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l. Introducción 
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Los parásitos constituyen un grupo de organis- 
mos que tienen una distribución cosmopolita y se 
ha reportado que existen bastantes más organis- 
mos parásitos que aquellos de vida libre en nuestro 
mundo actual. 

En términos generales, la vida parasitaria ha 
sido muy exitosa ya que ha e~olucionado de mane- 
ra independiente en casi todos los phyla animales 
desde los protozoarios hasta los artrópodos y 
cordados, así como en un gran número de plantas 
y hay algunos casos en que los parásitos alojan a 
otros parásitos. Estos organismos han desarrolla- 
do maneras de vivir en huéspedes que proveen 
ambientes nutricionalmente abundantes, pero pa- 
radójicamente, muy hostiles desde el punto de 
vista inmunológico. Así, los parásitos muestran 
una gran combinación de adaptaciones bioquimi- 
cas, fisiológicas y nutricionales únicas de su grupo, 
asi como formas de evadir la respuesta inmune y 
sus consecuencias, asi mismo su ecologia es más 
compleja en comparación con la de organismos 
libres. Estas caracteristicas tan distintivas de los 
organismos parásitos, han atraído la atención no 
sólo de parasitólogos sino también de biólogos 
moleculares, bioquimicos, fisiólogos, inmunólogos 
y epidemiólogos. 

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

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

La morbilidad y la mortalidad causada en dife- 
rentes poblaciones por enfermedades parasitarias 
tienen un impacto importanteen la economia de los 
paises ya que la vida productiva de los individuos, 
animales y plantas, considerando éstos últimos 
como fuentes de alimentación, se ven seriamente 
mermadas por la infección con parásitos. Asi, uno 
de los papeles importantes de los parasitólogos, 
junto con colegasdeotrasdisciplinas científicas, es 
el contribuir a disminuir el número de muertes e 
infecciones causadas por organismos parásitos, 
con esto se tiene una oportunidad única para co- 
laborar en la erradicación global de enfermedades 
transmisibles, así como el hacer posible un uso 
más eficiente de los recursos disponibles actual- 
mente en la tierra. 

En este contexto, el estudio de la biología de los 
parásitos y la relación que éstos establecen con sus 
huéspedes, así como de los reservorios y vectores 
que alojan a estos organismos empleando un enfo- 
que multidisciplinario y aplicando herramientas 
novedosas acorde con avances tecnológicos en va- 
rías áreas, ha permitido contribuir al conocimiento de 
sus ciclos de vida, a desarrollar métodos útiles para el 
diagnóstico de estos, a diseñar maneras para preve- 
nir su transmisión, asi como a curar las infecciones y 
eventualmente erradicar las enfermedades produci- 
das por estos organismos. Sin embargo, a pesar de 
los esfuerzos colectivos de un gran número de cien- 
tíficos en el mundo entero, aún quedan muchos 
aspectos básicos por estudiar en los parásitos. Estos 
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incluyen mecanismos de patogenia, factores de es- 
tos organismos que inducen respuestas inmunes en 
el huésped, formas en que éstos penetran en células 
otejidosdel mismo, expresión genética y especiación 
en estos organismos, identificación de algunas de 
sus moléculas con el fin de desarrollar tratamientos 
más efectivos, así comovacunas, y también aquellos 
que permitan estudiar aspectos evolutivos de estos 
organismos. 

En nuestro país existen varias regiones en 
donde la población padece de enfermedades para- 
sitarias mermando no solosu salud sino el desarro- 
llo integral de sus individuos. Esta ha sido la causa 

más directa por la que se cuenta con una gran 
tradición en el estudio de parásitos en varias Insti- 
tuciones a nivel nacional. 

Considerando esto último, se invitó a participar 
en este simposium a investigadores de vanas 
instituciones de investigación en nuestro pais, 
para que presentaran sus estudios sobre parásitos 
de importancia en salud pública en México y tam- 
bién en otros sitios del orbe, en los cuales han apli- 
cado metodología de vanguardia. Estos estudios 
sin duda han tenido un impacto importante en el 
conocimiento de los organismos parásitos, asi como 
en el control de las enfermedades que producen. 

I I .  Diseño y construcción de vectores para la 
transformación estable de Entamoeba hísfolyfica 

Alejandro Alagón*, Arantxa Cortés**, Felipe Olvera*, Alejandro Olvera*, 
Antonio González**. Paul Lizardi* 

Introducción 

Entamoeba histolytica es un protozoario parási- 
to intestinal humano, de comportamiento patóge- 
no; es el agente etiológico de la amibiasis. El ciclo 
de vida de Entamoeba histolyfica comprende cua- 
tro estadios consecutivos: trofozoitos, prequistes, 
quistes y formas metaquísticas. La investigación 
se ha centrado en las formas quisticas, por las que 
se disemina y en los trofozoítos, que producen el 
cuadro patológico.' 

La amiba histolitica es un organismo eucariote 
atípico (Cuadro 1). Desde un punto de vista estruc- 
tural, Entamoeba histolytica es un eucariote muy 
simple, ya que notiene mitocondrias, peroxisomas, 
ni microtúbulos citoplásmicos. Tampoco tiene apa- 
rato de Golgi, ni reticulo endoplásmico liso o rugo- 
so bien desarrollados. Bioquimicamente se des- 
vía, de manera importante, de los eucariotes más 
complejos; porejemplo, carece de hemoproteinas, 

glutatión, ciclo de Krebs, vía colateral de las 
pentosas y suglicólisis noestá reguladaalostérica- 
mente. Asimismo, su actina y ubiquitina son alta- 
mente divergentes. La organización de sus ácidos 
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) están localizados de 
maneraexclusivaen plásmidos extracromosomales 
circulares (alrededor de 200 por célula). 

Además, en Entamoeba histolytica las vias 
lisosomal y secretoria no están separadas, es 
decir, un mismo tipo de vesículas realiza funciones 
digestivas y de secreción constitutiva. Es posible, 
sin embargo. que exista una vía separada para la 
secreción inducida. También se sabe que la 
patogenicidad y otros fenómenos vitales de la 
amiba dependen de su gran actividad secretoria.' 
Resulta pues, muy interesante, preguntarse cómo 
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es que funciona la maquinaria secretoria de 
Entamoeba histolytica. Además, 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 l. Algunas peculiaridades de Entamoeba histolyiica 

Morfoiogia y compartamentaiización: 
"Carece de mitocondrias y peroxisomas. 

Tienereticuioendoplásmico y aparatode Golgipoco desarrollados. 
*Sus vesiculas digestivas no se distinguen de las secretarias 

constitutivas. 

Metabolismo: 
'Carece de ciclo de Krebs. vía colateral de las pentosas y 

proteinas con grupo heme. 
Posee cinasas dependientes de pirofosfato. 

* Su glicólisis no esta regulada alostericamente. 
' No sintetiza giutatión. 
'Tiene una ubicuitina altamente divergente. 

Organización del DNA y RNA: 
' La estructura de su cromatina y sus historias, es atlpica. 
'Sus genes ribosomales (rDNA) se localizan en piasmidos 

Clmulares extracromosomales. 
La mayorla de s.s genes no ienen lotrones 
Los extremos 5'de sds RhAs mensajeros son extremadamente 
cortos. 

*La transcrlpcidn de sus mRNAs inicia en la secuencia consenso 
ATiCA o ATCA. 

'Sus mRNAs tienen un motivo TATA. bastante atípico. más o 
menos30nucleótidosconientearribadeliniciodela transcriocion. . En el exiremo 3 no i radxao de S-s mRhAs hay ~n niot i o  
penianucieot dico TA(AIT)TT quef~nc ona pJativamenle como 
la señal de terminación de la transcripción 

Basado en"= 

Hace algún tiempo nos planteamos varias es- 
trategias para acekarnos' al estudio de la vía 
cecretoria de Entamoeba histolytica: (a) la clonación 
y caracterización de genes que codifican para 
proteínas que participan en el tráfico intracelular y 
la vía cecretoria, (b) la caracterización de alguna 
proteina cecretoria, su clonación, expresión y pro- 
ducción de anticuerpos, a fin de utilizarla como 
marcadora en futuros estudios, y (c) iniciar el desa- 
rrollode un sistema detransformación genética del 
parásito para aplicarlo a la disección genetica y 
molecular de sus rutas de secreción. 

En este trabajo presentamos el diseño y la cons- 
trucción de dos tipos de vectores con los que pudiera 
lograrsetransformación establede laamiba histolitica. 

Material y métodos 

El cultivo de trofozoitos de Entamoeba histolytica 
(cepa HK9) se realizó de manera axénica en medio 
NI-33.4 Todos los reactivos y enzimas utilizados 
fueron de la mejor calidad disponible. Las manipu- 
laciones de los ácidos nucleicos fueron convencio- 
n a l e ~ . ~ . ~  

Resultados 

Primera estrategia para construir un vector de 
transformación de Entamoeba histolytica 

El vectorincluye un genecuyo producto inactiva 
a un antibiótico, la higromicina 8, que debe resultar 
en resistencia al mismo por parte de las amibas 
transformadas. Para hacer posible la transcripción 
del gene que codifica la fosfotransferasa de 
higromicina B, se clonó delante una secuencia de 
DNA con actividad promotora en Entamoeba 
histolytica (la del de gene de actina) y, detrás, una 
señal de poliadenilación (la de la proteína ribosomal 
L21). ~asecuencia promotora y l'a señal depoliade- 
nilación fueron obtenidas por clonación, por reac- 
ción de la polimerasa en cadena (PCR), de la 
región comprendida entre los genes que codifican 
para la proteina L21 y una de las actinas,'que tiene 
un tamaño aproximado de 2.4 kb (Figura IA). 

Para conseguir transformantes que puedan te- 
ner la oportunidad de replicarse de manera autó- 
noma en los trofozoítos amibianos transformados, 
insertamos en la construcción un origen de repli- 
cación episomal (el mismo que para los vectores 
descritos abajo). No puede excluirse, sin embargo, 
queel gene de lafosfotransferasa pudiera integrar- 
se por recombinación homóloga entre el gene de 
actina y el de la proteína L21. El mapa de este 
vector, pBSSK(-)AHPHL-ARSI, se esquematiza 
en la figura 1 B. 

Segunda estrategia para construir vectores de 
transformación de Entamoeba histolytica 

Esta serie de vectores plasmidicos incluyen 
buena parte del cistrón del RNA ribosómico con 
una mutación, producida in vitro, en el dominio 
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menor 3' de la subunidad ribosomal pequeña. Asi, 
al transcribirse el cistrón mutado, producirá sub- 
unidadesde RNAribosomal pequeñas (SSUrRNAs) 
resistentes a la acción de higromicina B. 

Figura 1. A. Mapa de la reg~ón cromosomica donde se localizan. de 
manera contigua, los genes de actina y de la proteina ribosomal L21.' 
Las regiones, rellenas en negro, se utilizaron en el vector 
pBASK(-)AHPHL-ARS1 para enmarcar al gene de la HPH 
Figura 16 Mapa del vector pBSSK(-)AHPHL-ARSI. Se indican el 
origen y eltamañode lasdiferentes regionesque iocomponen; HPH= 
gene de la fosfotransferasa de higromicina B 

Los genes ribosomales de Entamoeba histolytica 
se encuentran en un episoma circular extracromo- 
somal de 24.5 kb del que existen 200 copias por 
~ é l u l a ; ~  al parecer el episoma puede replicarse 
au tón~rnamente .~~ '~  

Si bien, nose ha descartado aun la presencia de 
posibles copias cromosomales, el episoma parece 
ser el principal depósito de estos genes. 

En la cepa HMI, cada episoma contiene dos cis- 
trones ribosomales invertidos de 5.2 kb (Figura 2). 
Los cistrones están separados por regiones de 
DNA de 3.9 y 10.3 kb que contienen secuencias 
repetidas en tándem. Cada una de las regiones 
intercistrónicas tienen elementos estructurales para 
funcionar como orígenes de replicación del episoma, 
ya que en levaduras funcionan como t a l e ~ . ' ~ . l ~  

El dominio menor 3' de la subunidad pequeña 
ribosomal (SSUrRNA), que comprende los últimos 
150 nucleótidos, participa en muchasde lasfuncio- 
nes r i b o ~ o m a l e s . ~ ~  Entre los sitios funcionales del 
dominio están: la secuencia anti Shine- Dalgarno . 

la secuencia que promueve el inicio de la traduc- 
ción, 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 está asociada a una transición de 
una U por una C en la posición 1495.13 

Repetidos 
p145 

500 H 

 idos Repetido- ARS 
Scal 

Figura2 MapadelepisomaribosomaldeEntamoebah~stolytica,cepa 
HMI SSUrDNA = regiones codificantes de la subunidad pequena 
ribosomal: 5 SSrDNA = regiones codificantes de la subunidad 5 SS 
ribosomal: LSUrDNA = regiones codificantes de la subunidad grande 
ribosomai;TIS =sitiode inicio de la transcripciondelcistrón ribosomal 
de la derecha:" ARS = secuencias de replicación autón~ma.'~ Se 
indican, tarnbien. las posiciones de algunos elementos repetidos. 

Dado que Entamoeba histolytica es muy sensi- 
ble a higromicina B y que tiene una U en su 
SSUrRNA en una posición equivalente a la de 
Jetrahymena thermophila;14 (nuestros resultados 
no publicados), decidimos construir vectores con 
la mutación en el gene SSUrRNAque debeconferir 
resistencia a higromicina B a los trofozoitos trans- 
formados. Esta estrategia ha sido utilizada con 
éxito en la transformación tanto de un procariote 
comode un eucariote ~ n i c e l u l a r . l ~ - ~ ~  Parael diseño 
racional de este tipo de vectores fue importante 
definir y caracterizar el sitio de inicio de transcrip- 
ción del cistrón ribosomal "' 
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La estrategia para la construcción 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 clonados del episoma amibiano. El 
primero, en la construcción pBSSK(-)(EcoRI- 
EcoR1)6.8rDNA, incluye a casi la totalidad del 
gene de la SSUrRNA y 5 kb de la región corriente 
arriba del mismo. 

Figura 3 Construccidn de los veciores pBSSK(-)HgrRrDNA y 
pBSSK(-)HgrRrDNA-ARSI. Ver el texto para detalles. El slgno '+", 
encerrado en un cuadro, indica la posición del sitio mutado para 
conferir resistencia a higromicina B. 

Hacia la mitad de esta Última se encuentra el 
sitio de iniciación de la transcripción y las regiones 
promotoras de la m i ~ m a . ' ~  Asimismo, arriba del 
sitio de inicio de la transcripción se encuentran 
unas secuencias repetidas, llamadas Hinf l. El 
segundo segmento donado, en la construcción 

pGEM-SZf(+)HgrRYmdSSUrDNA, va desde la par- 
te central del gene de la SSUrRNA al primer tercio 
de la LSUrRNA, por lo que incluye a todo el gene 
de la subunidad 5.85 y las correspondientes ITS 
(espaciadores internos transcritos). Sobre el se- 
gundo fragmento se llevó a cabo el cambio de la 
base especifica para conferir resistencia a Higro- 
micina B. La mutagénesis se llevó a cabo por PCR 
con oligonucelótidos conteniendo la base cambia- 
da.20 ~aracom~letarelvector p ~ ~ ~ ~ ( - ) ~ g r  RrDNA, 
se empalmaron los dos segmentos, a través de un 
sitio único de restricción, sin perder el marco de 
lectura. De esta forma, el vector tiene todos los 
elementos necesarios para la transcripción y pro- 
cesamiento del SSUrRNA. En principio, el frag- 
mento con la mutación pudiera integrarse por 
recombinación homóloga, o bien, subsistir 
autónomamente si las regiones repetitivas Hinf I 
tienen actividad de ARS (secuencias de replicación 
autónoma). 

El segundovectorde laserie, llamado pBSSK(-) 
HgrRrDNA-ARSI, se construyó añadiéndole al 
anterior una región episomal, clonada por PCRen 
laconstrucción pGEM5Zf(+)172/311 (ARSl)rDNA, 
a la que se le ha demostrado actividad de ARS en 
 levadura^.'^ 

Los experimentos de transformación requieren 
de controles adecuados. Un control negativo muy 
importante es la transformación con un vector 
idéntico al transformante pero que no tenga el 
marcador de selección. Hemos construido tales 
vectores control reemplazando el segmento nati- 
vo, sensible a higromicina B. en ambos vectores 
episomales de transformación. El reemplazo se 
hizo empleando la enzima de restricción Bsml, que 
reconoce unasecuencia no palindrómica, yaque el 
residuo mutado se localiza dentro de un segmento 
limitado por dos sitios Bsml que se dan la cara. 

Discusión 

En el desarrollo de vectores de transformación 
es muy importante la elección de un buen sistema 
de selección. En el caso de Entamoeba histotytica, 
resulta impráctico el empleo de antimetabolitos o 
de complementación de auxotrofias, ya que el 
organismo necesita de un medio muy rico para 
crecer. La alternativa que queda es la utilización de 
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algún antibiótico que sea letal en dosis baja y del 
que se tenga un gene inactivador bien caracteriza- 
do. La higromicina BZ1 reúne estas caracteristicas 
y, además, el gene que codifica para la fosfotrans- 
ferasa de higromicina se utiliza en la selección de 
transformantes, procariotes y eucariotes, desde 
hace más de 10 años.22 

Losvehiculosdetransformación que hemoscons- 
truido son novedosos y tienen un potencial muy 
importante. Sonvehículos hibridosentre un plásmido 
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 grupos lograron, en 1994, transfección transitoria 
de trofozoítos de Entamoeba histolyticaZ3 24 y que. 
recientemente, el grupo de W. Petri logró transformar 
amibas de manera estable.z5 El vector empleado en 
el último 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 
antibiótico G418. 

Los vectores pBSSK(-)HgrRrDNA y pBSSK(-) 
HgrRrDNA-ARSI (segunda estrategia), basados 
en el rDNA episomal de la amiba, tienen el poten- 
cial de ser utilizados también para la expresión de 
proteinas bajo el control del promotor de la RNA 
polimerasa 1, que es la encargada de transcribir al 
transcrito ribosomal primario. Palmer y  col^.,^^ han 
demostrado que si se introduce un sitio de entrada 
a ribosomas (IRES) en el extremo 5'de un transcrito 
de RNA polimerasa 1, se supera el bloqueo a su 
traducción. 

Alternativamente, se pudieran utilizar los pro- 
motores, aun no caracterizados, de las hemolisinas 
codificadas en el cistrón de rRNAs del plásmido 
a m i b i a n ~ . ~ ~  

Una técnica que hemos implementado es la del 
crecimiento clonal de amibas en placas de agar 
(Figura 4). Mueller y PetriZ8 lograron hacerlo en 
jarras anaeróbicas. Nosotros lo hemos hecho. con 
una eficiencia de donación del 50%, en una cáma- 
ra anaeróbica [Formascientifica], con lo que pode- 
mos manejarsimultáneamente decenas de cajas y 
revisarlas diariamente. Asi, tenemos la capacidad 
deseleccionardirectamente clonastransformadas 
y cuantificar eficiencias. También abre la posibili- 
dad de hacer réplicas para análisis de múltiples 
colonias de manera simultánea con técnicas es- 
tándar de biologia molecular. 

L 
Figura 4. Crecimiento clonal de trofozoitos de Entamoeba histolytica 
en agar y bajo atmósfera anaeróbica 28 A Colonia de 72 horas. B. 
Observación de la colonia a mayor aumento 

Estamos probando dos métodos para introducir 
los vectores en los trofozoítos de Entamoeba 
histolyfica, electroporación y lipofección. El prime- 
ro ha sido utilizado con éxito en otros protozoarios 
parásitos como L e i ~ h m a n i a ~ ~ . ~ ~  y Trypanos~rna;~',~~ 
de hecho, fueel método utilizado para la transforma- 
ción, transitoria y estable de la amiba h i s t ~ l i t i c a . ~ ~ - ~ ~  
Estamos utilizando las condiciones de duración de 
pulso y voltaje descritas por el grupo de William 
Petri,Z4~25quien nos ha proporcionado sus vectores 
como controles positivos. Para la lipofección, esta- 
mos empleando Lipofectamina (una combinación 
de dos lipidos policatiónicos), cada vez más usada 
para introducir ácidos nucleicos en células en 
cultivo, ya que en muchos casos es más eficiente 
y reproducible que la electr~poración.~~ Los lipidos 
cargados positivamente forman liposomas y, a su 
vez, forman complejos con el DNA. Al contacto con 
las células, el complejosefusiona con las membra- 
nas plasmáticas y transfiereal ácido nucleico hacia 
su interior. Pensamos que este método puede ser 
útil en la transformación de Entamoeba hístolytica 
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dado que los trofozoítos t~enen una membrana 
celular muy dinámica y poseen una actividad fago- 
cítica elevada. 

Entre los parámetros que estamos optimizando 
están la concentración de los vectores, la relación 
liposoma: DNA y el tiempo de exposición de los 
trofozoitos a los liposomas cargados con DNA. 

En resumen, consideramos que contamos con 
todos los elementos necesarios para alcanzar, en 
el futuro cercano, un sistema y un protocoloeficien- 
tesparatransformar, demaneraestable, trofozoitos 
de Entamoeba histolytica. 
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I I I .  Variación genética intraespecie de Leishmania 
mexicana mexicana y su repercusión sobre la 

fisiopatogenia de la enfermedad 
Miriam Berzunza-Cruz*, Emma Saavedra-Lira**, Ruy Pérez-Montfort**, 

Oscar Velasco-Castrejón***, José Sotero Delgado-Dominguez*, lngeborg Becker* 

Resumen 

Lrw@rmas nzásf?ecuenles de Ieishmaniosis en México 
son la Ieishmarziosis cutánea localizada (LCL), un 
padecimienio relatiiiamente benigno. y la Ieishnianiosis 
cutánea diseminada (LCD), de evolución generalmente 
mortal. La caracterización fenotípica de pmásito.s 
aislados de pacientes con LCL y LCD ha revelado, que 
elagentecasualdeamboscuadrosclinicoses Leislimania 
mexicana mexicana. Sin embargo la resistencia a 
 medicamento.^ y la vimlencia inesperada en alpnos 
pacientes hacen sospechar unaposible introduccirjn de 
nuevas especies en México o bien mutaciones 
intraespecie. 

En este trabujo realizamos un andli.si.sgenotíl,ico del 
kADN de leishnianias aisladas de pacientes con LCL y 
LCD, mediante endoni~leasas de restricción (Hae II.1 
y Hpa II) y RAPD (ampl~ficacion uleatoriu de ADN 
polimórfico con oligonucleótidos no espec;ficos). 
Enco1~traniospolin7orfi~s1no en Icrs digestiones,sugestii.as 
de la introducción de nuevas especies en Mixico, lo cual 
se tendrá que confirmar con PCR e.spi,cie-especificr~s. 
Mediante el RAPD detectamos unri lij+vru dfrrrrrria 
entre un paciente con LCD y otro.v con LCI. L.~tn 
variación intraespecie pudierri ser zma de Iiiv ~~ovibles 
cuu.sw de disenzinación del parásito. 

P<rlnhras clave: Leishmanio nzexicuno iuexic~rna, 
virulencia. variación getiética. 

Summary 

The n?ostj?equent,forms of leishrnanio.sis in Mexico 
are fhe Ioculized cutaneot~s leishnraniosis (LCL), u 
relatively benign disease, and /he diffuse cutaneous 
lei.shnianiosis (DCL), which is generally fatal. 
Phenoiypical~ncrly~sis ofparasites i.solatedfronipatients 
wiih LCL und DCL revealed that bofh clinica1,fornis of 
the di~sease m e  produced by Leislimania mexicana 
mexicana. Yet /he unexpected virulence and /he drug 
resistancefound N1 some of thepatients have lead /o the 
suspicion of apos.sible in~roduction ofnew leislimania 
species in Mewico or of iniraspecies mutaíions. in this 
stzidy we mude u genotypical ma1ysi.s of the kDNA 
isolatecifi.on~ptrtients with LCL andDCL usingre.shiction 
enzymes (Hae 1l.I and Hpa II) and RAPD (random 
nmplifird ~~olivnorphic DNA). In the digeslion~ M Z  

ddectecl pr~li~morphisn~ sirggestive of a possible 
introduction of new leislimania species in Mexico. Thi.7 
ivill have /o be confirmed with species-specific PCR 
anolysis. We rdso detected u slight difference hetween 
apatientwith DCLondothers iidhLCL. This intraspecies 
i~miritionco~ildbe oi~rofthepo.ssiblefiic~r~r,sre.sponsible 
for [he n'is.semi~~rr/ion uf thepara,vi/e. 

Key words: Leishnianiu mexicana n~exicana, viruleiice, 
genetic variatioii. 
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El parásito protozoario del género Leishrnania 
sp., agente causal de la leishmaniosis, puede cau- 
sar manifestaciones clinicas muy variables, desde 
una forma relativamente benigna de lesiones cutá- 
neas localizadas, que tienden a la curación espon- 
tánea, hasta el polo radicalmente opuesto con las 
formas muy severas del padecimiento, como son 
la leishmaniosis cutánea difusa, que cursa con una 
diseminación metastásicade laslesionesnodulares 
a toda la piel del paciente. Estas lesiones son alta- 
mente mutilantes y desfigu-rantes y, en estadios 
finales, frecuentemente hay invasión de las muco- 
sas naso y orofaríngeas, lo cual eventualmente 
lleva a la muerte del paciente. Otras presentaciones 
severas de este padecimiento son la leishmaniosis 
mucocutánea y la visceral, que afortunadamente 
son muy poco frecuentes en México. Las formas 
más frecuentes de la leishmaniosis en México son 
la leishmaniosis cutánea localizada (LCL), la cual 
se presenta en forma endémica en los estados de 
Tabasco, Chiapas, Quintana Roo y Campe~he ' ,~  y 
la leishmaniosis cutánea difusa (LCD). 

Uno de los grandes enigmas de esta parasitosis 
sigue siendo la causa de la diseminación incontro- 
lada del parásito en los pacientes con LCD. Una 
posible causa de la diseminación puede radicar en 
la especie infectante del parásito, ya que la severi- 
dad de las manifestaciones clínicas ha sido atribui- 
da a diferentes especies infectantes de lei~hmania.~ 
Por otro lado, existen datos controversiales que 
sugieren la posibilidad de que una misma especie 
pudiera producir ambos cuadros clínicos con viru- 
lencia tan drásticamente o p ~ e s t a . ~ , ~  Una posible 
explicación de este fenómeno pudiera ser la exis- 
tencia de pequetias variaciones genéticas dentro 
de una misma especie de leishmania que pudieran 
ser responsables de la amplia gama de presenta- 
ciones clinicas en el h ~ m a n o . ~  

En el Continente Americano se ha encontrado 
que la mayoría de los casos con leishmaniosis son 
debidos a los dos grandes complejos: Leishmania 
braziliensis y Leishmania m e ~ i c a n a . ~  

La tipificación de las especies infectantes para 
el registro ante la OMS rutinariamente se realiza 
mediante anticuerpos monoclonales e is~enzimas.~ 

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

diante este análisis fenotípico se encontró que, 
tanto los pacientes con LCL como con LCD, tenían 
como agente causal a Leishmania mexicana mexi- 

Sin embargo se ha observado que existe 
mucha variación en la susceptibilidad al tratamien- 
to y en la severidad de la evolución clinica en 
algunos de los pacientes estudiados. Como en la 
actualidad la caracterización de todas las especies 
aisladas en México se ha basado en expresiones 
fenotipicas del parásito, existe la posibilidad de 
que pequeñas variaciones genéticas, no detec- 
tables por esta metodologia, pudieran ser respon- 
sables de la variación en la virulencia encontrada 
en el humano. 

Recientemente se ha introducido la reacción en 
cadenade polimerasa como herramientadiagnóstica 
que permite identificar distintas especies de leishma- 
nias debido al descubrimiento de secuencias especí- 
ficas de especie en los minicírculos del ADN de 
kinetoplastos (kADN)?,'OSin embargo hasta la fecha, 
esta metodología no ha sido introducida como herra- 
mienta diagnóstica en México. 

En este trabajo intentamos analizar genotípica- 
mente a los parásitos aislados de las distintas 
zonas endémicas y de pacientes con los cuadros 
clínicosde LCL y LCD mediantedos metodologías. 
Inicialmente se hizo un análisis comparativo de la 
digestión kADN del parásito mediante endonu- 
cleasas de restricción. La comparación 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 Ill y Hpa 
II. Los patrones de digestión se analizaron en geles 
de agarosa y como controlesse analizó el kADN de 
Leishmania braziliensis, Leishmania rnajory Trypa- 
nosoma cruzi digerido con las mismas enzimas. 

Aunado a la búsqueda y caracterización de 
posibles nuevas especies de leishmanias en Méxi- 
co, que pudieran ser responsables de los distintos 
cuadros clínicos, nos interesó analizar si existían 
pequeñas variaciones genéticas intraespecie que 
pudieran correlacionarse con la virulencia expre- 
sada en el humano. Para contestar esta pregunta 
seanalizaron los parásitos mediante la reacción en 
cadena de polimerasa utilizando la prueba RAPD 
(de las siglas en inglés Random Amplified Poly- 
rnorphic DNA)." La sensibilidad de la prueba hace 

AXA Gac Méd Méx Vol. 132 No. 5 



posible la detección de variaciones en las secuen- 
cias de genomas de cepas muy cercanas y permite 
realizar estudios de epidemiologia molecular, ya 
que no se requieren oligonucleótidos con secuen- 
cias específicas. 

Posteriormente comparamos los resultados 
obtenidos por ambas metodologías con la caracte- 
rización y nomenclatura dada por los centros de 
referencia de la OMS de los mismos parásitos. 

Los resultados obtenidos hasta la fecha del 
análisis del kADN por endonucleasas de restric- 
ción parecen indicar que Leishmania mexicana 
mexicana puede producir los cuadros de LCL, 
como de LCD. Leishmania mexicana mexicana se 
encontró en pacientes con LCD de Veracruz, Mi- 
choacán y Tabasco y además, en un gran número 
de pacientes con LCL originarios de toda la Repú- 
blica. 

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

El análisis del kADN de este paciente presentó 
un patrón de restricción idéntico al de Leishmania 
braziliensis utilizada como control (Figura 1, fle- 
cha). Interesantemente coexisten ambasespecies 
de leishmanias en las mismas zonas endémicas. 
Un dato inesperado fue el hallazgo de un parásito 
aislado de dos pacientes con LCL de Comalcalco, 
Tabasco, que presentaron un patrón diferente al 
de Leishmania mexicana mexicana y L. braziliensis 
pero idéntico al de Leishmania major, originaria del 
Medio Oriente (Figura 1, asterisco). 

Esta metodología permitió el diagnóstico y tipifi- 
cación rápida de las especies de leishmania pre- 
sentes en las distintas regiones y la deteccion 
precisa de la introducción de nuevas especies en 
las regiones endémicas. Esto potencialmente re- 
presenta un problema de salud, ya que Leishmania 
braziliensis es muy poco sensible al tratamiento 
con antimoniales pentavalentes (Glucantime), 
empleado en México para el tratamiento de los 
pacientes con leishmani~sis.~ 

Sin embargo, con esta metodología no pudimos 
detectar variaciones genéticas intraespecie, que 
pudieran correlacionarse con los distintos grados 
de virulencia encontrados con Leishmania mexica- 
na mexicana. 

Este problema se resolvió con el RAPD, ya que 
logramos detectar que el patrón de amplificación 

del kADN del parásito 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 Tabasco y Campeche. 

Al1 VER iiK AC liC NC H.1 Pb1 

Fiaura 1. Patrones de restricción del WDN de leishrnanias con 
enoonucleasaHae llana zaaasengelesdeagarosa Laf ecna ndca 
la banda ad c ana presente en AG (pac ente con LCD ae VeracrLz) 
lacuai tarnbiénseencuentra en BR(Leishmaniabraziliensis)utilizada 
como control y que no esta presente en los parásitos de los pacientes 
Ver y AM, (ambos LCD de Veracruz) Los parásitos aisladas de la 
paciente RC (LCL de Tabasco) presenta un patrón de restricción 
totalmente distinto (asterisco) a los demás y muy semejante a Mj 
(Leishmania major). 

Los resultados obtenidos hasta la fecha indican 
que la combinación de estas dos metodologias de 
análisis genotipicos permiten una diferenciación - .  
interespecie medianté el análisis del polimoríismo 
en la longitud de los fragmentos de restricción, 
además de una subsecuente diferenciación intra- 
especie con la detección de polimorfismos en la 
secuencia genómica por RAPD. El diagnóstico 
preciso de la especie y la detección de variaciones 
genéticas relacionables con grados de virulencia 
en humano tiene importancia clinica ya que la 
detección temprana de un parásito con un alto po- 
tencial de virulencia implica que el paciente debe 
recibir un tratamiento y seguimiento muy distinto al 
resto de la población de enfermos. También tiene 
relevancia epidemiológica porque permite estable- 
cer zonas de alto riesgo en la transmisión del 
parásito. 
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RAPD Referencias 

Figura 2. Analisis por RAPD del kADN de leishrnanias aisladas de 
pacientes con LCL y LCD. Con los oligonucleótidos GTTTCCC 
AGTCACGAC y AGCGGATAACAAmCACACAGGA encontramos 
que el parásito 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 
Carnpeche),verflecha. Como controlesse agregaron Maj (Leishrnania 
major) y Trp (Trypanosoma cruz!). 

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

Roberto Hernández*, Santiago Martínez-Calvilloa* 

Trypanosoma cruzi es un hemoflagelado pará- 
sito del hombre causante de la enfermedad de 
Chagas. Su gran pleomorfismo biológico reflejado 
en caracteristicas de interés biomédico como son 
virulencia, susceptibilidad a drogas y tropismo de 
infección diferencial a órganos, hace que el estudio 
de expresión de su genoma sea no sólo importante 
sino necesario. 

Probablemente por ser protozoarios de origen 
evolutivo temprano, los tripanosomas (se incluyen 
todos los géneros y especies donde se ha busca- 
do), presentan mecanismos atípicos en el manejo 
y expresión de sus genomas. Los genes nucleares 
codificadores de proteínas se transcriben en forma 
policistrónica y maduran incorporando por "trans- 
splicing" un exón no codificante de 39 bases pro- 
ducto a su vez de una unidad de transcripción 
independiente. Un número variable (dependiendo 
de la especie) de transcritos mitocondriales son 
editados post-transcripcionalmente por la inser- 
ción y remoción de residuos de uridina. El molde o 
templado molecular de los sucesos de edición es 
uno o mas transcritos independientes complemen- 
tario(~), queguía(n) (de alli su nombre, RNAs guia) 
las posiciones sobre el transcrito mitocondrial gue 
han de ser editadas. Estas observaciones de bio- 
logia molecular han situado a los Trypanosoma- 
tideos como un grupo de organismos de importan- 
cia paradigmática en el estudio del genoma de 
protozoarios. 

El enfoque genético al estudio de problemas 
biológicos es sin duda uno de los más poderosos. 
En los ultimos años se han desarrollado tecnicas y 
moléculas de DNA recombinante que permiten la 
transformación genética estable de diferentes es- 
pecies de tripanosomas. La transformación se ha 
conseguido por integración genética (recombina- 
ción homóloga), o por vectores episomales. De 

entre estos últimos destaca el vector de expresión 
pTEX y sus derivados, usados en especies de 
Trypanosoma cruzi y Leishmania.' 

El vector de expresión pTEX es un plásmido 
construido sobre el plasmido comercial Bluescript 
que contiene el marcador de resistencia a ampici- 
lina y un origen de replicación para Escherichia 
coli En este plasmido se incorporó el gene bacte- 
riano Neo que codifica para una fosfotransferasa 
que inactiva el aminoglicósido G418, tóxico a 
eucariontes. Por ello pTEX permite una selección 
positiva de tripanosomas transfectados crecidos 
en presencia de G418. La expresión de Neo en los 
tripanoso-masseconsiguióincorporando a lacons- 
trucción molecular (río arriba y río abajo de Neo) 
secuencias génicas de Trypanosoma cruzi que 
flanquean las regiones codificadoras de los genes 
para la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa. 
Estas secuencias permiten la expresión y el proce- 
samiento post-transcripcional correctos de Neo. 
En la constucción de pTEX se incorporó también 
una región de clonación múltiple para insertar 
genes adicionales que deseen expresarse. Entre 
los ejemplos publicados de genes expresados en 
este sistema de transfección puede citarse al de la 
proteína membrana1 GP72 que complementa 
fenotipicamente la posición correcta de emergen- 
cia del flagelo (cambiada artificialmente por 
disrupciones génicas de los alelos ~ilvestres);~ o al 
de una línea celularque sobre-expresa el producto 
génico, y la actividad enzimática, tripanothion reduc- 
tasa (enzima equivalente a la glutation reductasa 
de mamifero~).~ 

El plásmido pTEX se mantiene episomalmente 
en Trypanosoma cruzi y en Lehismania, a los que 
confiere el fenotipo de resistencia a G418. Como 
un comportamiento general, pTEX se encuentra 
reiterado en los tripanosomas transfectados esta- 
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bles formando oligómeros en tandem de número 
variable, cuya amplificaciónesseleccionable usan- 
do diferentes concentraciones de droga.' 

Durante el simposio se presentarán datos origi- 
nales sobre la construcción de un derivado mole- 
cular de pTEX que carece de la región promotora 
originalmente donada. Este derivado, pTRAP, es 
un plásmido seleccionable por secuencias que 
funcionen como promotoresen Trypa-nosoma cruz; 
Las fusiones preliminares realizadas en pTRAP 
con el promotor para genes de RNA ribosomal de 
Trypanosoma cruzi, son muy alentadoras y sugie- 
ren una gran utilidad de pTRAP para el aislamiento 
y estudio de promotores en este parásito. 

Como consideraciones metodológicas genera- 
les para obtener transfectantes estables de 
Trypanosoma cruzi, se menciona lo siguiente: 
Epimastigotes de Trypanosoma cruzi, son creci- 
dos hacia la fasemedia decrecimiento logaritmico, 
en medio de infusión de hígado y triptosa (medio 
LIT) o medio comercial RPMI, suplementados con 
suero bovino fetal y hemina. Las células son lava- 
das en aproximadamente un décimo del volumen 
original con solución salina isotónica amortiguada 
con fosfatos (PBS) suplementada con acetato de 
magnesio (0.5mM) y acetato de calcio (90pM) El 
DNA (» 50pg) es introducido a las células por 
electroporación. 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 

transfectantes se seleccionan posteriormente en 
presencia de G418 a 100 mglml. 

Los sucesos moleculares que se presentan 
para que el vector se exprese y se mantenga intra- 
celularmente no están caracterizados. Sólo sabe- 
mos que estos ocurren y finalmente se seleccionan 
aquellas celulas resistentes a la droga, situación 
quese manifiesta evidentemente entre4 a 6 sema- 
nas de la electroporación. Pensamos que esta 
situación ofrece una veta rica para la investigación 
fundamental en el área de expresión y replicación 
del genoma de tripanosomas. 
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Los microsporidios son parásitos intracelulares 
obligados que, por reunir varias características 
muy peculiares, constituyen unphylum (Microspora) 
de gran interés biológico. Además de ser en pro- 
medio los maspequeñosorganismoseucariónticos 
-muchos de ellos con esporas de menos de 5 pm 
de diámetro-, los microsporidios tienen un origen 
filogenético tan antiguo que por lo común se les 
considera como referencia para el fechado de las 
primeras líneas divergentes en la base de árboles 
evol~tivos.~ Su distribución es tan amplia que prác- 
ticamente no hay grupo zoológico en el que no se 
encuentren huéspedes para alguna de sus incon- 
tables espe~ies.~ Debido aesta singularidad, y a su 
enorme capacidad reproductiva, los microsporidios 
constituyen probablemente el phylum de organis- 
mos eucariónticos con el mayor número de indivi- 
duos. 

El interés del grupo es aparejado por su impor- 
tancia sanitaria y económica. Un microsporidio fue 
quizás el primer organismo reconocido como cau- 
santedirecto de una enfermedad transmisible cuan- 
do, en 1865, Pasteur identificó en los tejidos de 
larvas de Bombyx mori las esporas de Nosema 
bombycis como responsables de la epizootia que 
en ese tiempo quebrantaba la industria de la seda 
en Francia. Desde entonces, muchas otras espe- 
cies de microsporidios han sido estudiadas tanto 
para prevenir sus estragos en especies útiles (abe- 
jas, peces, roedores para experimentación) como 
para utilizarlas como agentes potenciales de con- 
trol biológico de plagas (moscos, langostas y gri- 
llos). Más recientemente, la atención a los microspo- 
ridios ha crecido con el hallazgo de que las espe- 
cies que parasitan a los humanos, y que no habían 
significado un problema de salud pública, repre- 
sentan hoy una de las más serias amenazas para 
los pacientes con síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida.34 

El procesode invasión por los microsporidios es 
uno de los más espectaculares fenómenos de 
motilidad ~e lu l a r .~  La espora madura, liberada con 
otras muchas por el estallamiento de una célula 
huésped, contiene en su interior un filamento enro- 
llado en forma helicoidal que en respuesta a un 
estimulo específico es disparado violentamente. 
Si la espora se encuentra en posición favorable, el 
extremo dista1 de este filamento -que puede medir 
más de 100 pm de longitud- alcanza y penetra la 

membrana de una célula huésped. Inmediatamen- 
te después, el esporoplasma abandona la cápsula 
de la espora y fluye por el interior del filamento - 
convertido en un tubo durante la expulsión- 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 reproducción que da como 
resultado múltiples nuevas esporas, que finalmen- 
te son liberadas cuando la célula infectada estalla 
a su vez. 

El mecanismo responsable de este proceso no 
se conoce todavía, aunque existen evidencias 
sugestivas de sus principios de operación. El dis- 
paro del filamento es inhibido en medios de alta 
o~rnolaridad,"~ por lo que se ha propuesto que la 
fuerza impulsara deriva de un ingreso de agua que 
aumenta la presión hidrostática en el interior de la 
espora, hasta que la pared de la misma alcanza el 
punto de ruptura en una zona relativamente delga- 
da conocida como "tapa polar" por donde el fila- 
mentoesentonces proye~tado.~,~Dicho ingresode 
agua, a su vez, parece obedecer a un aumento de 
presión osmótica interna ocasionado por la divi- 
sión de moléculas de trehalosa en sus residuos de 
glucosa constitutiv~s.~ En algunas especies el es- 
tímulo que induce este efecto es la exposición a 
una solución salina, y recientemente se logró esta- 
blecerquees laentradadel catión lo quedetermina 
la activación de la espora.1° 

El disparo de esporas de microsporidios había 
sido descrito verbalmente a partir de observacio- 
nes directas pero, debido a la velocidad y las 
dimensiones del filamento, no analizado en térmi- 
nos cuantitativos con el fin decomprendermejorsu 
comportamiento cinético y contribuir asi a dilucidar 
el mecanismo subyacente. Para enfrentar este 
problema recurrimos al estudio del disparo de 
esporas de Nosema algerae, un parásito de moscos 
anofelinos, con videomicroscopía de contraste 
acentuado electrónicamente. Fue posible así obte- 
ner la primera ilustración secuencia1 del proceso 
con una resolución temporal de aproximadamente 
16 ms y determinar algunos de sus principales 
parámetros cinemáticos. 

Los resultados experimentales son consisten- 
tes con la hipótesis de un mecanismo de disparo 
basado en un aumento de presión hidrostática 
dentro de la espora, y revelan que el proceso está 
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continua exteno enaose nasia llegar a la vecindaa de la espora ya 
d sparaoa (O) hoteseque ,a modo oglaae las porciones yaexir-ioas 
del f amenlo se mantiene nalterada por o que el crec miento ocurre 

$1 4 en el extremo dista1 y no en el sitio de emergencia de la espora Esta 
observacion aoova la idea de aue el filamento es extruido por un 

br , ,! procesodeeversion E f lamenloaelaesporade la rqwerda aparece 
1 doolaoocercaoe s 1 ode salioa como resultaaode .n cambio orusco 

en la orientacion del cuerpo de la espora en el momento en que el 1 filamento alcanzo su maximaexiension Dicha sacudida es frecuente 
y revela el mp. so res.ltante de la transferenc a del centro oe masa, 

. .: . 1 el esporop asma de un extremo a otro aei filamento (X 2 000) 

cuerpo de la eipora se encuentra distante y por consiguiente no 
apareceenelcampomicroscópicodebidoa laamplificaciónempleada 
para esta secuencia. Una partícula estática (seíialada con la cabeza 
deflechaenA)enelcentrodel campoy unaespora ya inmóvildespu& 
de haber germinado en el lado izquierdo del campo. sirven como 
referencias posicionaies. El extremo del filamento, que crece hacia la 
izquierda (A), avanza hasta pasar cerca de la partícula (6 ,  C) y 

compuesto por dos fases separadas por un inter- 
valo de reposo. El filamento emerge del polo ante- 
rior de la espora siguiendo un curso helicoidal de 
paso uniforme en torno a un eje casi recto, con una 
velocidad instantanea máxima de 105 mm/s en 
promedio. La morfologia de la parte del filamento 
ya descargada en cada instante no cambia durante 
la salida, lo que sugiere que el alargamiento ocurre 
tan sólo en el extremo distal, conforme a la opinión 
de que el filamento es extruído por eversión."' 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 
extrusión, el extremo distal del filamento sigue una 
trayectoria tortuosa que a menudo resulta en una 
configuración terminal curvada o espiral. Una vez 
concluida la extrusión, y luego de un intervalo 
variable entre 15 y 500 ms, el esporoplasma surge 
en el extremo del filamento formando un glóbulo 
que crece rápidamente hasta alcanzar un tamaño 
mayorque su volumen original dentrode la espora. 
Esta observación sugiere una presión osmótica 
relativamente alta en el esporoplasma, como sería 
de esperar de acuerdo con la hipótesis prevale- 
~ i e n t e . ~  La expulsión del esporoplasma es por lo 
común acompariada por una súbita pérdida de 
helicidad del filamento, que se vuelve recto, a la 
vez que la cápsula vacía de la espora sufre un 
movimiento brusco en dirección de su polo apical. 
El filamento disminuye entre un 5 y un 10% des- 
pués de la expulsión del esporoplasma, lo que 
indica elasticidad del material constitutivo y 
p~esurización interna durante el proceso. En me- 
dios hipertónicos la extrusión del filamento dismi- 
nuye su velocidad o se hace más lenta por al 
menos un orden de magnitud, y con frecuencia se 
inhibe la expulsión del esporoplasma. Ambos efec- 
tos son también indicativos de que, como se ha 
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h ipote t izad~,~ ,~ ,~  la activación de la espora implica 
un aumento de presión osmótica interna. 

Los resultados apoyan el modelo según el cual 
las esporas de los microsporidios germinan cuan- 
do el estímulo causa un aumento de presión osmó- 
tica interna, que a su vez determina un influjo de 
agua de manera que la presión hidrostatica se 
eleva y finalmente rompe la tapa polarde laespora, 
por donde son entonces expulsados el filamento y 
enseguida el esporoplasma. 
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VI. ¿Podría el eosinófilo jugar un papel en la 
amibiasis? 

Roberto R Kretschmer* 

La ausencia de eosinofilia en la amibiasis inva- 
sora - lo mismo que en otras infecciones por proto- 
zoario~ - seguramente mantuvo alejada la aten- 
ción de los amebólogos con respecto a este curio- 
so leucocito, tan prominente por otra parte en la 
defensa contra enfermedades por helmintos.' Ello, 
a pesar de que las lesiones tempranas en la 
invasión amibiana intestinal y hepática regular- 
mente revelan la presencia - transitoria - de algu- 
nos eo~inófilos.~ Cabe señalarque en la actualidad 
se acepta que la ausencia de eosinofilia circulante 
y tisular no bastan para descartar una posible 
participación del eosinófilo en un determinado fe- 
nómeno bi~lógico.~ De hecho, sólo la centésima 

parte de la masa de eosinófilos se encuentra en la 
circulación. El resto deambula en los tejidos más 
 diverso^.^ Ademas, los eosinófilos son células re- 
lativamente Iábiles que suelen sucumbir a conse- 
cuencia de las reacciones en las que intervienen, 
por lo que su ausencia en reacciones inflamatorias 
tampoco puede usarse como argumento de que no 
han participado en la misma. Antes bien, resulta 
rnandatcrio buscar los detritus naturales de estas 
células (las proteinas específicas de sus gránulos: 
MBP, EPO, ECP, EDN y CL) para responder ade- 
cuadamente a esta preg~nta.~ 

Por otra parte, el espectro de respuestas inmu- 
nes que ocurren en el absceso hepático amibiano 
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(AHA), sugiere la existencia de un desbalance 
desventajoso Thl  c Th2, con inmunidad celular 
(Thl) deprimida e inmunidad humoral (Th2) nor- 
mal o hasta obsoletamente vigorosa, aunque no 
necesariamente dañina. 

Este tipo de desbalance ha sido observado 
claramenteen otras enfermedades por protozoarios 
( i. e. leishmaniasis) en donde la desviación puede 
además modificarse artificialmente mejorando la 
condición de los animales experimentales o bien 
puede haber diferencias críticas de esta dicotomia 
( i. e. Thl  > Th2 o Th l  < Th2) en distintas cepas de 
ciertas especies anima le^.^ La dicotomia ThllTh2 
no parece ser una estereotipia universal puesto 
que opera curiosamente a la inversa en las enfer- 
medades por helmint~s.~ En el caso de la Enta- 
moeba histolytica una reflexión obligada seria acer- 
ca del balancede respuestasTh1lTh2en los casos 
que-aunque amenazados (i. e. rectocolitis amibia- 
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 embargoqueen la amibiasis 
invasora hepática la dicotomía parece ser Thl  < 
Th2. La producción de IL5 y la consecuente movi- 
lización/activación de los eosinófilos forma parte 
del repertorio de respuestasTh2. Si hay un exceso 
de respuestas Th2 en la amibiasis invasora hepá- 
tica, cabría la pregunta ¿Por qué no hay eosinofilia 
en el absceso hepático amibiano? 

No se sabe si la invasión portal por parte de la 
Entamoeba histolytica es un fenómeno frecuente o 
raro en el curso de la amibiasis invasora intestinal. 
Contestar esta pregunta sería de gran importancia 
para la amebiología. Lo que sí sabemos es que 
menos del 1% de los individuos con amibiasis 
invasora intestinal padecerán AHA.'Si la invasión 
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 neutrófico 
dificilmente calificaría para esta función, pues ha 
resultado, absolutamente incapaz, de lidiar con la 
Entamoeba histolytica in vitro, aún estando en 
alevosa ventaja de hasta 2000 neutrófilos por cada 
amiba, y aún asistido poranticuerposantiamibianos 
y complemento he molí tic^.^ Además, la amiba 
produce un factortermoestablede bajo PM (c 1000 

Da) capaz de cancelar la explosión respiratoria 
(quimioluminiscencia) de este leuco~ito.~ Podría 
ser el macrófago, que ciertamente posee capaci- 
dad amebicida cuando es activado antes de 
interactuar con la amiba in vitro; pero el macrófago 
es una célula inflamatoria de arribo tardío. Además, 
el mismo factor amibiano que cancela la explosión 
respiratoria en el polimorfonuclear neutrófilo hu- 
mano, es capaz de hacer lo mismo en el monocito 
humano, al que además le inhibe su loc~moción?~'~ 
Por ello hemos denominado tentativamente a este 
factor FILM (factor inhibidor de la locomoción de 
losmonocitos). Así, surge la posibilidad de que los 
polimorfonucleares eosinófilos de arribo temprano 
a los focos inflamatorios y de probada capacidad 
para destruir amibas in vitro, pudieran jugar un 
papel en el control de la invasión hepática amibiana. 
Sus credenciales generales para intervenir en una 
acción de este tipo ya fueron señaladas al principio 
de este escrito. Queda ahora por análizar 'su 
interacción directa con el parásito in vitro e in vivo. 

Los eosinófilos humanos normales (i. e. no 
activados) se parecen a los neutrófilos en su inep- 
titud litica in vitro vs la Entamoeba histolytica, aún 
en presencia de anticuerpos y  complemento.^ Sin 
embargo, si estos eosinófilos son previamente 
activados (con FMLP por ejemplo), adquieren la 
capacidad de lisar a la amiba virulenta, aunque al 
igual que los macrófagos activados, también ellos 
sucumban secundariamente en el proceso. A dife- 
rencia de los macrófagos sin embargo, los eosinó- 
filos humanos activados incrementan sensible- 
mente su capacidad amebolítica en presencia de 
anticuerpos antiamibianos y c~mplemento.~~ Un 
intento inicial de traducireste hallazgo a un modelo 
in vivo fracasó cuando usamos ratas (animal que 
por cierto posee inmunidad natural vs Entamoeba 
histolytica) eosinofilicas (por inyección intraveno- 
sa de partículas de Sephadex) y un esquema de 
amibiasis testicular: las ratas eosinofilicas y las 
normales mostraron lesiones testiculares compa- 
rables.'= Optamos entonces porun modelode AHA 
experimental en gerbos (Meriones unguiculatus) 
hechos eosinofílicos (aproximadamente 5 x los 
niveles normales) por inyección intramuscular de 
antígeno de Toxocara canis y que luego recibieron 
la dosis de 100 mil amibas porvía intraportal. Esta 
dosis relativamente baja se escogió con el fin de 
darle a los eosinófilos una ventaja, quizas marginal, 
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para mostrar su eventual bondad defensiva contra 
la Entamoeba histolytica. En unaventana deobser- 
vación temprana se sacrificaron los animales a las 
6, 24 y 96 hs de la inoculación portal con amibas. 
El número proporcional de gerbos con AHA, asi 
como el número y el tamaño de los abscesos fué 
comparable en ambos grupos a las 6 y 24 hs. Sin 
embargo, a las 96 hs., si bien otra vez el número 
proporcional de gerbos con abscesos siguió siendo 
igual en los dos grupos experimentales, el tamaño 
y el número de los abscesos fué significativamente 
menor (p < 0.05) en los gerbos eosinofilicos. En 
una segunda variante de observación (sobrevida 
actuarial acumulada 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 ocurrió en el 
80% de los gerbos normales acumulados hasta los 
45 dias; y tan solo en el 50% de los gerbos 
eosinofi l i~os.~~ Es posible que un modelo menos 
apabullante (i. e. inyección de menos de 100 mil 
amibas, quizás apuntando a una dosis letal 50 (i. e. 
DL 50) a los 45-60 dias) pudiera revelar un papel 
más claro del eosinófilo activado en el manejo de 
la Entamoeba histolyfica que ha logrado llegar al 
tejido hepático. Igualmente informativos serán los 
estudios que están por realizarse con gerbos 
eosinopénicos por inyección de anticuerpos 
monoclonales anti IL5. Por cierto que en los expe- 
rimentos arriba señalados no pudimos identificar 
cambios significativos en los niveles séricos de IL5. 
Cabe agregarque el FILM, capaz dedeprimirtanto 
la locomoción como el estallido respiratorio en los 
fagocitos mononucleares, y tan solo este último en 
los polimorfonucleares neutrófilos, no afectó el 
estallido respiratorio y todo parece indicar que 
tampoco en forma significativa la locomoción, de 
los eosinófilos  humano^.'^ 

Con estos datos, la hipótesis de que el eosinófilo 
pudiera constituir un elemento celular importante en 
el eficaz (aprox. 99%) y silencioso control de la 
invasión hepática por la Entamoeba histolytica, ad- 
quierevisosde plausibilidad. Esto obligaría a estudiar 
posibles peculiaridades (i. e. propensión genética (?) 
(HLA DR3+)) para la inducción de respuestas 
desbalanceadas Thl < Th2 usando epitopes apro- 
piados, en el desafortunado 1% de individuos con 
amebiasis invasora intestinal que cursan con AHA.le 

Para terminar, si la invasión amibiana de lavena 
porta es porel contrario un evento muy raro (aprox. 
1% o menosde los casos con rectocolitis amibiana) 
debe porotra parteserun fenómeno muy eficaz. La 
fase critica de defensa no seria entonces al nivel 
hepático - donde la catástrofe ya seria inevitable - 
sino al nivel intestinal (o en el torrente circulatorio 
portal, lo cual resulta menos probable). Un posible 
papel del eosinófilo activado a este nivel seria un 
ejercicio meramente especulativo, pero a lo mejor 
no estéril, como lo sugieren las observaciones de 
López Revilla y col. sobre la posible participación 
de los eosinófilos en la invasión amibiana intesti- 
n01.1~ 
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VII. Aportes de la ingeniería genética y de la síntesis 
de péptidos en el estudio de la inmunidad celular 

contra Toxoplasma gondii 

Pascal Hérion,* Rafael Saavedra* 

Toxoplasma gondii, un parásito protozoario 
intracelular obligatorio, está presente en todas las 
áreas del mundo y puede infectar aves y mamife- 
ros. En el ser humano, la toxoplasmosis es asinto- 
mática en la mayoría 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 
seria muy valiosa y su desarollo parece factible ya 
que la infección primaria con Toxoplasma gondii 
induce una inmunidad especifica y de larga dura- 
ción contra una reinfección. 

La inmunidad celulartiene un papel esencial en 
la protección contra este parásito y el interferón- 
gamma es consideradocomoel principal mediador 
de la resistencia.' Los antigenos protectores del 
parásito deben, por lo tanto, inducir linfocitos T 
productores de interferón-gamma. Con el fin de 
identificartales antigenos, se construyó una biblio- 
teca de cDNA de Toxoplasma gondiien el vector de 
clonación y expresión hgtl 1 y se seleccionaron en 
una primera etapa las clonas productoras de 
antigeno por medio de un pool de sueros de dona- 
dores inmunes. Los antígenos recombinantes así 
seleccionados, se probaron posteriormente por su 

capacidad de inducir la proliferación de una clona 
de linfocitosTespecífica del parásito, aislada de un 
individuo inmune y productora de un alto nivel de 
interferón-gamma. Uno de los antígenos recom- 
binantes indujo la proliferación de la clona de 
linfocitos T y fue  caracterizad^.^ Este antigeno es 
una proteína denominada ROP2 que forma parte 
de las roptrias, organelos del complejo apical del 
parásito involucrados en la invasión de la célula 
huésped. Se encuentra en los tres estadios del 
ciclo de vida del parásito, así como en la membra- 
na de la vacuola parasitófora que rodea el parásito 
intra~elular.~,~ 

La secuencia de ROP2 contiene una región 
hidrofóbica en su extremo N-terminal que corres- 
ponde probablemente a una secuencia sena1 y una 
segunda región hidrofóbica predicha como trans- 
membrana1 en su parte carboxiterminal. ROP2 es 
sintetizada bajo forma de un precursor de 65 kDa; 
un procesamiento post-traduccional lleva a la for- 
ma madura de 55 kDa.2,5 El epitopo definido por la 
clona de linfocitos T humanos sobre este antigeno, 
está conservado en cepas de Toxoplasma gondii 
de diferentes orígenes geográficos y de diferentes 
fenotipos (virulento o formador de quistes) y es 
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reconocido por la clona T en asociación con la 
moléculadelcomplejomayorde histocompatibilidad 
HLA-DPw4, el alelo más frecuente en la población 
(40-70% de los caucá~icos).~ Además, anticuer- 
pos contra este antigeno fueron detectados en el 
suero de todos los ratones infectados experimen- 
talmente con once aislados independientes de 
Toxoplasma gondiis El alto grado de conservación 
de este antigeno sugiere que pudiera tener una 
función esencial (probablemente en el proceso de 
invasión de la célula huésped) y refuerza también 
su valor como candidato para vacuna. Con el fin de 
localizar epitopos de ROP2 reconocidos por linfo- 
citos T humanos, la secuencia de esta proteina, se 
sometió a tres métodos de predicción de epitopos 
T. Tres secuencias (197-216, 393-410, 501-524) 
resultaron predichas simultáneamente por los tres 
métodos y los péptidos correspondientes fueron 
sintetizados. Se demostró que el péptido 197-216 
contiene el epitopo definido por la clona de linfoci- 
tos T humanos restringida por DPw4 mencionada 
anteriormente. Además, los linfocitos Tcirculantes 
de una alta proporción (64%) de individuos inmu- 
nes fueron estimulados por al menos uno de los 
tres péptidos, mientras que los linfocitos de dona- 
dores no inmunes no respondieron a ninguno de 
los péptidos. Los péptidos más frecuentemente 
reconocidos fueron el 197-216 (45%) y el 501-524 
(36%). El alto porcentaje de individuos inmunes 
con linfocitos T específicos de péptidos derivados 

de ROP2 apoya la propuesta de este antigeno 
como candidato a vacuna. 
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VIII. Señales celulares en Entamoeba histolytica. 
El papel del Ca2+ 

Isaura Meza,* Eloísa Carbajal,* Rebeca Manning-Cela,* Alberto Piña* 

Cada día existe más evidencia que indica que la moeba histolytica con la fibronectina (FN) promue- 
interacción de los receptores para matriz extra- ve la adhesión de las células a la proteina y más 
celular, en forma general conocidos como inte- adelante su degradación in situ.' La unión se lleva 
grinas, con su ligando, tiene un papel importante a cabo a través de peptidosespecificos localizados 
en la transducción de señales en las células euca- en la superficie del pará~i to.~ La unión a superficies 
riónticas. La interacción de los trofozoítos de Enta- cubiertas con FN induce además la reorganización 
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del citoesqueleto de los trofozoitos dando como 
resultado la formación de placas de adhesión de 
actinay múltiplescontactosfocalesentre lasamibas 
y el su~ t ra to . ' ,~  

Los mecanismos de transducción de señales 
que conducen a la respuesta de las amibas a la FN 
no se conocen totalmente; sin embargo, hay indi- 
cios de que el inositol trifosfato y la proteina cinasa 
C actúan como mensajeros secundarios una vez 
que interactúa la FN con su r e ~ e p t o r . ~  Hay además 
unafosforilación 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 Ca2+ es otro de los mensajeros secundarios 
que en la mayoria de las células eucariónticas se 
activan durante la transducción de señales. Las 
modificaciones en los niveles citoplásmicos de 
Caz+ regulan a su vez la activación de otras vías de 
señalización interna que regulan diversas funcio- 
nes ~ e l u l a r e s . ~ ~ ~  En este trabajo, examinamos las 
modificaciones del calcio libre citosólico ([Ca2+],) 
inducidas en los trofozoitos por la interacción con 
la FN y su efecto sobre la adhesión y la organiza- 
ción del citoesqueleto de actina. La FN produce un 
incremento rápido y continuo de [Ca2'], que podria 
estar relacionado con el incrementoen la adhesión 
también muy rápida, de los trofozoítos a supetfi- 
ciescubiertascon FN. Encontramosque los ionóforos 
de calcio A23187 y ionomicina incrementaron sig- 
nificativamente la adhesión de los trofozoitos a FN, 
mientras que la disminución de [Caz'],, producida 
por el tratamiento con los ionóforos en presencia 
de EGTA o usando un quelante de Ca2* como 
BAPTNAM, bloqueó la adhesión casi totalmente. 
Estos resultados sugieren una participación impor- 
tante del calcio externo en la respuesta a FN, así 
como un mecanismo de regulación de Ca2+ a 
través de la membrana plasmática de los trofo- 
zoítos. 

Para estudiar el posible papel del calcio interno, 
probamos la droga tapsigargina (TG), que se ha 
reportado que produce un incremento del Caz* 
citosólico debidoa la inhibición de lasCa2'ATPasas 
del reticulo endoplásmico. TG produjo en las amibas 
un incremento transitorio y pequeño de [Caz+], lo 
cual junto con la ligera estimulación que produjo en 
la adhesión, apoya la idea deque la acción de la FN 
depende principalmente del flujo externo del Caz* 

hacia el citoplasma de los trofozoitos estimulados. 
Una mejor organización de las placas de adhesión 
y de los contactos focales así como el cambio de 
actina soluble hacia la forma F-actina ofilamentosa 
que se observaron como resultado del estimulo 
con la FN, fueron también resultado de los incre- 
mentos en [Caz*], y fueron afectados negativamen- 
te por su disminución, sugiriendo una correlación 
entre los niveles de [Ca2+], y la organización del 
citoesqueleto. 

Evidencia adicional para suponer que Ca2+ 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 Ca2+. Observamos una adhesión po- 
bre y una organización de las placas de actina muy 
defectuosa en los trofozoítos tratados con 3 dife- 
rentes antagonistas de calmodulina. Esto se po- 
dría explicar puesto que al inhibirse 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- 
sión. Este estudio presenta las primeras observa- 
ciones obtenidas sobre la regulación de Ca2+ en 
trofozoitos de Entamoeba histolytica y proporciona 
evidencias sobre la participación de Caz+ en los 
mecanismos de transducción de señales de este 
parásito. 

Figura 1 Placas de adheston en trofozoitosde Enlarnoeba histoiylrca 
a Trofozoitos sobre vidrio b. Trofozoitos sobre un substrato de 
fibionectina c Trofozo~tos sobre un substrato de fibronectina y 
tratados con el ion6foro de Ca2', ionomicina d. Trofozoitos tratados 
con un ester de forbol (PMA) La actina Dolimerizada oue forma las 
placas de adhes on señaladas por caoezas de tlecni, se i i io can 
faio oina-rooar nana y se noservaron as celu as oa o .n microscopio 
equipado para epifluorescencia 
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IX. Motilidad en Toxoplasma gondii 

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

Introducción 

Toxoplasma gondii es un parásito intracelular 
obligado con una amplia distribución geográfica e 
invade a un gran número de huéspedes, incluyen- 
do animales de interés veterinario y al hombre. En 
humanos es un importante patógeno con la capa- 
cidad de producirgravesdaños orgánicose incluso 
fatales, principalmente en pacientes inmunodepri- 
midos como ocurre en los enfermos de SIDA, en 
los casos de transplante de órganos, en personas 
con tratamientos anticancerigenos, en el feto y en 
recién nacidos, ocasionandoen ellos cuadros como 
la coriorretinitis y consecutiva pérdida de la visión, 
daños en el sistema nervioso central, pulmones, 
corazón y el sistema reticulo endotelial, y en casos 
extremos. aborto o incluso la muerte de adultos 
 infectado^.^ 

En individuos sanos e inmunocompetentes la 
infección con el parásito ocurre de manera transi- 
toria e incluso inaparente, sin producir daños de 
importancia, debido a la eficacia del propio sistema 
inmunequees capaz no sólo de limitar la infección, 
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 infecciones con 
toxoplasma, principalmente en las regiones cos- 
teras del Golfo y en una menor proporción en el 
norte del país, lo cual significa que este tipo de 
poblaciones está expuesta frecuentemente a este 
parásito y, aunque no sufren una enfermedad grave, 
bajo condiciones propicias, el parásito puede pro- 
liferar provocando los efectos antes descritos.28 

Mecanismos de invasión 

Toxoplasma gondiiinvade a casi todas las célu- 
las del organismo, independientemente de sus 
caracteristica~fisiológicas.~~~~~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 toxoplasma puede pe- 
netrar al citoplasma. Una es mediante lafagocitosis 
del parásito por macrófagos y células fagociticas 
generalmente implicadas en la defensa del orga- 
nismo, en donde el parásito se aloja y prolifera en 
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el fagosoma sin ser destruido.','216 La segunda, que 
corresponde a la penetración por vía activa, gene- 
ralmente ocurre en las células no fagociticas, es 
decir, la mayoria de las células del c u e r p ~ . l ~ ~ ~ ~  Este 
tipo de invasión se lleva a cabo mediante una 
compleja serie de sucesos y se desarrolla en sólo 
15-40 segundos mientras que el proceso de 
fagocitosis requiere de aproximadamente unos 
120 segundos. 

La penetración activa involucra varias etapas, y 
se inicia con la activación de la motilidad del 
parásito, seguida por la extrusion del conoide, un 
organelo ubicado apicalmente que tiene la capaci- 
dad de proyectarse o retraerse dependiendo de si 
el parásito se encuentra en reposo o invadiendo a 
su célula huésped respectivamente, y finalmente 
se lleva a cabo la secreción de componentes de 
tipo enzimático con funciones facilitatorias de la 
penetración, provenientes de organelos con fun- 
ción de almacenaje conocidos como r o p t r i a ~ . ~ ' , ~ ~  
El vaciamiento de estos componentes se lleva a 
cabo en la vecindad de la membrana de la célula 
blanco y genera una alteración en la integridad de 
la membrana celular facilitando así la penetración 
del parásito mediante movimientos de desliza- 
miento y de tipo tornillo, alojándose y proliferando 
dentro de la vacuola parasitófora.l3. 30 Una vez 
dentro. el parásito se multiplica mediante endo- 
diogenia llenando el espacio intravacuolar. Bajo 
condiciones aun desconocidas, pero que proba- 
blemente incluyen la elevación de calcio citoplás- 
mico, el parásito sale de la célula infectada, al 
parecera través de un proceso activo con unaserie 
de sucesos similares a los involucrados durante la 
penetración.' La exteriorizacion destruye a la célu- 
la huésped, y el parásito invade a nuevas células 
vecinas. No obstante la importancia de la motilidad 
del Toxoplasma gondii y en general de los 
apicomplexa en la invasión de las células huésped, 
existen pocos estudios dirigidos a conocer las 
bases moleculares de la locomoción y las señales 
inductoras de la m ~ t i l i d a d . ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  En las líneas 
que siguen, se presentan resultados obtenidos en 
relación con la activación de la motilidad y la 
extrusion del conoide en parásitos aislados, en 
ausencia de células huésped, asi como el análisis 
de los mecanismos de regulación iónica de estos 

procesos. Finalmente se comentará sobre la estra- 
tegia seguida para el análisis cinemática de la 
motilidad inducida, utilizando para ello un modelo 
digital del Toxoplasma gondii 

Inducción de la rnotilidad in vitro 

Para el estudio de la motilidad de los taquizoítos 
se utilizó un sistema de videomicroscopia con 
contraste acentuado electrónicamente, y median- 
te el uso de una cámara de incubación especial se 
realizaron recambios de las soluciones en estudio 
con el fin de determinar condiciones inductoras de 
la motilidad. Los resultados fueron registrados en 
cintas magnéticas y su análisisse realizó mediante 
la reproducción de la secuencia grabada a veloci- 
dad normal, lenta o cuadro por cuadro. 

Toxoplasma gondii se mantiene mediante la 
inoculación intraperitoneal de ratones Balblccon la 
suspensión de taquizoítos. Recién obtenidos, los 
taquizoítos son poco rnótiles, entre un 5 - 7% de la 
población muestran una motilidad transitoria. Adi- 
cionalmente, el conoide que es un organelo con 
caracteristicas mótiles muy particulares y quetiene 
la propiedad de proyectarse durante la invasión por 
vía activa, se encuentra generalmente retraído. 

Dentro de las diversas condiciones evaluadas, 
se encontró que el tratamiento suave con tripsina, 
una enzima proteolítica, inducía )a motilidad de los 
taquizoí to~.~~ La activación se logra con concentra- 
ciones de la enzima del orden de 0.002 - 0.005% en 
PBS, induciendo una rápida activación del movi- 
miento hasta de un 25% de la población y que 
disminuye con el tiempo. 

Se lograron inducir in vitro. dos tipos de movi- 
mientos en el parásito, equivalentes a los descritos 
queocurren durante la invasión de la célula blanco, 
uno es el movimiento rotativo, y el otro es el movi- 
miento de des l izamient~ .~ . '~ ,~~ 

El movimiento rotativo se caracteriza por la 
adhesión del parásito al sustrato (poli-1-lisina sobre 
vidrio) por su extremo posterior y por giros dirigidos 
por el extremo anterior en el sentido de las mane- 
cillas del reloj (Figura 1). Al mismo tiempo, el 
parásito rota en torno a su eje sin un aparente 
desplazamiento. El sentido del movimiento descri- 
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Figura 1 Secuencia videom~crogrifica del movimiento rotativo en un taquizoito activado por una tripsinizacion suave 
(escala = 5 um). 

to, parece estar relacionado con la orientación 
helicoidal de los 22 microtúbulos subpeliculares 
que conforman el citoesqueleto del Toxoplasma 
gondii y que están dispuestos en sentido contrario 
al de las manecillas del reloj,'' (Figura 2). Adicional- 
mente, el sentido del movimiento rotativo está rela- 
cionado con la dirección que presenta el parásito 
cuando se desplaza sobre el sustrato o cuando se 
introduce a una célula. La rotación en sentido 
contrario ocasionaria un movimiento en reversa 
que no ha sido observado en el laboratorio. 

El segundo tipo de movimiento que presenta el 
toxoplasrna cuando es activado es el de torsión y 
deslizamiento (Figura 3), mediante el cual el pará- 
sito se desplaza varias micras sobre el sustrato 
mediantegiros y deslizamientos a lo largo de su eje 
longitudinal. Los giros que presenta tienen el mis- 
mo sentido que el descrito para el movimiento 
rotativo. Este tipo de movimientos le permiten al 
parásito desplazarse y encontrar la zona de la 
célula a través de la cual penetrará al citoplasma. 
En ocasiones ambos movimientos, el de rotación y 
el de deslizamiento, se presentan consecutivamen- 
te en un mismo indi~iduo.'~ 

Figura 2. Diagrama del citoesqueleto de microtúbulos (A) y de las 
estructuras conoidales (B. C). imt, microtúbulos internos; pm, 
membrana plasmatica: ims. complejo intramembranal; mt, 
microtúbulos, acry pcr, anillosconoidales: cs. subunidad delconoide; 
p, peliculo. C, corresponde a un corte transversal del conoide 
Modificado de Nichols 8 Chiappino, 1987. 
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Figura 3. Secuencia videomicrografica del movimiento de 

Por lo que respecta al efecto de la tripsina, se ha 
encontradoque éste se debe específicamente a su 
acción enzimática, ya que el efecto inductor no se 
presenta al adicionar el inhibidor de soya de esta 
enzima. Bajo el microscopio electrónico de trans- 
misión, los taquizoítos tripsinizados mostraron la 
presencia de pequeñas zonas de discontinuidad en 
la membrana plasmática, reveladas mediante la 
infiltración con rojo de rutenio presente durante la fi- 
jación química (Figura 4). Este colorante penetra y 
tiñe sólo el espacio entre la membrana plasmática 
y el complejo pelicularinterno. La acción de la enzima 
no afectó las membranas internas ni la morfología 
generaldel toxoplasma. Lostaquizoitosnotripsiniza- 
dos no presentan estos parches. Una vez elimina- 
da la tripsina de los taquizoítos, se regeneran en un 
breve tiempo las zonas de la membrana digeridas 
por la acción de la enzima sin afectar al parásito. 

Los taquizoitos activados pierden el movimien- 
to cuando se elimina la tripsina del medio mediante 
lavados con solución salina amortiguada (PBS). 
Sin embargo la adición consecutiva de iones como 
calcio o magnesio en presencia de ATP y en ausen- 

deslizamiento de Toxoplasma gondii (escala = 5 um) 

cia de la enzima, indujo una segunda activación de 
la motilidad en una proporción mayor que la obser- 
vada con la tripsina, ya que cerca del 60% de los 
parasitos son activados (Figura 5). La presencia 
del catión es necesaria, ya que la adición de EGTA 
al medio inhibe la activación deestos elementos de 
manera individual sólo genera activación parcial. 
Se ha sugerido que las zonas digeridas por la 
enzima, permiten la entrada temporal de compo- 
nentes externos como los iones y son de esta ma- 
nera susceptibles a sus efectos fisiológicos. La 
integridad estructural del parásito no se ve mayor- 
mente alterada por estas perforaciones, debido 
por una parte a la limitada exposición a la tripsina 
y por otra a la gran estabilidad que le confiere el 
complejo pelicular interno y la red de microtúbulos 
subpeliculares. 

La motilidad es un requisito para la invasividad. 
Durante la penetración activa el toxoplasma se 
desliza sobre la membrana de la célula blanco en 
búsqueda probablemente de un sitio adecuado por 
el cual penetrar. Cuando los parásitos no son 
mótiles por lo tanto pierden su capacidad i n v a s i ~ a . ~ ~  
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Figura 5. Cinetica de induccidn de la motilidad por calcio y ATP en 
taquizoitos pre-tripsinizados' circulo lleno, ImM CaCI,, ImM ATP: 
cuadro vacio, ImMATP: circulovacio, 5rnMATP; cuadro lleno. 1mM 
CaCI,; triángulo Ileno. PBS. 

Los taquizoitos activados bajo nuestras condicio- 
nes, son altamente invasivos. Ensayos de invasión 
realizadosen célulasepiteliales (MDCK) cultivadasin 
vitro demuestran que los parasitos tripsinizados y 
activados con calcio y ATP, no sólo retienen su 
capacidad infectiva, sino que la incrementan hasta 4 
veces con respecto a los controles. Estos hallazgos 
sugieren que la motilidad inducida estimula la capa- 
cidad invasiva de los taquizoitos. 

A través del uso de una serie de drogas de 
acción especifica es posible conocer que elemen- 
tos del citoesqueleto están involucrados en la 
motilidad de un sistema celular.35 

La motilidad espontánea devarios apicomplexas 
se ha podido inhibir mediante el uso de las 
citocalasinas B y D sin que haya una aparente 
alteración morf~lógica.'~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 
polimeri~ación.~ El efecto de estas drogas sugiere 
que el movimiento del parásito está determinado 
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por la acción de este tipo de filamentos como 
ocurre en muchos sistemas celulares mótiles. No 
obstante, hasta el momento sólo se ha encontrado 
actina en su forma monomérica y no en la filamen- 
tosa, lo cual dificulta la interpretación del fenóme- 
no.4.8,31 Sin embargo, no se ha excluido la posibi- 
lidaddequeestos componentesestén constituidos 
no como las tipicas fibras de tensión conformadas 
por decenas de filamentos individuales descritas 
en otros eucariontes, sino como filamentos únicos 
con idéntica función, lo cual dificulta su observa- 
ción por medio de los métodos convencionales. 

Otro componente del citoesqueleto son los 
microtúbulos. La incubación con drogas como la 
colchicina y el nocodazol, que los despolimerizan, 
no altera la motilidad de los toxoplasmas. pero sisu 
morfología, lo cual es lógico considerando que 
estos componentes determinan y estabilizan la 
tipica forma de este parásito (Figura 6). 

Extrusión del conoide in vitro 

Un segundo proceso de motilidad que se desa- 
rrolla durante la invasión de la célula huésped es la 
extrusión del conoide. El conoidees una estructura 
con forma de bobina ubicada en la porción apical 
del toxoplasma, y está constituida porsubunidades 
dispuestas helicoidalmente" (Figura 2). El conoide 
interviene como un órgano de ataque durante la 
invasión ~elular.~~Durante la invasión, el parásito 
busca unazona apropiada en la membrana celular 
por la cual penetrar, posteriormente extruye el 
conoide y secreta el contenido de las r o p t r i a ~ . ~ ~  Se 
desconocen los factores que inducen la extrusión 
del conoide, as¡ como los mecanismos motores 
involucrados y su regulación durante la penetración. 

Mediante el uso de los ionóforos para calcio 
ionomicina y A23187,'824 se logró inducir en me- 
dios químicamente definidos y en ausencia de 
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células blanco la extrusión del conoide de manera 
reversible (Figura 7).15 

Figura 7. Ultraestructura de un taquizoito con el conoide extuido 
inducido por el ionóforo para calcio, A23187. A,B.C: escala = 1OOnm; 
O, escala = 1 "m. (cr. anillosconoidal; cs. subunidadesdel conoide; p. 
anillo polar: td, ducto; C, conoide; rh. roptrias: dg, gránulos densos). 

La activación de este proceso ocurre de manera 
rápida en un gran porcentaje de la población y está 
determinada por una elevación de calcio citoplás- 
mico proveniente probablemente de rese~orios 
intracelulares sensibles al ionóforo, ya que el efec- 
to se observa en presencia de EGTA externo y es 
bloqueado parcialmente por BAPTA, un compo- 
nente que es capaz de atravesar la membrana 
plasmática del parásito y quelar calcio depletando 
en un momento dado a la célula de este ~ a t i ó n . ~ ~  

Adicionalmentela cafeina y la tapsigargina, drogas 
aue inducen una elevación intracelular de calciova 
sea por la salida de este catión a partir del reticulo 
endoplásmico o por una inhibición de la bomba de 
calcio encargada de mantener los niveles internos 
de calcio, respect i~amente ,~~~~~ activan la extrusión 
del conoide aunque en una proporción menor que 
con el ionóforo. Se encontró tambien aue la 
citocalasina D bloquea la extrusión del conoide 
inducida por los ionóforos para calcio, lo cual indica 
que en ekte proceso de hotilidad intervienen los 
filamentos de actina. La colchicina no pareció afec- 
!ara este proceso. Otros investigadores han descrito 
en la zona del conoide. la presencia de actina v 

ambas moleculas involucradas en 
la generación de fuerza motriz en la mavoria de las 
céíulas eucariontes, lo cual apoya la conclusión de 
que la actina participa en la motilidad de Toxoplas- 
ma gondii, como sugiere tambien la inhibición del 
proceso con la citocalasina D. 

Análisis cinernático de la motilidad 
de Toxoplasma gondii 

Con relación al análisis mecánico de los tiposde 
movimiento inducidos en el parásito, éste sólo se 
ha podido realizar de una manera parcial debido a 
una serie de limitaciones, tanto de tipo conceptual 
respecto a la estructura de citoesqueleto en este 
parásito, como de carácter técnico referente al tipo 
de información que proporcionan el microscopio 
óptico o electrónico. En cuanto al citoesqueleto, se 
desconoce el tipo de organización que presenta la 
actina en estos parásitos y de hecho en todos los 
Apicomplexa. Los filamentos de actina, que en 
otros sistemas celulares se han detectado y se les 
han demostrado funciones motoras junto con di- 
versas proteínas accesorias, en el caso de los 
Apicomplexa no han sido  encontrado^.^^^^^^^^^ Por 
otro lado, la perspectiva que presentan los siste- 
mas de microscopia óptica convencionales, que 
consiste en una visión desde un punto de vista 
cenital de los procesos de motilidad asi como la 
baja resolución de los sistemas ópticos, no permi- 
ten la identificación inequivoca de los elementos 
individuales del citoesqueleto en acción. En el caso 
de la microscopia electrónica es necesaria la fija- 
ción de las muestras antes de su ob~e~ac ión ,  lo 
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cual anula la posibilidad del estudio de procesos 
dinámicos celulares. 

Una alternativa metodológica que estamos de- 
sarrollando para el análisis de la motilidad del 
Toxoplasma gondii es la reconstrucción tridimen- 
sional del taquizoíto como un modelo digital a partir 
de micrografías electrónicas, y la animación del 
modelo conforme a secuencias videomicrográficas 
de la célula en movimiento, obteniendo asi los datos 
cinemáticos del movimiento de este parásito. 

Para la generación del modelo tridimensional, 
se procesaron taquizoítos purificados por métodos 
convencionales para microscopia electrónica de 
transmisión, y se hicieron cortes seriados de taqui- 
zoítos embebidos en resinas plásticas. Posterior- 
mente en las micrografias del taquizoito seleccio- 
nado, se delineo el perfil de la membrana plasmá- 
tica y se digitalizaron las imágenes correspondien- 
tes. Posteriormentelas imágenesfueron interpoladas 
otorgándoles un espesor de 300 nm a cada sec- 
ción y se contruyó el modelo digital respectivo. 

El modelo fue animado conforme a los datos 
morfológicos y temporales obtenidos mediante 
videomicroscopía de contraste por iluminación 
asimétrica.14 Utilizando las imágenes videomicro- 
gráficas, se manipuló el modelo digital de tal mane- 
ra que la conformación general del cuerpo celular 
asi como patrón sombreado correspondiera. Has- 
ta el momento, los resultados obtenidos ofrecen 
una simulación bastante cercana a la realidad de la 
actividad motil de Toxoplasma gondii, que permite 
un análisis más completo desde diversas perspec- 
tivas de observación. Además de la información 
cualitativa, el método nos ha permitido distinguir 
las diferencias de varios movimientos tipicos del 
parásito en términos de parámetros cinemáticos. 
Adicio-nalmente, la asignación de estos datos a un 
modelo de citoesqueleto de Toxoplasma gondii, 
ofrece la posibilidad de visualizar las transforma- 
ciones estructurales que muy probablemente ex- 
perimenta el parásito durante la actividad mótil. 

Conclusión 

Existen varios aspectos por estudiarse respec- 
to a los motores biológicos que posee el Toxoplas- 

ma gondii y que utiliza eficientemente para poder 
infectar a una célula blanco. 

Posiblemente el conocimiento de estos proce- 
sos permita en un momento dado proponer estra- 
tegias dirigidas hacia la inhibición de los fenóme- 
nos de motilidad de esta célula como alternativas 
para disminuir su capacidad infecciosa. 
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X. Actualidades en el estudio de la inmunología 
local y su aplicación en parasitosis 

Marco A Vega-López* 

Resumen Summary 

La mmunologia de las mucosas ha adquirido gran 
importancia, principalniente por la necesidad de 
comprender mejor la manera de eetimular respuestas 
inmunesqueprevenganenferntedades EnMexrco donde 
se reconoce la rmportancia de las enfermedades 
infecciosas que afectan mucosas (diarreas neumonías, 
parasitosir) y existe un aumento preocupante de 
hipersensibrlidades (asma intolerancia alimentarra) 
no hay su$crentes grupos dedicados a la mvestigacron 
en esta area 

El objetivo principal de los mecanismos de defensa 
de las ntucosas es inipedir la enlrada del antígeno (A@ 
(exclusión inmune) y evitar respvestas sistemrcas 
indeseables (hipersens~bilidad autoinmunidadj, por 
ejemplo contra Ags de la dieta Una cantidad 
considerable deparasitos tienen como blanco o emplean 
las mucosas del organismo en alguna fase de su vida A 
pesar de su rndudable importancia, la rnmunologza de 
las ntucosas en las infecciones parasitarias no ha sido 
estudiada en profundidad Solo algunos estudios han 
abordado este tema usando animales de laboratorio y, 
afortunadamente, en los últimos años tienden a 
lncrementarse 

En el CINVESTAV, se estudra la mmunidad de las 
mucosas empleando un enfoque multidisciplinario, en 
proyectos que rnvolucran parasztos como Entamoeba 
histolytica, Giardia lambliay Trichinella spiralis Tales 
estudios utilizan metodologías de vanguardia que se 
describen brevemente en este artzculo 

Mucosal immunology has became one of the main 
subjects o f  immunology due to itr importante in the 
development of local immune responses In Mexico, 
where mucosal infectiousdrseases (diarrhea,pnemonia 
andparasrtosis) are still a malor health problem and 
where there 16 an increasednumber of hypersensitivity 
reactions in humms (asthma, food intolerante), there 
are not enough research groups devoted to this area 

The mucosal immune system prevents the aiitrgens 
pom raching the organism by a mechanism known as 
immune exclusion In a similar way rt alsoprevents the 
onset of systemic deleterious immune responses such as 
autormmunity andhypersensitrvr@ to harmless antigens 
A considerable amount of parasites infect mucosal 
suflaces In spite of this, there are few studres on the 
local immune response elicried againstparasites 

In the Center for Research andddvancedstudies of 
the National Polytechnic Institute (Mexrco), niucosal 
immunology rs beingstudied m a mullrdrsciplrnary wuy 
involvrngresearch ofthe local immune response agaiwt 
Entainoeba histolyiica, Giardia lainblia andTricliinella 
spiralis In these, animal models such as the ntouse, 
gerbil, rat andeven thepigare used A briefdescription 
of thestate-of-the-artnwihodolo~es usedin these studies 
is given in this paper 

Palabrasclave:Inrnunologíadelasmucosas, intestino, Key words: Mucosal inimunology. gut, parasite, 
parásitos, exclusión inmune, ELISPOK inmunohisto- ELISPOT, immunohistochen~istry. PCR, in situ 
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Introducción 

El estudio de la inmunología local o de las 
rnucosas del organismo ha adquirido gran impor- 
tancia en los últimos quince años, principalmente 
por el acelerado avance tecnológico en el área 
biomédica y por las cada vez más apremiantes 
necesidades de desarrollar inmunógenos orales 
para la creciente población del tercer mundo.' 

La inmunología de las mucosas tiene relevancia 
particular si consideramos que la mayoría de los 
agentes patógenos que infectan a un organismo 
tienen como blanco o vía de entrada una mucosa 
corporal. Esto puede apreciarse mejor al saberque 
lasuperficie cubierta porlas mucosas es 200veces 
mayor que la que ocupa la piel (2 m2 m400 m2), el 
tejido más grande del cuerpo human~.~Los meca- 
nismos de defensa de esos lugares son especial- 
mente efectivos para resolver la rnayoria de los 
problemas infecciosos. A pesar de ello, las princi- 
pales causas de muerte infantil en el tercer mundo 
siguen siendo las enfermedades diarreicas y las 
neumonías,= de ahi la 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 la inmunología de las mucosas 

Desde principios de siglo, Besredka estableció 
que existen respuestas inmunes locales que no es 
posible medir sistémicamente? A pesar de ello trans- 
currieron más de 40 años antes de que se reconocie- 
ra la importancia de la inmunidad secretoria al descu- 
brirse la IgA de secreciones ( l gA~ ) .~  Parte de este 
lento desarrollo en el estudio de la inmunidad de 
mucosas se debió a la falta de modelos experimen- 
tales adecuados y de herramientas técnicas apropia- 
das para medir las respuestas locales. Quizá más 
importante aún, dicho retraso se debió a la idea 
preconcebida de que las respuestas locales debian 
seguir un comportamiento similar a las sistémicas. 

El desarrollo detécnicas mássensibles deevalua- 
ción de anticuerpos en fluidos diferentes al suero y, 
sobre todo, el uso de anticuerpos monoclonales 
(MAb), facilitaron la tarea de determinar minutas 
cantidades de células y productos del sistema inmu- 
ne local, permitiendo el avance de esta área. 

Debido a las perspectivasque tieneen el control 
de enfermedades infecciosas, parasitarias y autoin- 
munitarias, la inmunologia de mucosas se ha ex- 
pandido en los últimos quince años hasta tener un 
lugar importante en el estudio de la inmunologia. 
Fiel testimonio de ello lo tenemos en el reciente 8" 
Congreso Internacional de lnmunologia de Muco- 
sas efectuado en San Diego, Cal. EU en el verano 
de 1995, que reunió a casi 900 asistentes de todo 
el orbe. 

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

Generalidades de la inmunología 
de las mucosas 

Los principios generales de la inmunología 
sistérnica son aplicables a la de mucosas, sin 
embargo existen diferencias importantes que de- 
bemos tener en cuenta para su estudio. Por ejem- 
plo, el objetivo principal de los mecanismos de 
defensa, tanto inespecificos (innatos) como espe- 
cif ico~ (inducibles) de las mucosas es impedir la 
entrada del antigeno (Ag) (exclusión inmune), sea 
éste un microorganismo, parásito o toxina y, por 
ello, esta respuesta no es de tipo esterilizante 
como la sistémica. Además, las defensas locales 
están diseñadas para evitar respuestas sistérnicas 
indeseables (hipersensibilidad, autoinmunidad), por 
ejemplo contra Ags de la dieta, ya sea tolerizando 
o suprimiendo la respuesta ~irculante.~ Por lo tanto 
sus mecanismos de regulación parecen diferir de 
manera importante de los de la inmunidad sistémi- 
ca y éste es un campo de investigación en pleno 
auge en la actualidad. 

El reconocimiento tardío de esas dos caracte- 
rísticas de la respuesta inmune en mucosas ha 
contribuido al retraso en su estudio, ya que las 
investigaciones en el campo casi siempre han 
perseguido la búsqueda de parámetros similares a 
lossistémicos (inmunidad esterilizantey respuesta 
circulante de memoria) por lo que por mucho 
tiempo se le consideró una respuesta poco efecti- 
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va e incapaz de generar memoria. El desarrollo de 
nuevas técnicas de medición y sobre todo la apa- 
rición de grupos de investigación especializados 
en esta área han demostrado, inequivocamente, 
que las respuestas locales son altamente efectivas 
en el manejo de infecciones y, sobre todo, en la 
generación de respuestas protectoras de la mag- 
nitud, especificidad y localización adecuadas para 
evitar problemas como la autoinmunidad . 

El sistema inmune en las mucosas tiene como 
característica estructural la existencia de sitios 
inductores, como las placas de Peyer del tejido 
linfoide asociado a intestino (GALT) y las tonsilas 
del asociado a nariz (NALT) donde ocurre el esti- 
mulo antigénico. Este último activa a los linfocitos 
T y B vírgenes que se diferencian, proliferan y 
abandonan el órgano para distribuirse en otras 
mucosas y sitios efectores, como la lámina propia 
del intestino y el tejido linfoide asociado a bron- 
quios (BALT) que representan la mayor parte del 
tejido mucosa1 y en donde residen las células de 
memoria generadas en los sitios indu~tores.~ 

Considerando que la superficie que debe prote- 
ger es la mayor del organismo,' que la inmunoglo- 
bulina de mayor producción en el organismo e; la 
IgA, superando la cantidad producida de todos los 
demás isot ipo~,~ que la mayor cantidad de células 
del sistema inmune se encuentra en el intestino, 
siendo superiora la del total de los órganos linfáticos 
 secundario^,^ indudablemente el sistema inmune 
de las mucosas ocupa el primer lugar entre los 
mecanismos de protección del organismo. Así, 
llama la atención que su estudio no haya sido más 
amplio hasta la fecha. 

Papeles de la inmunidad de mucosas 
y la sistémica 

Los parásitos, por su naturaleza, deben alojarse 
en sitios del organismo en los que causen el menor 
daño posible al hospedero, asegurando de esta 
manera su crecimiento y reproducción. Un sitio idó- 
neo para cumplir con estos objetivos es establecerse 
"fuera" del orgarismo, en las musosas. donde los 
mecanismos internos de defensa (por ej. inmunidad 
sistémica esterilizante) no los puedan alcanzar. 

Una cantidad muy considerable de parásitos de 
todos tipos tienen como blanco o emplean las muco- 

sas del organismo en alguna fase de su vida parasi- 
taria. En la mayoria decasos lasdefensas inespecificas 
del hospedero (barrerasfisicas, químicas y flora normal) 
son suficientes para eliminarlos o mantenerlos bajo 
control. En algunas ocasiones esto noes suficiente y 
el organismo debe echar mano de los mecanismos 
específicosdedefensa locales (secreción de inmuno- 
globulinas, células citotóxicas) y solo en casos muy 
particulares y, sobre todo cuando las barreras ante- 
riores han sidosuperadas, la defensa sistémica entra 
en acción. Esto sugiere que el papel fundamental de 
la defensa local probablemente sea el controlar la 
mayoria de las agresiones externas del medio hacia 
el organismo y sólo en casos extremos hay necesi- 
dad de que el sistema inmune sistémico inte~enga. 

Estas observaciones hacen reflexionar acerca 
de los posibles papeles diferenciales de la inmuni- 
dad sistémica y la local. Es posible que el sistema 
inmune sistémico tenga como propósito principal 
conservar la homeostasis eliminando todo aquello 
que internamente ponga en peligro la integridad 
del organismo (cáncer, aberraciones fisiológicas, 
daños internos, envejecimiento, etc.), dejando al 
sistema inmune local la defensa contra las agresiones 
extemas. Si esto es correcto, posiblemente hemos 
estudiado al sistema inmune durante un siglo con 
un enfoque equivocado y las funciones hasta ahora 
descritas del sistema inmune sistémico están dise- 
ñadas para reconocer lo propio y eliminar lo "alte- 
rado" más que lo "extraño". Esto explicaría hasta 
cierto punto la importancia que tiene la ontogenia 
del sistema inmune en el reconocimiento de lo "pro- 
pio", empleando una estricta selección positiva y 
negativa. Por otro lado, también explicaría la presen- 
cia de poblaciones celulares que maduran extratími- 
camente, sobre todo en las mucosas, con capaci- 
dad de reconocer una limitada variedad de Ags 
pero de reacción casi inmediata.l0 Sólo hasta ahora 
estaríamos en condiciones de empezar a entender 
como puede el organismo defenderse eficazmente 
de las infecciones y mantenersu homeostasis, discri- 
minando a la perfección lo propio de lo extraño. 

Estudios en infecciones parasitarias 

Apesardesuindudableimportancia, lainmunología 
de las mucosas en las infecciones parasitarias no ha 
sido estudiada en profundidad. La mayoria de los 
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estudios en parásitos abordan las características 
propias del agente (Ags, ciclo biológico, especiación, 
etc.) o su efecto en la inmunidad sistémica con fines 
de diagnóstico y de prevención. Solo algunos estu- 
dios en animales de laboratorio han abordado este 
tema1' Y I 2  y, afortunadamente. en los últimos años 
tienden a incrementarse. 

En el CINVESTAV, se pretende abordar el 
estudio de la inmunidad de las mucosas con un en- 
foque multidisciplinario. Los Departamentos de 
Biología Celular, Patología Experimental y Genéti- 
ca y Biología Molecular tienen proyectos de estu- 
dio que involucran parásitos como la Entamoeba 
hisfolytica, Giardia lamblia y Trichinella spiralis. 
Tales estudios emplean la metodologia disponible 
de vanguardia y la que describiré brevemente para 
finalizar este artículo. 

Metodologías en uso 

El avance tecnológico en el área biomédica en 
los Últimos 20 años ha sido impresionante. Gracias 
a ello ha sido posible estudiar con detalle aspectos 
de la inmunologia que hablan sido relegados pre- 
viamente. Un ejemplo de ello es la inmunologia de 
las mucosas cuyo estudio se ha visto impulsado 
con el desarrollo de la tecnología de MAb, las 
determinaciones de anticuerpos por ELISA, el uso 
de sondas de DNA recombinante y de amplifica- 
ción de RNA y DNA (PCR). Con estas herramien- 
tas es posible abordar los tres aspectos fundamen- 
tales en la investigación de esta área: 

1. La caracterización in situ de los componentes 
del sistema inmune mucosal. 

2. La determinación de las relaciones fisiológicas 
entre esos componentes. 

3. El estudio de los mecanismos de regulación de 
la inmunidad local y su posible manipulación. 

Para ejemplificar el incipiente interés que ha 
despertado el estudio de la inmunologia local en el 
área de la parasitología, a continuación describiré 
brevemente algunas líneas de investigación desa- 
rrolladas en el CINVESTAV y delinearé las herra- 
mientas técnicas que se están usando. 

Evaluación de la respuesta inmune local insitu 

Uno de los propósitos fundamentales del estu- 
dio del sistema inmunede las mucosas es determi- 
nar con exactitud su estructura. Para alcanzareste 
objetivo el empleo de técnicas de inmunohistoqui- 
mica (IHQ) y de hibridación in situ (HIS) han sido 
herramientas fundamentales. 

A través del uso de MAb en IHQ, sobre cortes 
histológicos del tejido mucosal, se ha descrito la 
estructura básica de los sitios inductores y efectores 
de la mucosa intestinal, el fenotipo de las células 
que contienen y la relación anatómicaque guardan 
entre  ella^,'^,'^ información fundamental para infe- 
rir su fisiología y regulación. También se ha descri- 
to la ontogenia de tales células en la mucosa 
inte~tinal,'~ conocimiento de capital importancia 
para entender la posible susceptibilidad a infeccio- 
nes en esos sitios en los organismos jóvenes, así 
como para el diseño óptimo de esquemas de 
inmunización, para el control de infecciones. 

Un apoyo trascendental en el estudio inmuno- 
histoquimíco lo ha dado el análisis de imágenes 
porcomputadora (AIC) que ha permitido la cuantifi- 
cación exacta de los componentes del sistema 
inmune in situ. El sistema consiste de una cámara 
de video acoplada a un microscopio en donde las 
preparaciones histológicas (o de cualquier natura- 
leza) son observadas. La imagen es transmitida a 
una computadora misma que la procesa y la hace 
aparecer en una pantalla de monitor. A su vez, el 
sistema tiene un programa de medición que permi- 
te que la imagen presentada en la pantalla pueda 
ser analizada en parámetros como número de 
particulas o células, área a medir, perímetro, dis- 
tancias, etc. 

Antes de la aparición y uso de esta tecnología, 
resultaba muy difícil hacer determinaciones cuan- 
titativas, lo que impedía la comparación adecuada 
entre individuos y grupos. El AIC permite la deter- 
minación exacta del área de medición que, aunada 
a la tinción de marcadores de superficie de pobla- 
ciones celulares específicas por IHQ con MAb, ha 
facilitado la medición de 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- 
cosas al comparar los números de células presen- 
tes en los animales normales y en los parasitados. 
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Esos datos también facilitan el desarrollo de 
protocolos de separación de células del tejido ya 
que un error muy común en el pasado era el de 
obtener poblaciones muy reducidas de células 
después de seguir protocolos de separación muy 
prolongados, que no representaban fielmente las 
poblaciones de la mucosa, por lo que los resulta- 
dos obtenidos no eran confiables. Conociendo el 
tipo y número de células presentes en las muco- 
sas, Iqs procedimientos de separación se han 
refinado a tal grado que actualmente es posible 
obtener rendimientos cercanos al 80% de las célu- 
las totales, en comparación del 5-15% que se 
obtenían en el pasado. 

Complementando los estudios inmunohisto- 
químicos, la técnica de HIS usando DNA clonado 
permite la cuantificación de células activadas pro- 
ductoras de mediadores de la respuesta inmune 
(interleucinas) y la de células blanco para ciertos 
Ags (virus, parásitos intracelulares), información 
valiosa para conocer el grado de infección y de 
reacción inmune de las mucosas. La exquisita 
especificidad que se logra al hibridar cadenas 
complementarias de ácido nucleico permite medir 
la presencia de genes en las células y, sobre todo, 
la producción 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 traducción de tales mensajeros. 

Un aspecto que se está estudiando arnpliamen- 
te en la respuesta inmune es su dicotomia en 
respuestas de tipo celular, mediadas por linfocitos 
Thl y respuestas de tipo Abs, mediadas por linfo- 
citos Th2. Una forma de abordar dicho estudio es 
determinando la frecuencia y localización 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 IL-6. Con MAb contra estas 
interleucinas es posible cuantificar las células tipo 
Thl y Th2 en un tejido usando IHQ y AIC. También 
se puede determinar el número de estas células 
usando sondas de cDNAcontra dichas interleucinas 
y hacer la misma cuantifi-cación por HIS. Ambas 
aproximaciones se están empleando en nuestro 
laboratorio en el estudio de la respuesta inmune 
intestinal a la fase entérica del parásito Trichinella 
spiralis en el cerdo. 

Evaluación de la respuesta inmune local in vitro 

El estudio funcional de la respuesta inmune 
mucosal ha tomado más tiempo en desarrollarse, 
principalmente debido a las limitaciones tecnológicas 
de hasta hace unos pocos años. Un escollo particu- 
larmente importante fue la obtención de poblaciones 
celulares representativas del tejido mucosal. Al cono- 
cerse con exactitud su estructura y el número de 
células albergadas en el tejido, por medio de IHQ y 
AIC, se pudieron desarrollar métodos eficientes para 
la separación de células que incluyen tratamientos 
con agentes quelantes y enzimas proteolíticas. 

Para cumplir con el segundo objetivo de la 
investigación del sistema inmune local, existen 
una gran cantidad de herramientas técnicas. Las 
más usadas actualmente en el CINVESTAV son la 
citofiuorometría de flujo (FACS), el cultivo de célu- 
las obtenidas de la mucosa, la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR). ensayos inmunoenzimá- 
ticos como ELlSAen mancha y la electrofisiología. 

Una vez obtenidas las poblaciones celulares de 
los diferentes compartimientos mucosales (epitelio y 
lámina propia), se analizan por FACS, para conocer 
su fenotipo y proporción, así como para detectar 
cambios en esos parámetros entre animales norma- 
les y parasitados y se cultivan in vitro con técnicas 
convencionales. El cultivo se realiza con Ags de 
interés y se espera la activación de células reactivas 
comwarándose dicha reactividad entre los animales 
nokales y los infectados. De esta manera se evalúa 
la resouesta inmune local a Aas de Trichinella spiralis 
y de ' ~ntamoeba histolytica-en distintos modelos 
animales. Estos estudios se complementan con la 
medición 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 infección o inmunización 
empleando técnicas como ELISA e inmunoelectro- 
transferencia (Western blot). 

Otra forma de abordar estos estudios es me- 
diante la detección de los productos del cultivo por 
técnicas más sensibles como la PCR. Tal es el 
casode ladetección de RNAm para IL-2e IL-4a partir 
de los cultivos de células de animales parasitados 
con Trichinella spiralis. Esta herramienta técnica 
nos permite conocer lo que ocurre después de que 
las células extraídas de la mucosa intestinal se 
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XI. Nueva herramientas en el diagnóstico y en la 
identificación de parásitos del género Trichinella 

Lilian Yépez-Mulia* 

Trichinella spiralis es un nemátodo parásito 
causante de la triquinelosis, enfermedad que tiene 
amplia distribución en todo el mundo, constituyen- 
do un problema de salud tanto médico como vete- 
rinario. La fuente principal de transmisión de la 
enfermedad es la carne de cerdo infectada con la 
larva muscular de este parásito, aunque existen 
casos de triquinelosis relacionados con el consu- 
mo de carne de oso, caballo y animales silvestres. 
En particularen México. se han reportado diversos 
brotes de triquinelosis en diferentes localidades de 
la República Mexicana.', 2, Recientemente, se 
documentó un brote de triquinelosis en ciudad 
Delicias, Chihuahua, que involucró a 166 personas 
y se originó por consumo de chorizo mal co~ ido .~  

La detección de cerdos infectados con Trichine- 
Ila spiralis constituye un aspecto importante en el 
desarrollo de medidas de control y erradicación de 
esta parasitosis. Aeste respecto, el diagnóstico de 
la triquinelosis porcina se realiza en los rastros 
mediante triquinoscopia. Este método se basa en 
la detección directa del parásito en músculo, sin 
embargo, el tamafío tan pequeño de la muestra 
que se analiza, restringe la detección del parásito 
en el músculo de animales aun con cargas parasi- 
tarias altas y por tanto animales con cargas para- 
sitarias bajas pueden pasar inadvertidos. 

Una alternativa a la detección directa del pará- 
sito, son los métodos serológicos. por medio de los 
cuales se determina la presencia en el suero u 
otros fluidos corporales de anticuerpos especifi- 
cos contra el parásito. El ELlSA es uno de los 
métodos más ampliamente usados que permiten 
el diagnóstico de triquinelosis porcina de manera 
sensible. Sin embargo en este tipo de ensayos, la 
utilización de extracto total de la larva muscular de 
Trichinella spiralis aumenta la inespecificidad del 
ensayo, ya que existen reacciones cruzadas con 
antigenos de otros parásitos. 

Por otro lado, diversos estudios han demostra- 
do en ELlSA el valor diagnóstico tanto de los 
antigenos de superficie como de los productos de 
excreción/secreción de la larva muscularde Trichinella 
spiralis, los cuales confieren una detección sensi- 
ble y especifica de cerdos infectados con Trichinella 
spiralis en condiciones experimentales y natura- 
les, ofreciendo perspectivas reales en el diagnós- 
tico de triquinelosis porcina. 5,6(Figura 1). 

La evaluación de estas moléculas en poblacio- 
nes abiertas requiere de su producción en grandes 
cantidades, quesea rápida y de bajo costo. En este 
contexto, la obtención de los componentes de su- 
perficie y de excreción/secreción de Trichinella 
spiralis, se puede realizar mediante métodos bioqui- 

' UIMEIP-Pediatrla Centro Médico Nacional Siglo XXl, IMSS. 
Correspondencia y solicitud de sobretiros. Dra. Lilian Yepez Mulia, UIMEIP-Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Avenida 
Cuauhtémoc 330, Colonia Doctores, 06725, México, D. F. 
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micose inmunoquímicos, sinembargo, el rendimien- 
to de éstos puede ser un obstáculo para su obtención 
constante y en cantidades suficientes para su uso 
a gran escala. Una alternativa a estos métodos 
consisteen la aplicación de herramientas moleculares 
para la obtención de péptidos recombinantes me- 
diante la donación v expresión de nenes aue codifi- 

nocida por sueros de cerdos infectados experi- 
mentalmente con Trichinellaspiralis. Sin embargo, 
la sensibilidad del ensayo sevió reducida debido a la 
presencia de anticuerpos dirigidos contra beta ga- 
lactosidasaen los suerosde animales no  infectado^.^ 

can para antígenoc c o i  potenciaidiagn6stico. 

Figura 1 Va ores de aens#dao 6ptica (O O ) obren dos con sueros de 
cerdosaetraspatioen ELiSAemp eandotresd ferentespreparaclones 
antigenicas de la larva muscular de Trichinelia spiralrs: a) extractos 
totalessolubles. b~antioenosdesu~erñcie~urificadosconelanticuemo . " 
monocional hlM-M1 c) antlgenk de &crecdn secrecfon Como 
controles se Lti'izaron sueros de cerdos no n!ectados iC) y S-erosae 
cerdos infectados experimentalmente con Trichinella spiralis (I), 
Ascarls suum (A. s.) o Trichuris mis (T. s.). Los cerdos de traspatio 
provenian deToluca. Edo. de México O, Paso de Ovejas. Veracruz 
(PO) y Paracho. Michoacán (P). Tomado de Arriaga y cok 

En este contexto, en nuestro laboratorio se pre- 
paró un banco de expresión de la larva muscular de 
Trichinella spiralis en el vector lambda g t l l .  A 
partir de este banco se seleccionaron cuatro clonas 
recombinantes (Ts-1, Ts-2, Ts-3 y Ts-4), las cuales 
expresan proteinas hibridas con pesos moleculares 
entre 118 y 121 kDa. Asímisrno, se determinó me- 
diante el empleo de anticuerpos seleccionados con 
las proteínas de fusión producidas por las clonas 
seleccionadas, que éstas comparten determinan- 
tes antigénicos con los antigenos de superficie de 
la larvamuscular de Trichinella spiralis (Figura 2). 
Las proteínas de fusión se purificaron y se proba- 
ron en ELISA, demostrándose que el péptido re- 
combinante producido por la clona TS-3 era reco- 

Figura 2. Determinación de las proteinas nativas de Trkhinella 
spiralis, que comparten determinantes aniigenicw con los péptidos 
recombinantes exDresados Dor las clonas TS-l. TS-2, TS-3 v TS-4. 
Los extractos lola es de a arva muscJ ar ae parasito se separaron 
eectroforer camenie en geles de acr amiaa a 10% en presencia de 
SDS y se transfirieron a papel de nltrow L osa (NC) Posterlormenle 
las tiras de NC se incubaron con los anticuer~os seleccionados con 
las clonas recomb.nantes Como control se nclLyeron ant c-erpos 
se ecc onadoscon lambdagill (C) E pesomo ecL araelasproteinas 
empleadas como marcadores se indican a la izquierda de la figura. 

Posteriormente, con la finalidad de expresar y 
purificar eficientemente el péptido recombinante 
de Trichinella spiralis , además de obtenerlo fusio- 
nado a otra molécula que no interfiriera con la 
especificidad y sensibilidad del ensayo, se proce- 
dió a subclonar el inserto de cDNA de la clona TS- 
3 en el vector pGEX-3X. Este vector expresa el 
péptido de interés fusionado a la enzima glutation- 
S-transferasa, la cual permite la purificación del 
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peptido de fusión mediante cromatografia de afini- 
dad empleando al sustrato de la enzima. Asi, el 
péptido recombinante se purificó y se probó en 
ELlSA empleando sueros de cerdos infectados 
natural y experimentalmente con el parásito. Como 
controles se incluyeron sueros de cerdos infecta- 
dosexperimentalmentecon Ascarissuurn, Trichuris 
suis o Cysticercus cellulosae. El ensayo desarro- 
llado tuvo una sensibilidad del 81% y una especi- 
ficidad del 100°/o, sugiriéndose el uso potencial de 
este péptido recombinante en el diagnóstico de 
triquinelosis porcinas (Figura 3). 

Por otro lado, el diagnóstico de la presencia de 
Trichinella spiralis, se puede realizar mediante la 
detección del material genético del parásito em- 
pleando sondas de acidos nucleicos. 

Figura 3. Análisis electroforetico del peptido recombinante purificadc 
de la dona TS-3. La purificación de la proteina de fusion expresada 
en el vector pGEX-3X se llevó a cabo mediante una columna de 
sefarosa 46 acoplada a giutetion y se analizo en geles de acrilamida 
al 10%en presencia deSDS (carril 3) Comocontrol seincluyo la GST 
de la dona parental purificada siguiendo el mismo me!odo (canil 2). 
El peso molecular de las proteinas empleadas como marcadores 
(carril 1) se indican a la izquierda de la figura 

Así, Dupouy-Camet y ~ 0 1 s . ~  demostraron la 
presencia de Trichinella spiralis en ratones infectados 
experimentalmente mediante el empleode oligonu- 
cleótidos complementarios a la secuencia repetida 
de 1.7 Kb de Trichinella spiralis, en un ensayo de 
PCR. El uso de esta sonda permitió la detección 
específica de la infección con Trichinella spiralis y 
no las que ocurren con otras especies de Trichinella 
como Trichinella nativa. En consecuencia, el em- 
pleo de esta sonda podría ser de utilidad en el 
diagnóstico de triquinelosis porcina (Figura 4). 

F i g ~ r a  4 Eva Jac 6n por ELlSA de pept do recombinanle ae la c ona 
TS-3suoclonaooene veclorpGEX-3Xene diagnost cooetrqLineosis 
porcina Muestras de sueros de cerdos infedados natural y 
experimentalmente con el parasito (SCI) se diluyeron 1:100 y la 
proteina de fucion se empleó a una concentracion de 5 uglml. Como 
contralesseincluyeronsuerosdecerdosnoinfectadoscon Trichinella 
soiralis ICl v sueros de cerdos infectados ex~erimentalmente con 
Ascar ss~urn(A s ) Tr!chonssus(T s ) y  Cjsr!cerc~scellulosae(C c ) 
-a "ea pbnleada indca e va OrOecortP para as miestrasposltlvas 

Recientemente, Dick y c~ls.'~prepararon oligonu- 
cleótidos complementarios a secuencias presen- 
tes en la clona pPRA (la cual contiene el fragmento 
de 1.6 Kb) con la finalidad de identificar mediante 
PCR aislados de Trichinella spiralis provenientes 
de muestras de músculo de cerdos infectados con 
la larva muscular del parásito. Mediante el uso de 
esta sondafue posible detectardesde una larva en 
el tejido muscularde cerdos, además no sedetectó 
amplificación de esta secuencia en aislados prove- 
nientes de animales silvestres, siendo entonces 
especifica para aislados porcinos. 
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Por otro lado, la utilización de sondas ha permi- 
tido determinar el tipo de Trichinella predominante 

msTlTlTSTZT2T3T3T3T3T4T7T7 ? ? 
en animales silvestres de diferentes localidades. 
De esta forma, Zarlenga y c o l ~ . ~ l  seleccionaron a 
partir de un banco genómico de un aislado de ,,,,- 
Trichinella T5 proveniente de un oso negro. una 1.3 kb, 

clona que contiene un inserto de 482 b i  Al em- kb,; 
plearseesta secuencia como sondaen ensayosde 
hibridación con aislados de Trichinella spiralis no 1 
hubo reactividad cruzada. Además, al estudiarse 
la prevalencia de Trichinella T5 en animales silves- 
tres en Indiana, EU, se evidenció que éste es el 
genotipo predominante en esta localidad. 

Avances recientes en técnicas rnoleculares in- 
cluye el desarrollo de una adaptación al PCR, la 
cual se conoce como amplificación al azar del DNA 
polimórfico (RAPD). Esta técnica es fácil de reali- 
zarse y no se requiere tener información acerca de 
la secuencia a amplificarse, sino que al azar se 
amplifican diversas secuencias mediante el em- 
pleo de oligonucleótidos sintéticos de 10 pb. 

Aeste respecto, Dupouy-Camet y ~01s. '~ proba- 
ron mediante un análisisde RAPD-PCR, 9 oligonu- 
clétidos con la finalidad de identificarlas diferentes 
especies reconocidas de Trichinella másel genotipo 
T5 y otros dos aislados los cuales no habían sido 
identificados. Con uno de los oligos se obtuvieron 
patrones de bandas caracteristicos de cada espe- 
cie, observándose que T5 era muy semejante a 
Trichinella nativa y a Trichinella britovi. Los aisla- 
dos no identificados, mediante este análisis se 
clasificaron como Trichinella britovi, lo cual fue 
confirmado posteriormente por un análisis isoenzi- 
matico (Figura 5). 

Con base en lo anteriormente expuesto, es 
evidente que la aplicación de herramientas 
moleculares al estudio de Trichinella permite me- 
diante el empleo de péptidos recornbinantes y de 
sondas de DNA, el diagnóstico sensible y especi- 
fico de la triquinelosis porcina tanto en rastros 
como en el campo, contribuyendo al conocimiento 
de la prevalencia de la triquinelosis porcina en 
México. Asimismo, el empleo de sondas en estu- 
dios epidemiológicos de Trichinella spiralis, resulta 
útil para seguir la transmisión del parásito entre los 
cerdos domésticos y animales silvestres. los cua- 
les son reservorios importantes de triquinelosis e 
implementar entonces medidas adecuadas para el 
control de esta parasitosis. 

Figura 5. Productosdeamplificaci6ndel DNAobtenidosdediferentes 
especiesyaisladosde Tnchineliaempleandola t6cnicadeampIifif cación 
al azar del DNA poiimórfico (RAPD). El DNAde aisladosde Trichinella 
spiralis (TI). T5 (TS), Trichinella nativa (T2). Thhineila britovi (T3), 
Trichinella pseudospiral~s (T4) and Trichinella nelsoni (T7), asi corno 
de dos aislados no identificados se amplificó mediante RADP 
empleando el oiigonucleótido B (TGGTCGCGGC), los productos 
obtenidos se separon en un gel de agarosa al 1.4%. Tomado de 
Dupouy-Camet y cok l2 
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