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Introduccién.

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular que en humanos inmunodeprimidos causa coriorretinitis, dafios en
diversos 6rganos y en casos extremos la muerte del enfermo. 7. gondii invade activamente a todo tipo de células
utilizando diferentes mecanismos como son: la motilidad por deslizamiento, la extrusion del conoide y la
secrecion de componentes. En etapas tempranas de la invasion activa, el taquizoito inicia la motilidad por
deslizamiento sobre la membrana de la célula blanco, seguido por la adhesion mediada por proteinas MIC
secretadas desde los micronemos [1]. Una vez que el parasito entra en contacto con la superficie celular
proyecta hacia fuera el conoide (un organelo apical con capacidad contractil) [2]. Consecutivamente se secretan
el contenido de las roptrias alterando la integridad de la membrana del huésped lo cual es aprovechado por
parésito para ingresar a la célula a través de una horadacion de menos de 1 pum mediante la constriccion de su
cuerpo y movimientos de tipo tornillo, alojandose en una vacuola parasitofora en donde proliferan por
endodiogénia [3]. Bajo condiciones probablemente determinadas por la saturacion del espacio en la vacuola
parasitofora, la membrana de la célula huésped es permeabilizada activando a los taquizoitos para abandonar a
la célula infectada con su respectiva destruccion [4]. Los mecanismos de regulacion intracelular en la invasion-
exteriorizacion incluyen la participacion de calcio [5]. Sin embargo, el papel de eventos claves como la
fosforilacion de proteinas en la regulacion intracelular de los mecanismos de diseminacion de 7. gondii son
escasamente conocidos.

PKC es una familia de proteinas cinasas de serina-treonina ampliamente distribuidas y que participan en diversos
eventos celulares como motilidad, secrecion, cambios en el citoesquelto, proliferacion y apoptosis. En este
trabajo, evaluamos la presencia de PKC en taquizoitos de 7. gondii asi como su distribucién y funcionalidad
durante la invasion activa. Nuestros resultados muestran la presencia de una isoforma de PKC a nivel del
conoide de los taquizoitos la cual pudiera ser fosforilada y activada durante la activacion de los mecanismos de

invasion-egreso de Toxoplasma gondlii.

Objetivo.
Evaluar la presencia de isoformas de PKC asi como su posible papel durante la invasion celular en taquizoitos

de T. gondii.

Metodologia.

1) Parasitos. La cepa virulenta RH de 7. gondii fue propaganda como taquizoitos mediante inoculaciones
intraperitoneales en ratones BALB/c.

2) Extrusion del Conoide. Los parasitos fueron expuestos a etanol durante 30 seg fijados y procesados para

microscopia confocal como se indica adelante.



3) Ensayos de invasion celular. Células Hep-2 fueron infectadas por adicion de taquizoitos frescos e incubadas
por 2 hr a 37° en una atmosfera de 5% de CO..

4) Exteriorizacion. Células HEP-2 infectadas con taquizoitos por 24 hr fueron expuestas a 1 uM del iondéforo
para calcio A23187, fijadas con formaldehido y procesadas para microscopia de fluorescencia.

5) Inmunofluorescencia. Taquizoitos extracelulares o células HEP-2 infectadas a diferentes tiempos fueron
fijadas y permeabilizadas con formaldehido y NP40 por 30 min, bloqueadas con suero fetal e incubadas en
presencia de los anticuerpos primarios anti-PKCoa y anti-fosfo-PKCoflIl. Las células fueron lavadas e incubadas
con los anticuerpos secundarios correspondientes. Imagenes de fluorescencia fueron adquiridas en la unidad de

microscopia confocal del CINVESTAV-IPN.

Resultados.

La isoforma o de PKC fue detectada mediante Western Blot en extractos proteicos totales de Toxoplasma gondii
asi como por microscopia de fluorescencia. Inicialmente se evalio la ubicacion de esta proteina en 3
condiciones; taquizoitos inactivos (PBS), taquizoitos activados para extrusion del conoide (EtOH) y taquizoitos
expuestos a un activador de PKC (PMA). En las 3 condiciones la PKC se encontré ubicada en la region
perinuclear y de manera muy interesante en la region que corresponde al conoide. Debido a que la extrusion del
conoide es un evento clave en la invasion celular, la ubicacion de PKC a nivel del conoide sugiri6 la
participacion de esta proteina en los procesos de invasion celular. Otros resultados nos indicaron que la
fosforilacion de PKC a nivel del conoide se lleva a cabo durante la extrusion del conoide, la invasion celular, asi
como en la exteriorizacion de los taquizoitos, no asi durante la proliferacion intracelular. Los inhibidores
especificos de PKC como son BIM Iy G66983 bloquearon de manera importante la invasion celular activa de

Toxoplasma gondlii.
Conclusion.

PKCa es fosforilada, activada y probablemente sea una proteina clave en la trasduccion de sefiales que se activan

durante los mecanismos desarrollados durante la invasion-egreso de Toxoplasma gondii en sus células huésped.
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