultado la formacién de placas de adhesion de
actinay multiplescontactosfocalesentre lasamibas
y el sustrato."?

Los mecanismos de transduccion de sefiales
que conducen alarespuestade las amibas alaFN
no se conocen totalmente; sin embargo, hay indi-
ciosde que elinositol trifosfato y la proteina cinasa
C actllan como mensajeros secundarios una vez
gueinteractiala FNcon sureceptor.* Hay ademas
unafosforilacién especifica de proteinas del citoes-
queleto y rearreglos de la actina inducidos por
activadores de la proteina cinasa C. El efecto con-
trario se produce por antagonistas de la cinasa.

El Ca?+es otro de los mensajeros secundarios
que en la mayoria de las células eucariénticas se
activan durante la transduccion de sefiales. Las
modificaciones en los niveles citoplasmicos de
CaZ+regulan asuvez la activaciénde otras vias de
sefializacién interna que regulan diversas funcio-
nes celulares.®® En este trabajo, examinamos las
modificaciones del calcio libre citosdlico ([Ca2+])
inducidas en los trofozoitos por la interaccion con
la FNy su efecto sobre la adhesién y la organiza-
cién del citoesqueleto de actina. LaFN produce un
incremento rapido y continuo de [Ca?], que podria
estar relacionado con elincrementoen la adhesion
también muy rapida, de los trofozoitos a superfi-
ciescubiertascon FN. Encontramosque losionéforos
de calcio A23187 y ionomicina incrementaron sig-
nificativamente la adhesion de los trofozoitos aFN,
mientras que la disminucién de [Ca?],, producida
por el tratamiento con los ionéforos en presencia
de EGTA o usando un quelante de Ca?* como
BAPTA/AM, bloqued la adhesion casi totalmente.
Estos resultados sugieren una participacion impor-
tante del calcio externo en la respuesta a FN, asi
como un mecanismo de regulacién de Ca* a
través de la membrana plasmaética de los trofo-
zoitos.

Para estudiar el posible papel del calcio interno,
probamos la droga tapsigargina (TG), que se ha
reportado que produce un incremento del Ca?
citosolico debidoalainhibicién de lasCa?ATPasas
delreticulo endoplasmico. TG produjo enlas amibas
un incremento transitorio y pequefio de [CaZ+],lo
cual junto con laligera estimulacién que produjo en
laadhesion, apoya laidea de que la accion de la FN
depende principalmente del flujo externo del Ca#*
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hacia el citoplasma de los trofozoitos estimulados.
Una mejor organizacion de las placas de adhesién
y de los contactos focales asi como el cambio de
actina soluble hacia laforma F-actina ofilamentosa
que se observaron como resultado del estimulo
con la FN, fueron también resultado de los incre-
mentos en [Ca*] y fueron afectados negativamen-
te por su disminucién, sugiriendo una correlacion
entre los niveles de [Ca?+],y la organizacion del
citoesqueleto.

Evidencia adicional para suponer que Ca?+es
un mediador en la respuesta, fue obtenida de
experimentos en los que utilizamos antagonistas
de calmodulina, una proteina que se une a'y es
regulada por Ca?+.0Observamos una adhesién po-
bre y una organizacién de las placas de actina muy
defectuosa en los trofozoitos tratados con 3 dife-
rentes antagonistas de calmodulina. Esto se po-
dria explicar puesto que alinhibirse la calmodulina
se tendria un efecto negativo sobre proteinas que
regularmente se asocian a la actina para formar y
organizar a los filamentos de actina, que son los
elementos estructurales de las placas de adhe-
sion. Este estudio presenta las primeras observa-
ciones obtenidas sobre la regulacion de Caz+en
trofozoitos de Enfamoeba histolyticay proporciona
evidencias sobre la participacion de Ca%+en los
mecanismos de transduccion de sefiales de este
parasito.

Figura 1 Placas de adhesion en trofozoitos de Entamoeba histolytica
a Trofozoitos sobre vidrio b. Trofozoitos sobre un substrato de
fibronectina ¢ Trofozeitos sobre un substrato de fibronectina y
tratados con el ienoforo de Ca?*, ionomicina d. Trofozoitos tratados
con un éster de forbol (PMA) La actina Dolimerizada que forma las
placas de adhes on sefialadas por cavezas de flecna; se tA6 can
faio aina-roaam naaay se ooservaron as célu as na o .nmicroscopio
equipado para epifluorescencia
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IX. Motilidad en Toxoplasma gondii

Ricardo Mondragén,* Isaura Meza,** Eugenio Frixione.** ***

Introduccién

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular
obligado con una amplia distribuciéngeograficae
invade a un gran nimerode huéspedes, incluyen-
do animalesde interés veterinarioy al hombre. En
humanos es un importante patégeno con la capa-
cidad de producirgravesdafios organicoseincluso
fatales, principalmenteen pacientes inmunodepri-
midos como ocurre en los enfermos de SIDA, en
los casos de transplantede érganos, en personas
con tratamientosanticancerigenos,en el feto y en
reciénnacidos, ocasionandoenelloscuadroscomo
la coriorretinitisy consecutivapérdida de la vision,
dafios en el sistema nervioso central, pulmones,
corazény el sistema reticulo endotelial, y en casos
extremos. aborto o incluso la muerte de adultos
infectados.®

En individuos sanos e inmunocompetentes la
infeccién con el parasito ocurre de manera transi-
toria e incluso inaparente, sin producir dafios de
importancia,debidoalaeficaciadel propiosistema
inmunequees capaz no sélo de limitarlainfeccion,
sino de eliminarla completamente y dejar al indivi-
duo inmune a posteriores contactos.

En México se ha encontrado una alta prevalen-
cia de anticuerpos producidos por infeccionescon
toxoplasma, principalmente en las regiones cos-
teras del Golfo y en una menor proporcién en el
norte del pais, lo cual significa que este tipo de
poblaciones esta expuesta frecuentemente a este
parésito y, aunqueno sufren una enfermedad grave,
bajo condiciones propicias, el parasito puede pro-
liferar provocando los efectos antes descritos.?

Mecanismos de invasion

Toxoplasma gondiiinvade a casitodas las célu-
las del organismo, independientemente de sus
caracteristicas fisiologicas. ' Afecta tanto a célu-
las fagociticas como a no fagociticas. Se han
descrito dos formas por las cuales el taquizoito, es
decir la forma invasiva del toxoplasmapuede pe-
netraral citoplasma.Unaes mediantelafagocitosis
del parasito por macréfagos y células fagociticas
generalmente implicadas en la defensa del orga-
nismo, en donde el parasito se aloja y proliferaen
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el fagosomassin ser destruido." 216 La segunda, que
correspondea la penetraciénpor via activa, gene-
ralmente ocurre en las células no fagociticas, es
decir, la mayoriade las células del cuerpo.'®*° Este
tipo de invasion se lleva a cabo mediante una
compleja serie de sucesos y se desarrollaen sélo
15-40 segundos mientras que el proceso de
fagocitosis requiere de aproximadamente unos
120 segundos.

La penetracionactiva involucra varias etapas, y
se inicia con la activacion de la motilidad del
parasito, seguida por la extrusion del conoide, un
organelo ubicadoapicalmente que tiene la capaci-
dad de proyectarse o retraerse dependiendo de si
el parésito se encuentra en reposo o invadiendo a
su célula huésped respectivamente, y finalmente
se lleva a cabo la secrecién de componentes de
tipo enzimético con funciones facilitatorias de la
penetracion, provenientes de organelos con fun-
cién de almacenaje conocidos como roptrias.’ %
El vaciamiento de estos componentes se lleva a
cabo en la vecindad de la membrana de la célula
blanco y genera una alteracionen la integridad de
la membrana celularfacilitandoasi la penetracion
del parasito mediante movimientos de desliza-
miento y de tipo tornillo, alojandose y proliferando
dentro de la vacuola parasitéfora.’ ** Una vez
dentro. el parasito se multiplica mediante endo-
diogenia llenando el espacio intravacuolar. Bajo
condiciones aun desconocidas, pero que proba-
blemente incluyen la elevacion de calcio citoplas-
mico, el paréasito sale de la célula infectada, al
pareceratravésde un proceso activo conunaserie
de sucesos similaresa los involucrados durante la
penetracion.' La exteriorizaciondestruye ala célu-
la huésped, y el parasito invade a nuevas células
vecinas. No obstante laimportancia de la motilidad
del Toxoplasma gondii y en general de los
apicomplexaenlainvasionde las células huésped,
existen pocos estudios dirigidos a conocer las
bases molecularesde la locomociony las sefiales
inductoras de la motilidad.? °-22.25.27 En las lineas
que siguen, se presentanresultadosobtenidos en
relacién con la activacion de la motilidad y la
extrusién del conoide en parasitos aislados, en
ausenciade células huésped, asi como el andlisis
de los mecanismos de regulacion iénica de estos
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procesos. Finalmente se comentara sobre la estra-
tegia seguida para el andlisis cinematico de la
motilidad inducida, utilizandopara ello un modelo
digital del Toxoplasmagondii.

Induccién de la rnotilidad in vitro

Para el estudio de la motilidadde los taquizoitos
se utilizé un sistema de videomicroscopia con
contraste acentuado electrénicamente, y median-
te el uso de una camara de incubacion especialse
realizaronrecambios de las soluciones en estudio
con el fin de determinar condiciones inductorasde
la motilidad. Los resultados fueronregistradosen
cintas magnéticasy suanélisisse realizémediante
la reproduccién de la secuencia grabada a veloci-
dad normal, lenta o cuadro por cuadro.

Toxoplasma gondii se mantiene mediante la
inoculaciénintraperitonealde ratonesBalblcconla
suspensiénde taquizoitos. Recién obtenidos, los
taquizoitosson poco rnétiles, entreun 5- 7% de la
poblacién muestran una motilidadtransitoria. Adi-
cionalmente, el conoide que es un organelo con
caracteristicasmotiles muy particularesy que tiene
lapropiedadde proyectarse durante lainvasiénpor
via activa, se encuentra generalmente retraido.

Dentro de las diversas condiciones evaluadas,
se encontré que el tratamiento suave con tripsina,
unaenzima proteolitica,inducia la motilidadde los
taquizoitos. ' Laactivacion se lograconconcentra-
cionesdelaenzimadelordende 0.002 -0.005%en
PBS, induciendo una rapida activaciéon del movi-
miento hasta de un 25% de la poblaciény que
disminuye con el tiempo.

Se lograron inducir in vitro. dos tipos de movi-
mientosen el parésito, equivalentes alos descritos
gueocurrendurante lainvasion dela célula blanco,
uno es el movimiento rotativo, y el otro es el movi-
miento de deslizamiento.® 9%

El movimiento rotativo se caracteriza por la
adhesion del parasito al sustrato (poli-l-lisina sobre
vidrio)por suextremoposterior y por giros dirigidos
por el extremo anterior en el sentido de las mane-
cillas del reloj (Figura 1). Al mismo tiempo, el
parésito rota en torno a su eje sin un aparente
desplazamiento. El sentido del movimientodescri-
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Figura 1 Secuencia videomicrografica del movimiento rotativo en un taquizeito activado por una tripsinizacicn suave

(escala =5 um).

to, parece estar relacionado con la orientacion
helicoidal de los 22 microtubulos subpeliculares
que conforman el citoesqueleto del Toxoplasma
gondiiy que estan dispuestos en sentido contrario
al de las manecillasdel reloj,”” (Figura 2). Adicional-
mente, el sentido del movimientorotativoestarela-
cionado con la direccién que presenta el parasito
cuando se desplaza sobre el sustrato o cuando se
introduce a una célula. La rotacion en sentido
contrario ocasionaria un movimiento en reversa
que no ha sido observado en el laboratorio.

El segundotipo de movimiento que presentael
toxoplasrnacuando es activado es el de torsiony
deslizamiento(Figura 3), mediante el cual el para-
sito se desplaza varias micras sobre el sustrato
mediantegiros y deslizamientosalo largo de sueje
longitudinal. Los giros que presentatienen el mis-
mo sentido que el descrito para el movimiento
rotativo. Este tipo de movimientos le permiten al
paréasito desplazarse y encontrar la zona de la
célulaatravés de la cual penetrard al citoplasma.
En ocasionesambos movimientos, el de rotaciény
eldedeslizamiento,se presentanconsecutivamen-
te en un mismo individuo.**
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Figura 2. Diagrama del citoesqueletode microtdbulos (A) y de las
estructuras conoidales (B. C). imt, microtGbulos internos; pm,
membrana plasmatica: ims, complejo intramembranal; mt,
microtubulos acry per, aniflos conoidales: cs. subunidad delconoide;
p. peliculo. C, corresponde a un corte transversal del conoide
Modificado de Nichols & Chiappino,1987.
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Figura 3. Secuencia videomicrograficadel movimiento de deslizamientode Toxoplasma gondii (escala =5 um)

Porlo querespectaal efecto delatripsina,se ha
encontradoque éste se debe especificamentea su
accioén enzimatica, ya que el efecto inductorno se
presenta al adicionar el inhibidor de soya de esta
enzima. Bajo el microscopio electrénico de trans-
mision, los taquizoitos tripsinizados mostraron la
presencia de pequefias zonas de discontinuidaden
la membrana plasmatica, reveladas mediante la
infiltracién con rojo de rutenio presente durantela fi-
jacionquimica (Figura4). Este colorantepenetray
tifie sélo el espacio entre la membranaplasmatica
yelcomplejopelicularinterno. Laaccién delaenzima
no afect6 las membranas internas ni la morfologia
generaldeltoxoplasma.Los taquizoitos notripsiniza-
dos no presentan estos parches. Unavez elimina-
dalatripsinade los taquizoitos, se regeneranen un
breve tiempo las zonas de la membranadigeridas
por la acciéon de la enzima sin afectar al parasito.

Los taquizoitos activados pierden el movimien-
to cuando se eliminala tripsinadel medio mediante
lavados con solucién salina amortiguada (PBS).
Sinembargola adicién consecutivade iones como
calcio o magnesioen presenciade ATP y en ausen-

Gac M éd M éx Vol. 132 No. 5

cia de la enzima, indujo una segundaactivacionde
la motilidaden una proporciénmayor que la obser-
vada con la tripsina, ya que cerca del 60% de los
parasitos son activados (Figura 5). La presencia
delcatiénes necesaria, ya que la adicionde EGTA
almedioinhibela activaciénde estos elementosde
manera individual sélo genera activacion parcial.
Se ha sugerido que las zonas digeridas por la
enzima, permiten la entrada temporal de compo-
nentes externoscomo los ionesy son de estama-
nera susceptibles a sus efectos fisiolégicos. La
integridad estructural del parasito no se ve mayor-
mente alterada por estas perforaciones, debido
por una parte a la limitada exposicién a la tripsina
y por otra a la gran estabilidad que le confiere el
complejopelicularinternoy la red de microtibulos
subpeliculares.

La motilidad es un requisito parala invasividad.
Durante la penetracién activa el toxoplasma se
desliza sobre la membranade la célula blanco en
busquedaprobablementede un sitio adecuadopor
el cual penetrar. Cuando los parasitos no son
métiles porlotantopierdensu capacidadinvasiva.?
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Figura5. Cinética de induccién de la motilidad por calcio y ATP en
taquizoitos pre-tripsinizados: circulo lleno, 1mM CaCl,, 1mM ATP;

cuadro vacio, imM ATP; circulovacio, 5mM ATP; cuadrolleno. 1mM
CaCl,, triangulolleno. PBS.
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Los taquizoitos activadosbajo nuestras condicio-
nes, son altamenteinvasivos. Ensayos de invasion
realizadosencélulasepiteliales(MDCK) cultivadasin
vitro demuestran que los parasitos tripsinizados y
activados con calcio y ATP, no sélo retienen su
capacidad infectiva, sino que laincrementanhasta 4
veces con respectoa los controles. Estos hallazgos
sugieren que la motilidad inducida estimulala capa-
cidad invasiva de los taquizoitos.

A través del uso de una serie de drogas de
accién especifica es posible conocer que elemen-
tos del citoesqueleto estan involucrados en la
motilidad de un sistema celular.®°

Lamotilidad espontaneade varios apicomplexas
se ha podido inhibir mediante el uso de las
citocalasinas B y D sin que haya una aparente
alteraciénmorfolégica.® Ambos alcaloides obteni-
dos de diversos hongos, son moléculas que se
unen a los extremos de los filamentos de actina
despolimerizandolos e inhibiendo una posterior
polimerizacion.® El efecto de estas drogas sugiere
que el movimiento del parasito estd determinado
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por la accién de este tipo de filamentos como
ocurre en muchos sistemas celulares métiles. No
obstante, hastaelmomentosélo se haencontrado
actina en su forma monomeérica y no en la filamen-
tosa, lo cual dificultala interpretaciéndel fenéme-
no.*#3! Sin embargo, no se ha excluido la posibi-
lidaddequeestos componentesesténconstituidos
no como las tipicas fibras de tensién conformadas
por decenas de filamentosindividuales descritas
en otros eucariontes,sino como filamentos Unicos
con idéntica funcioén, lo cual dificulta su observa-
cién por medio de los métodos convencionales.

Otro componente del citoesqueleto son los
microtUbulos. La incubaciéon con drogas como la
colchicinay el nocodazol, que los despolimerizan,
no alteralamotilidadde los toxoplasmas. pero si su
morfologia, lo cual es l6gico considerando que
estos componentes determinan y estabilizan la
tipica forma de este parasito (Figura 6).

Extrusion del conoide in vitro

Un segundo procesode motilidad que se desa-
rrolla durante lainvasion de la célulahuésped es la
extrusiéndel conoide. Elconoidees unaestructura
con forma de bobina ubicada en la porcién apical
deltoxoplasma,y esta constituidaporsubunidades
dispuestashelicoidalmente?” (Figura 2). Elconoide
interviene como un 6rgano de ataque durante la
invasion celular.® Durante la invasion, el parésito
buscauna zona apropiadaen lamembrana celular
por la cual penetrar, posteriormente extruye el
conoidey secreta el contenido de las roptrias.** Se
desconocen los factores que inducenla extrusion
del conoide, asi como los mecanismos motores
involucrados y su regulacion durante la penetracion.

Mediante el uso de los ioné6foros para calcio
ionomicina y A23187,'® 2 se logré inducir en me-
dios quimicamente definidos y en ausencia de

distales de los mi I

5 mM. N& L ot

Figura6. Ul q
desaparecen, i solo
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al anillo conoidal. A, escala 0.5 um; B,C, escala 100 nm.
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células blanco la extrusiéndel conoide de manera
reversible (Figura 7)."

Figura 7. Ultraestructura de un taquizoito con el conoide extruido
inducido por el ionéforo para calcio, A23187. A,B,C: escala= 100nm;

escala=1um. (cr. anillos coneidal; cs, subunidadesdelconoide;p.
anillo polar: td, ducto; C, conoide; rh, roptrias: dg, granulos densos).

La activacionde este procesoocurre de manera
rapidaen un gran porcentajede la poblaciony esta
determinada por una elevaciénde calcio citoplés-
mico proveniente probablemente de reservorios
intracelularessensibles al ionéforo, ya que el efec-
to se observa en presenciade EGTA externoy es
bloqueado parcialmente por BAPTA, un compo-
nente que es capaz de atravesar la membrana
plasmatica del parasitoy quelar calcio depletando
en un momento dado a la célula de este cation.?
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Adicionalmentelacafeinaylatapsigargina, drogas
aue inducenunaelevaciénintracelular de calcio va
sea por la salida de este catién a partir del reticulo
endoplasmico o por una inhibicion de la bomba de
calcio encargada de mantener los niveles internos
de calcio, respectivamente,??° activanla extrusion
del conoide aunque en una proporciénmenor que
con el ionéforo. Se encontr6 tambien aue la
citocalasina D blogquea la extrusion del conoide
inducidapor losioné6forospara calcio, lo cualindica
que en este proceso de motilidad intervienenlos
filamentos de actina. La colchicinano parecidafec-
taraesteproceso.Otrosinvestigadoreshandescrito
en la zona del conoide. la presencia de actina y
miosina,* #2"* ambas moleculas involucradas en
lageneraciénde fuerza motrizenlamavoriade las
células eucariontes, lo cual apoya la conclusion de
que la actina participa en la motilidadde Toxoplas-
ma gondii, como sugiere tambien la inhibicién del
proceso con la citocalasina D.

Andlisis cinematico de la motilidad
de Toxoplasma gondii

Conrelaciénal analisis mecanico de los tipos de
movimiento inducidos en el parasito, éste sélo se
ha podido realizar de una manera parcial debido a
una serie de limitaciones, tanto de tipo conceptual
respecto a la estructura de citoesqueletoen este
parasito, como de caracter técnicoreferentealtipo
de informacién que proporcionan el microscopio
6ptico o electrénico. Encuanto al citoesqueleto,se
desconoce el tipo de organizacién que presenta la
actina en estos parasitos y de hecho en todos los
Apicomplexa. Los filamentos de actina, que en
otros sistemas celulares se han detectadoy se les
han demostrado funciones motoras junto con di-
versas proteinas accesorias, en el caso de los
Apicomplexa no han sido encontrados.* 82! % Por
otro lado, la perspectiva que presentanlos siste-
mas de microscopia éptica convencionales, que
consiste en una vision desde un punto de vista
cenital de los procesos de motilidad asi como la
baja resolucién de los sistemas 6pticos, no permi-
ten la identificacion inequivoca de los elementos
individualesdel citoesqueletoenaccion. Enelcaso
de la microscopiaelectrénica es necesaria la fija-
cién de las muestras antes de su observacion, lo
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cual anula la posibilidad del estudio de procesos
dinamicos celulares.

Una alternativametodoldgicaque estamos de-
sarrollando para el andlisis de la motilidad del
Toxoplasma gondii es la reconstruccion tridimen-
sional deltaquizoitocomo un modelo digitala partir
de micrografias electrénicas, y la animacion del
modeloconformea secuenciasvideomicrogréaficas
de la célulaen movimiento, obteniendo asilos datos
cinematicos del movimiento de este parasito.

Para la generacion del modelo tridimensional,
se procesarontaquizoitos purificadospor métodos
convencionales para microscopia electrénica de
transmision,y se hicieron cortes seriados de taqui-
zoitos embebidos en resinas plasticas. Posterior-
mente en las micrografias del taquizoito seleccio-
nado, se delineo el perfil de la membrana plasma-
ticay se digitalizaronlasimagenescorrespondien-
tes. Posteriormentelasimagenesfueroninterpoladas
otorgandoles un espesor de 300 nm a cada sec-
cién y se contruy6 el modelo digital respectivo.

El modelo fue animado conforme a los datos
morfolégicos y temporales obtenidos mediante
videomicroscopia de contraste por iluminacién
asimétrica.’ Utilizando las imagenes videomicro-
graficas, se manipuléelmodelodigital de talmane-
ra que la conformacién general del cuerpo celular
asi como patrén sombreado correspondiera.Has-
ta el momento, los resultados obtenidos ofrecen
una simulaciénbastante cercanaa larealidaddela
actividad motil de Toxoplasma gondii, que permite
un analisismas completo desde diversasperspec-
tivas de observacion. Ademas de la informacién
cualitativa, el método nos ha permitido distinguir
las diferencias de varios movimientos tipicos del
parasito en términos de parametros cinematicos.
Adicio-nalmente,la asignaciénde estos datosa un
modelo de citoesqueleto de Toxoplasma gondii,
ofrece la posibilidad de visualizar las transforma-
ciones estructurales que muy probablemente ex-
perimenta el parasito durante la actividad métil.

Conclusioén

Existen varios aspectos por estudiarse respec-
to alos motores biolégicos que posee el Toxoplas-
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ma gondiiy que utiliza eficientemente para poder
infectar a una célula blanco.

Posiblemente el conocimiento de estos proce-
S0s permita en un momento dado proponer estra-
tegias dirigidas hacia la inhibicion de los fenéme-
nos de motilidad de esta célula como alternativas
para disminuir su capacidad infecciosa.
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X. Actualidades en el estudio de lainmunologia
local y su aplicacién en parasitosis

Marco A Vega-Lépez*

Resumen

La inmunologia de las mucosas ha adquirido gran
importancia, principalmente por la necesidad de
comprender mejor |a manera de estimular respuestas
inmuries que prevenganenfermedades EnMéxico donde
se reconoce la rmportancia de las enfermedades
infecciosas que afectan mucosas(diarreas neumonias,
parasitosis) y existe un aumento preocupante de
hipersensibilidades (asma intolerancia alimentaria)
no hay suficientes grupos dedicados a la investigacion
en esta area

El objetivo principal de los mecanismos de defensa
de Zas ntucosases impedir |a entrada del antigeno (Ag)

Summary

Mucosal immunology has became one of the mamn
subjects of immunology due to its importance m the
development of local immune responses /n Mexico,
wheremucosal infectious diseases (diarrhea, pneumonia
andparasrtosis) are s¢ll a mayor health problem and
wherethere is an increased number of hypersensitivity
reactions in humans (asthma, food intolerance), there
arenot enough research groups devoted fo this area

The mucosal immune system prevents the antigens
from raching the organism by a mechanism krown as
immune exclusion Inasimilar way 1t also prevents the
onsel of systemic deleterious immuneresponses such as

(exclusion inmune) y evitar respuestas sistémicas
indeseables (hipersensibilidad, autoinmunidad), por
ejemplo contra Ags de la diera Una cantidad
considerablede pardsitostienencomoblancooemplean
lasmucosas del organismo enalgunafasedesuvida A
pesar de su indudable importancia, la inmunologia de
las mucosas en las infecciones parasitarias no ha sido
estudiada en profundidad Solo algunos estudios han
abordado este tema usando animales delaboratorio y,
afortunadamente, en los Ultimos afios tienden a
mcrementarse

En el CINVESTAV, se estudia |a inmunidad de las
mucosas empleando un enfoque multidisciplinario, en
proyectos que rnvolucran parasitos como Entamoeba
histolytica, Giardialambliay Trichinella spiralis Tales
estudios Utilizan metodologias de vanguardia que se
describen brevemente en este articulo

Palabras clave: [nmunologiade las mucosas, intestino,
parasitos, exclusién inmune, ELISPOT, inmunohisto-
quimica, PCR, hibridacion in situ, citosinas.

aul y and hypersensitivity 10 harmless antigens
A considerable amount of parasites infect mucosal
surfaces In spite Of this, there are few studies on the
local immuneresponse elicited against parasites

Inthe Center for Research and Advanced Studies of
the National Polytechnic Institute (Mexico), mucosal
immunology zs beingstudied mamultidisciplinary way
involving research ofthelocal immuneresponse against
Entainoebahistolytica, Giardialamblia and Trichinella
spiralis In these, animal models such as the mouse,
gerbil, rat and even the pig are used. Abriefdescription
of the state-of-the-art methodologies used inthesestudies
15 grven inthis paper

Key words: Mucosal immunology, gur, parasite,
ELISPOT, immunohistochen~istry.PCR, in situ
hybridization, cytokines.
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Introduccién

El estudio de la inmunologia local o de las
rnucosas del organismo ha adquirido gran impor-
tancia en los Ultimos quince afios, principalmente
por el acelerado avance tecnoldgico en el area
biomédica y por las cada vez mas apremiantes
necesidades de desarrollar inmunégenos orales
para la creciente poblacién del tercer mundo.'

Lainmunologiade las mucosastienerelevancia
particular si consideramos que la mayoria de los
agentes patégenos que infectan a un organismo
tienen como blanco o via de entrada una mucosa
corporal.Estopuede apreciarsemejor alsaber que
lasuperficie cubiertaporlas mucosases 200 veces
mayor que la que ocupala piel (2 m? vs 400 m?), el
tejido mas grande del cuerpo humano.? Los meca-
nismos de defensa de esos lugares son especial-
mente efectivos para resolver la rnayoria de los
problemasinfecciosos. A pesar de ello, las princi-
pales causas de muerte infantil en el tercer mundo
siguen siendo las enfermedades diarreicas y las
neumonias,® de ahila necesidad de comprender
mejor los mecanismos de defensa locales y la
manera de estimular respuestas inmunes en las
mucosas que prevengan estas enfermedades.

Estudio de lainmunologia de las mucosas

Desde principios de siglo, Besredka establecié
que existen respuestas inmunes locales que no es
posiblemedir sistémicamente?A pesarde ellotrans-
currieronmas de 40 afios antesde que se reconocie-
ralaimportanciade lainmunidadsecretoria al descu-
brirse la IgA de secreciones (IgAs).® Parte de este
lento desarrollo en el estudio de la inmunidad de
mucosas se debid a la falta de modelos experimen-
talesadecuados y de herramientastécnicas apropia-
das para medir las respuestas locales. Quiza mas
importante aln, dicho retraso se debi6 a la idea
preconcebidade que las respuestas locales debian
seguirun comportamientosimilar a las sistémicas.

Eldesarrollodetécnicasméssensiblesde evaiua-
cién de anticuerpos en fluidos diferentes al suero y,
sobre todo, el uso de anticuerpos monoclonales
(MAD), facilitaron la tarea de determinar minutas
cantidadesde célulasy productos del sistema inmu-
ne local, permitiendoel avance de esta area.
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Debido a las perspectivasque tiene en el control
de enfermedadesinfecciosas, parasitariasy autoin-
munitarias, la inmunologia de mucosas se ha ex-
pandido en los Gltimos quince afios hasta tener un
lugar importante en el estudio de la inmunologia.
Fiel testimoniode ello lo tenemosen el reciente 8"
Congreso Internacionalde Inmunologia de Muco-
sas efectuadoen San Diego, Cal. EU en el verano
de 1995, que reunid a casi 900 asistentes de todo
el orbe.

Resulta paradéjico que en México, donde se
reconoce la importancia de las enfermedades in-
fecciosas que afectanmucosas (diarreas, neumo-
nias, parasitosis) y existe un crecimiento preocu-
pante de hipersensibilidades(asma, intolerancia
alimentaria) no haya grupos dedicados a la inves-
tigacion en esta area.

Generalidades de la inmunologia
de las mucosas

Los principios generales de la inmunologia
sistérnica son aplicables a la de mucosas, sin
embargo existen diferenciasimportantes que de-
bemosteneren cuentapara su estudio. Por ejem-
plo, el objetivo principal de los mecanismos de
defensa, tanto inespecificos (innatos) como espe-
cifico«inducibles) de las mucosas es impedir la
entrada del antigeno (Ag) (exclusiéninmune), sea
éste un microorganismo, parasito o toxina y, por
ello, esta respuesta no es de tipo esterilizante
como la sistémica. Ademas, las defensas locales
estandisefiadaspara evitarrespuestas sistérnicas
indeseables(hipersensibilidad,autoinmunidad), por
ejemplo contra Ags de la dieta, ya sea tolerizando
o suprimiendola respuestacirculante.® Porlo tanto
sus mecanismos de regulacion parecen diferir de
manera importantede los de lainmunidad sistémi-
cay éste es un campo de investigacion en pleno
auge en la actualidad.

El reconocimientotardio de esas dos caracte-
risticas de la respuesta inmune en mucosas ha
contribuido al retraso en su estudio, ya que las
investigaciones en el campo casi siempre han
perseguidola bisquedade parametrossimilaresa
lossistémicos (inmunidadesterilizantey respuesta
circulante de memoria) por lo que por mucho
tiempo se le consideré una respuesta poco efecti-
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va e incapaz de generar memoria. El desarrollode
nuevas técnicas de mediciény sobre todo la apa-
ricion de grupos de investigacion especializados
en esta area han demostrado, inequivocamente,
que las respuestaslocalesson altamenteefectivas
en el manejo de infecciones y, sobre todo, en la
generacion de respuestas protectoras de la mag-
nitud, especificidady localizaciénadecuadas para
evitar problemas como la autoinmunidad.

El sistema inmune en las mucosas tiene como
caracteristica estructural la existencia de sitios
inductores, como las placas de Peyer del tejido
linfoide asociado a intestino (GALT) y las tonsitas
del asociado a nariz (NALT) donde ocurre el esti-
mulo antigénico. Este Gltimo activa a los linfocitos
T y B virgenes que se diferencian, proliferan y
abandonan el érgano para distribuirse en otras
mucosas y sitios efectores, como la lamina propia
del intestino y el tejido linfoide asociado a bron-
quios (BALT) que representan la mayor parte del
tejido mucosal y en donde residen las células de
memoria generadas en los sitios inductores.®

Considerandoque la superficieque debe prote-
ger es lamayor del organismo,' que la inmunogio-
bulina de mayor produccién en el organismo es la
1gA, superando la cantidad producidade todos los
demasisotipos,? que la mayor cantidad de células
del sistema inmune se encuentra en el intestino,
siendosuperiorala deltotalde los 6rganoslinfaticos
secundarios,® indudablemente el sistema inmune
de las mucosas ocupa el primer lugar entre los
mecanismos de proteccién del organismo. Asi,
llamala atencién que su estudio no haya sido mas
amplio hasta la fecha.

Papeles de lainmunidad de mucosas
y la sistémica

Los parasitos, por su naturaleza, deben alojarse
en sitios del organismo en los que causen el menor
dafio posible al hospedero, asegurando de esta
manera su crecimientoy reproduccién. Un sitio id6-
neo paracumplircon estos objetivoses establecerse
"fuera” del orgarismo, en las musosas. donde los
mecanismosinternos de defensa (por €j. inmunidad
sistémica esterilizante) no los puedan alcanzar.

Una cantidad muy considerable de parasitos de
todostipos tienen como blanco o emplean las muco-
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sas del organismoen alguna fase de su vida parasi-
taria. Enlamayoriade casoslasdefensasinespecificas
delhospedero(barreras fisicas, quimicasyfloranormal)
son suficientes para eliminarlos o mantenerlos bajo
control. En algunas ocasiones esto no es suficientey
el organismodebe echar mano de los mecanismos
especificosdedefensalocales (secrecionde inmuno-
globulinas, células citotoxicas)y solo en casos muy
particularesy, sobre todo cuando las barreras ante-
riores hansidosuperadas, la defensasistémicaentra
en accion. Esto sugiere que el papel fundamentalde
la defensa local probablemente sea el controlar la
mayoria de las agresiones externas del medio hacia
el organismo y sélo en casos extremos hay necesi-
dad de que el sistema inmune sistémicointervenga.
Estas observacioneshacen reflexionar acerca
de los posibles papeles diferencialesde la inmuni-
dad sistémicay la local. Es posible que el sistema
inmune sistémico tenga como propdsito principal
conservarla homeostasiseliminandotodo aquello
que internamente ponga en peligro la integridad
del organismo (cancer, aberracionesfisiolégicas,
dafios internos, envejecimiento, etc.), dejando al
sistema inmune local la defensa contra las agresiones
externas. Si esto es correcto, posiblemente hemos
estudiado al sistema inmune durante un siglo con
un enfoque equivocado y las funciones hasta ahora
descritasdel sistemainmunesistémicoestan dise-
fiadas para reconocerlo propio y eliminar lo "alte-
rado" mas que lo "extrafio". Esto explicaria hasta
cierto punto la importanciaque tiene la ontogenia
del sistema inmune en el reconocimientode lo "pro-
pio", empleando una estricta seleccién positiva y
negativa. Porotrolado, tambiénexplicariala presen-
ciade poblacionescelulares que maduranextratimi-
camente, sobre todo en las mucosas, con capaci-
dad de reconocer una limitada variedad de Ags
pero de reaccion casi inmediata.' Sélo hasta ahora
estariamos en condiciones de empezar a entender
como puede el organismo defenderse eficazmente
de lasinfeccionesy mantenersu homeostasis, discri-
minando a la perfecciénlo propio de lo extrafio.

Estudios en infecciones parasitarias
Apesardesuindudableimportancialainmunologia

de las mucosas en las infeccionesparasitariasno ha
sido estudiada en profundidad. La mayoria de los
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estudios en paréasitos abordan las caracteristicas
propias del agente (Ags, ciclo biolégico,especiacion,
etc.) o su efecto en la inmunidadsistémicacon fines
de diagnésticoy de prevencién. Solo algunos estu-
dios en animales de laboratorio han abordado este
temal' ¥'? y, afortunadamente. en los Ultimos afios
tiendena incrementarse.

En el CINVESTAV, se pretende abordar el
estudiode lainmunidad de las mucosascon unen-
foque multidisciplinario. Los Departamentos de
BiologiaCelular, Patologia Experimentaly Genéti-
ca y Biologia Molecular tienen proyectos de estu-
dio que involucran parasitos como la Entamoeba
histolytica, Giardia lamblia y Trichinella spiralis.
Tales estudios emplean la metodologia disponible
de vanguardiay la que describirébrevementepara
finalizar este articulo.

Metodologias en uso

El avance tecnolégico en el area biomédicaen
los Ultimos 20 afios ha sidoimpresionante.Gracias
aello ha sido posible estudiar con detalle aspectos
de la inmunologia que habian sido relegados pre-
viamente. Un ejemplo de ello es la inmunologiade
las mucosas cuyo estudio se ha visto impulsado
con el desarrollo de la tecnologia de MAb, las
determinacionesde anticuerpospor ELISA, el uso
de sondas de DNA recombinante y de amplifica-
cién de RNA y DNA (PCR). Con estas herramien-
tasesposibleabordarlos tres aspectosfundamen-
tales en la investigacion de esta area:

1. Lacaracterizacionin situ de los componentes
del sistemainmune mucosal.

2. Ladeterminaciénde las relacionesfisiologicas
entre esos componentes.

3. Elestudiodelos mecanismosde regulacionde
la inmunidad local y su posible manipulacién.

Para ejemplificar el incipiente interés que ha
despertadoel estudiode la inmunologialocalenel
area de la parasitologia, a continuaciéndescribiré
brevementealgunaslineas de investigaciéndesa-
rrolladas en el CINVESTAV y delinearé las herra-
mientas técnicas que se estan usando.

L]

Evaluaciénde larespuesta inmune local in situ

Uno de los propdsitos fundamentales del estu-
diodel sistemainmune de las mucosases determi-
nar con exactitudsu estructura. Para alcanzareste
objetivoel empleo de técnicas de inmunohistoqui-
mica (IHQ) y de hibridacién in situ (HIS) han sido
herramientas fundamentales.

A través del uso de MAb en IHQ, sobre cortes
histolégicos del tejido mucosal, se ha descrito la
estructurabasicade los sitiosinductoresy efectores
de la mucosa intestinal, el fenotipo de las células
que contieneny larelaciénanatémicaque guardan
entre ellas,’ " informaciénfundamental para infe-
rir sufisiologiay regulacién. También se ha descri-
to la ontogenia de tales células en la mucosa
intestinal,’®* conocimiento de capital importancia
para entenderla posible susceptibilidada infeccio-
nes en esos sitios en los organismos jévenes, asi
como para el disefio éptimo de esquemas de
inmunizacion, para el control de infecciones.

Un apoyo trascendentalen el estudio inmuno-
histoquimico lo ha dado el andlisis de imagenes
porcomputadora (AIC) que hapermitidola cuantifi-
cacion exacta de los componentes del sistema
inmunein situ. El sistema consiste de una camara
de video acopladaa un microscopio en donde las
preparacioneshistolégicas (o de cualquier natura-
leza) son observadas. Laimagen es transmitida a
una computadoramisma que la procesay la hace
aparecer en una pantalla de monitor. A su vez, el
sistematiene un programade medicién que permi-
te que la imagen presentadaen la pantalla pueda
ser analizada en parametros como nimero de
particulas o células, area a medir, perimetro, dis-
tancias, etc.

Antes de la apariciény uso de esta tecnologia,
resultabamuy dificil hacer determinacionescuan-
titativas, lo que impedia la comparaciénadecuada
entre individuosy grupos. El AIC permite la deter-
minaciénexactadel area de mediciénque, aunada
a la tincion de marcadores de superficie de pobla-
ciones celulares especificas por IHQ con MAb, ha
facilitado la mediciénde la densidad de células de
determinada estirpe en los diferentes sitios de la
mucosa. De esta manera es posible medir los
efectos de las infecciones parasitarias en las mu-
cosasal comparar los nimeros de células presen-
tes enlos animalesnormalesy en los parasitados.
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Esos datos también facilitan el desarrollo de
protocolos de separacién de células del tejido ya
que un error muy comun en el pasado era el de
obtener poblaciones muy reducidas de células
después de seguir protocolosde separacién muy
prolongados, que no representabanfielmente las
poblaciones de la mucosa, por lo que los resulta-
dos obtenidos no eran confiables. Conociendo el
tipo y nimero de células presentes en las muco-
sas, los procedimientos de separacion se han
refinado a tal grado que actualmente es posible
obtener rendimientoscercanos al 80% de las célu-
las totales, en comparacion del 5-15% que se
obtenian en el pasado.

Complementando los estudios inmunohisto-
quimicos, la técnica de HIS usando DNA clonado
permitela cuantificaciénde células activadas pro-
ductoras de mediadores de la respuesta inmune
(interleucinas)y la de células blanco para ciertos
Ags (virus, parasitos intracelulares), informacion
valiosa para conocer el grado de infeccién y de
reaccion inmune de las mucosas. La exquisita
especificidad que se logra al hibridar cadenas
complementarias de acido nucleico permite medir
la presenciade genes enlas célulasy, sobretodo,
la produccién de RNAm de proteinas de interés.
Estos estudios se complementan con el uso de
MAb contra los productos proteicos para determi-
nar el grado de traduccién de tales mensajeros.

Un aspectoque se estaestudiando ampliamen-
te en la respuesta inmune es su dicotomia en
respuestasde tipo celular, mediadas por linfocitos
Thl y respuestasde tipo Abs, mediadas por linfo-
citos Th2. Una forma de abordar dicho estudio es
determinando la frecuencia y localizacion de célu-
las que producen diferentes perfiles de citocinas,
sabiendo que las células Thl producen principal-
mente IL-2 e IFN-gama, mientras que las Th2
elaboran IL-4 e {L-8. Con MAb contra estas
interleucinases posible cuantificarlas células tipo
Thl yTh2 enuntejidousando IHQ y AIC. También
se puede determinar el nimero de estas células
usandosondas de cDNA contra dichasinterleucinas
y hacer la misma cuantifi-cacién por HIS. Ambas
aproximaciones se estan empleando en nuestro
laboratorio en el estudio de la respuestainmune
intestinala la fase entérica del parasito Trichinella
spiralisen el cerdo.
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Evaluacion de la respuestainmune local in vitro

El estudio funcional de la respuesta inmune
mucosal ha tomado mas tiempo en desarrollarse,
principalmentedebidoa laslimitacionestecnolégicas
de hasta hace unos pocos afos. Un escollo particu-
larmente importante fue la obtencién de poblaciones
celularesrepresentativasdeltejidomucosal. Al cono-
cerse con exactitud su estructura y el nimero de
células albergadas en el tejido, por medio de IHQ y
AIC, se pudieron desarrollar métodos eficientes para
la separacién de células que incluyen tratamientos
con agentes quelantes y enzimas proteoliticas.

Para cumplir con el segundo objetivo de la
investigacion del sistema inmune local, existen
una gran cantidad de herramientas técnicas. Las
maés usadas actualmente en el CINVESTAV son la
citofiuorometriade flujo (FACS), el cultivo de célu-
las obtenidas de la mucosa, lareacciénen cadena
de la polimerasa (PCR). ensayos inmunoenzima-
ticos como ELISA en manchay la electrofisiologia.

Una vez obtenidas las poblaciones celulares de
los diferentes compartimientos mucosales (epitelio y
Iamina propia), se analizan por FACS, para conocer
su fenotipo y proporcién, asi como para detectar
cambios en esos parametros entre animales norma-
les y parasitados y se cultivan i vitro con técnicas
convencionales. El cultivo se realiza con Ags de
interés y se esperala activacion de células reactivas
comwarandose dicha reactividad entre los animales
normales y los infectados. De estamanerase evalta
larespuestainmunelocalaAas de Trichinellaspiralis
y de Entamoeba histolytica en distintos modelos
animales. Estos estudios se complementan con la
medicion de productos de la respuesta inmune
mucosal, como Abs de diferentes isotipos en secre-
ciones (contenido intestinal, heces, bilis) durante las
diferentes etapas de la infeccién o inmunizacién
empleando técnicas como ELISA e inmunoelectro-
transferencia (Western blot).

Otra forma de abordar estos estudios es me-
diantela detecciénde los productos del cultivopor
técnicas mas sensibles como la PCR. Tal es el
casodeladeteccionde RNAmparallL-2elL-4apartir
de los cultivos de células de animales parasitados
con Trichinella spiralis. Esta herramienta técnica
nos permite conocer lo que ocurre despuésde que
las células extraidas de la mucosa intestinal se
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ponen en contacto con Ags del parasito, Con esta
propuesta se pretende saber si existe alguna
predominancia en las respuestas inmunes de tipo
Th1 o Th2 durante la parasitosis y si este tipo de res-
puestas son exclusivas de algin tejido en especial,

También es posible medir dichos productos
mediante la técnica de ELISA en mancha o
ELISPOT, la que liene amplias ventajas en econo-
miay rapidez, En estos ensayos se trata de fijar en
un soparte de nitrocelulosa un MAD contra IL-2 o
IL-4 o, alternativamente, en la medicion de anti-
cuerpos especificos se fija el Ag del parasito, para
posteriormenta colocar una suspension de celulas
(por ejemplo extraidas de |a lamina propia intesti-
nal) e incubarlas durante un periodo corto. Los
productos secretados por tales células se fijan al
soporte salido v luego de eliminar las células se
hacen evidentes con un conjugado adecuado, De
esla manera se ha medido la respuesta isotipo
especifica contra Entamoeba hislofytica después
de intentar diversos protocolos de vacunacion. '

Finalmente, la medicion de la reactividad tisular
a clertos Ags se ha medido in vifro por electrofisio-
legia. Asi se ha determinado el efecto de ciertos
Ags v toxinas sobre segmantos de epitalio intesti-
nal obtenidos de animales inmunizados y sin inmu-
nizar. Tanto el efecto fisioldgico, medido por los
cambios en el transporte idGnico del epitelio, como
la confirmacion histoldgica del efecto causado en
dichos segmentos han dado informacion impartan-
te sobre los mecanismos de invasion de Eptamoeba
histolytica y el posible papel que juega la inmuni-
dad local."

Conclusion

El estudio de la inmunologia de las mucosas se
ha ampliado enormemente en los ultimos quince
afos siendo una de las areas mas aclivas de la
inmunologia. Su trascendencia estriba en la posi-
bilidad de manipular las respuestas locales para
generar proteccion contra los palogenos mas co-
munes que utilizan las mucosas como blanco o
como via de entrada. Ademas, el esclarecimienta
de su fisiologia permitiria modular las respuestas
indeseables de hipersensibilidad y autoinmunidad
que también se generan en las mucosas. En la
parasitologia, se tienen avances incipientes pero

firmes, y en nuestro pais se hacen esfuerzos
significativos en el entendimiento de la respuesta
inmune con miras al desarrollo futuro de inmund-
genos efectivos.
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XI. Nueva herramientas en el diagnosticoy en la
identificacion de parasitos del género Trichinella

Lilian Yépez-Mulia*

Trichinella spiralis es un nemétodo parasito
causante de latriquinelosis,enfermedad que tiene
ampliadistribuciénen todo el mundo, constituyen-
do un problemade saludtanto médico como vete-
rinario. La fuente principal de transmision de la
enfermedad es la carne de cerdo infectada con la
larva muscular de este parésito, aungue existen
casos de triquinelosisrelacionados con el consu-
mo de carne de 0s0, caballo y animales silvestres.
En particularen México. se hanreportado diversos
brotes de triquinelosisen diferentes localidades de
la Republica Mexicana.',2 * Recientemente, se
documenté un brote de triquinelosis en ciudad
Delicias, Chihuahua, que involucré a 166 personas
y se origind por consumo de chorizo mal cocido.?

Ladeteccionde cerdos infectados con Trichine-
lta spiralis constituye un aspecto importante en el
desarrollo de medidas de control y erradicacion de
esta parasitosis. Aeste respecto, el diagndsticode
la triquinelosis porcina se realiza en los rastros
mediante triquinoscopia. Este método se basa en
la deteccion directa del parasito en muasculo, sin
embargo, el tamafio tan pequefio de la muestra
que se analiza, restringe la deteccion del parasito
en el masculo de animales aun con cargas parasi-
tarias altas y por tanto animales con cargas para-
sitarias bajas pueden pasar inadvertidos.

* UIMEIP-Pediatrfa Centro Médico Nacional Siglo XX/, IMSS.

Una alternativa a la deteccion directa del para-
sito, son los métodos seroldgicos. por medio de los
cuales se determina la presencia en el suero u
otros fluidos corporales de anticuerpos especifi-
cos contra el parasito. El ELISA es uno de los
métodos mas ampliamente usados que permiten
el diagndstico de triquinelosisporcina de manera
sensible. Sin embargo en este tipo de ensayos, la
utilizacionde extractototal de la larvamuscular de
Trichinella spiralis aumenta la inespecificidaddel
ensayo, ya que existen reacciones cruzadas con
antigenosde otros parasitos. *

Por otro lado, diversos estudios han demostra-
do en ELISA el valor diagndstico tanto de los
antigenos de superficiecomo de los productos de
excrecién/secreciéndelalarvamuscularde Trichinella
spiralis, los cuales confierenuna deteccion sensi-
bley especificade cerdosinfectadoscon Trichinella
spiralis en condiciones experimentales y natura-
les, ofreciendo perspectivas reales en el diagnés-
tico de triquinelosis porcina. * ¢ (Figura 1).

La evaluacion de estas moléculas en poblacio-
nes abiertas requiere de su producciénen grandes
cantidades, que searapiday de bajo costo.Eneste
contexto, la obtencién de los componentes de su-
perficie y de excrecién/secrecion de Trichinella
spiralis, se puederealizarmediantemétodosbioqui-

Correspondenciay solicitud de sobretiros. Dra. Lilian Yepez Mulia, UIMEIPPediatia centro IMédoo Nadonal S‘Ib XX|, IMSS. Avenida

Cuauhtémoc 330, Colonia Doctores, 06725, México,D. F.
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micos e inmunoquimicos, sinembargo, el rendimien-
to de éstos puede serun obstaculopara su obtencién
constantey en cantidades suficientes para su uso
a gran escala. Una alternativa a estos métodos
consisteenlaaplicaciénde herramientasmoleculares
para la obtenciénde péptidos recombinantes me-
diante la donacién v expresion de nenes aue codifi-
can para antigenos con potencial diagnéstico.

o .
10} gay |
: ‘

PR R

- O | PO
Figural Va ores de densidad 6ptica {D O ) obrendos con sueros de
cerdosaetraspatioenELiSA emp eandotresd ferentes preparaciones
antigenicasde la larva muscular de Trichinella spiralis: a) extractos
totalessolublesb)antigenos de superficie purificados con el anticuerno
monocional NIM-M1 c) antigenos de excrecion secrecton Como
controlesse ttizaron sueros de cerdos no nfectados (C)y sueros ae
cerdos infectados experimentalmente con Trichinella spiralis (I),
Ascaris suum (A. s.) o Trichuris suis (T.s.). Los cerdos de traspatio
proveniande Toluca, Edo. de México (T}, Paso de Ovejas. Veracruz
(PO) y Paracho. Michoacan (P). Tomado de Arriaga y cals *

En este contexto, en nuestrolaboratorio se pre-
pard un banco de expresionde la larva muscular de
Trichinella spiralis en el vector lambda gtll. A
partirde este banco se seleccionaron cuatro clonas
recombinantes (Ts-1, Ts-2, Ts-3 y Ts-4), las cuales
expresanproteinashibridasconpesosmoleculares
entre 118 y 121 kDa. Asimisrno, se determind me-
diante el empleo de anticuerpos seleccionadoscon
las proteinas de fusién producidas por las clonas
seleccionadas, que éstas compartendeterminan-
tes antigénicos con los antigenos de superficie de
la larva muscular de Trichinellaspiralis (Figura 2).
Las proteinas de fusién se purificaron y se proba-
ron en ELISA, demostrandose que el péptido re-
combinante producido por la clona TS-3 era reco-
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nocida por sueros de cerdos infectados experi-
mentalmente con Trichinella spiralis. Sinembargo,
la sensibilidad del ensayo se vié reducida debido ala
presencia de anticuerpos dirigidos contra beta ga-
lactosidasaenlos suerosde animalesno infectados.”
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Figura 2. Determinacion de las proteinas nativas de Trichinelia
spiralis,que compartendeterminantesaniigenicw con los péptidos
recombinantes expresados Dor las clonas TS-I. TS-2, TS-3 v TS4.
Los extractostota es de a arva muscdJ ar ge parasito se separaron
eectroforer camenie en geles de acr amiea a 10% en presenciade
SDSy se transfirierona papelde nitroce L osa {NC) Posterlormenle
las tiras de NC se incubaron con los anticuerpos seleccionadoscon
las clonas recomb.nantes Como control se ncltyeron ant c.erpos
se ecc onadosconlambdagill {C) E pesomo ecw. aroelas proteinas
empleadas como marcadores se indican a la izquierda de la figura.

Posteriormente, con la finalidad de expresary
purificar eficientemente el péptido recombinante
de Trichinellaspiralis, ademas de obtenerlofusio-
nado a otra molécula que no interfiriera con la
especificidad y sensibilidad del ensayo, se proce-
dié a subclonar el inserto de ¢cDNA de la clona TS-
3 en el vector pGEX-3X. Este vector expresa el
péptidode interésfusionado a la enzima glutation-
S-transferasa, la cual permite la purificacion del

Gac Méd Méx Vol. 132 No 5




peptido de fusién mediante cromatografia de afini-
dad empleando al sustrato de la enzima. Asi, el
péptido recombinante se purificé y se probd en
ELISA empleando sueros de cerdos infectados
naturaly experimentalmentecon el parasito. Como
controles se incluyeron sueros de cerdos infecta-
dosexperimentalmenteconAscaris suum, Trichuris
suis o Cysticercus cellulosae. El ensayo desarro-
llado tuvo una sensibilidaddel 81% y una especi-
ficidad del 100%, sugiriéndoseel uso potencialde
este péptido recombinante en el diagnéstico de
triquinelosis porcina® (Figura 3).

Por otro lado, el diagnésticode la presenciade
Trichinella spiralis, se puede realizar mediante la
deteccion del material genético del parasito em-
pleando sondas de acidos nucleicos.

S R

kDa

20—

14—

Figura 3. Andlisis electroforeticodel peptido recombinante purificade
de la clona TS-3. La purificacion de la proteina de fusion expresada
en el vector pGEX-3X se llevd a cabo mediante una columna de
sefarosa 4B acoplada a y se analizo en geles de acrilamida
al 10% en presenciade SDS (carril 3) Comocontrol laGST
de la clona parentat purificada siguiendo el mismo método (carril 2),
El peso molecular de las proteinas empleadas como marcadores
(carril 1) se a BRizquierda de Ia figura
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Asi, Dupouy-Camet y cols.® demostraron la
presencia de Trichinella spiralis en ratones infectados
experimentalmentemedianteel empleo de oligonu-
cleétidoscomplementariosala secuenciarepetida
de 1.7 Kb de Trichinella spiralis, en un ensayo de
PCR. El uso de esta sonda permitio la deteccion
especificade la infeccién con Trichinella spiralis y
nolas queocurrencon otras especies de Trichinella
como Trichinella nativa. En consecuencia, el em-
pleo de esta sonda podria ser de utilidad en el
diagnéstico de triquinelosis porcina (Figura 4).

PROTEINA RECOMBINANTE 3.11 (5pg/ml)
D06

0.5
a4
0.3

0.2

[

0.1

1]

c scl

A . Ascarls syurm; T.s.; Trichuris swis; C.c.: Cysticercus celulosas

Figura 4 Eva asac onpor ELISA de pépt dorecombinanleae la c ona
TS-3supclonacoene vectorpGEX-3X ene diagnést coaetrguine osis
porcina Muestras de sueros de cerdos infectados natural y
experimentalmente con el parasito (SCI) se diluyeron 1:100 y la
proteina de fucion se empled a una concentracion de 5 ug/ml. Como
controles se incluyeraon sueros de cerdos no infectadas con Trichinella
spiralis (C} V sueros de cerdos infectados experimentalmente con
Ascar ssuum(A s ) Trichuris suis(T s )y Cysticercus celiuiosae(C C )
La neapunteadaindicae va orae corte para asmaestias positivas

Recientemente, Dicky cols.™ prepararon oligonu-
cleétidos complementariosa secuencias presen-
tesen la clonapPRA (lacual contiene el fragmento
de 1.6 Kb) con la finalidad de identificar mediante
PCR aislados de Trichinella spiralis provenientes
de muestras de masculode cerdosinfectados con
la larva muscular del parasito. Mediante el uso de
esta sonda fue posible detectardesde unalarvaen
eltejidomuscularde cerdos,ademasno sedetectd
amplificacionde estasecuenciaen aisladosprove-
nientes de animales silvestres, siendo entonces
especifica para aislados porcinos.




Por otro lado, la utilizacién de sondas ha permi-
tido determinar el tipo de Trichinellapredominante
en animales silvestres de diferentes localidades.
De esta forma, Zarlenga y cols."" seleccionarona
partir de un banco genémico de un aislado de
Trichinella T5 proveniente de un 0so negro. una
clona que contiene un inserto de 482 bp. Al em-
plearseesta secuenciacomo sonda en ensayosde
hibridacién con aislados de Trichinella spiralis no
hubo reactividad cruzada. Ademas, al estudiarse
la prevalenciade TrichinellaT5 en animalessilves-
tres en Indiana, EU, se evidencié que éste es el
genotipo predominante en esta localidad.

Avances recientes en técnicas rnoleculares in-
cluye el desarrollo de una adaptacién al PCR, la
cualse conoce como amplificaciénal azar del DNA
polimérfico (RAPD). Esta técnica es facil de reali-
zarsey no serequiere tener informaciénacerca de
la secuencia a amplificarse, sino que al azar se
amplifican diversas secuencias mediante el em-
pleo de oligonucleétidos sintéticos de 10 pb.

Aeste respecto, Dupouy-Camety cols.'? proba-
ronmediante un analisis de RAPD-PCR, 9 oligonu-
clétidoscon la finalidad de identificarlas diferentes
especiesreconocidasde Trichinellamas el genotipo
T5 y otros dos aislados los cuales no habian sido
identificados. Con uno de los oligos se obtuvieron
patrones de bandas caracteristicos de cada espe-
cie, observandose que T5 era muy semejante a
Trichinella nativa y a Trichinella britovi. Los aisla-
dos no identificados, mediante este andlisis se
clasificaron como Trichinella britovi, lo cual fue
confirmadoposteriormente por un andlisisisoenzi-
matico (Figura 5).

Con base en lo anteriormente expuesto, es
evidente que la aplicacion de herramientas
moleculares al estudio de Trichinella permite me-
diante el empleo de péptidos recornbinantesy de
sondas de DNA, el diagnéstico sensible y especi-
fico de la triquinelosis porcina tanto en rastros
como en el campo, contribuyendoal conocimiento
de la prevalencia de la triquinelosis porcina en
México. Asimismo, el empleo de sondas en estu-
dios epidemioldgicosde Trichinella spiralis, resulta
(til para seguir la transmisién del parasitoentre los
cerdos domésticos y animales silvestres. los cua-
les son reservorios importantes de triquinelosise
implementarentoncesmedidasadecuadasparael
control de esta parasitosis.
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oligo B

Figura 5. Productos de amplificacién del DNA obtenidos de diferentes
especiesyaisladosde Trichineilaempleando latécnica de amplificacién
al azar del DNA polimorfico (RAPD).EIDNA de aisladosde Trichinella
spiralis (T1), T5 (T5), Trichinellanativa {T2), Trichinelia britovi(T3),
Trichinellapseudospiraiis (T4)and Trichinellaneisoni (T7), asi como
de dos aislados o identificados se amplificé mediante RADP
empleando el oiigonucleétido B (TGGTCGCGGC), los productos
obtenidos se separon en un gel de agarosa al 1.4%. Tomado de
Dupouy-Camet y cols '
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