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RESUMEN

Las Leishmaniasis son enfermedades humanas que actualmente ocasionan grandes
problemas de salud pdblica. En el hudsped vertebrado el pardsico se desa-
rrolla dentro de los macréfagbs. Los mecanismos que le perﬁiten a Leishmania
parasitar los fagocitos humanos, los cuales estan altamente capacitados para
endocitar y destruir microorganismos, son desconocidos.

El propdsito de la presente investigacién, fue contribuir al estudic de los
eventos iniciales de la infeccién entre macréfagos y leishmanias, que posi-
blemente sean criticos en el establecimiento de esta enfermedad.

Con 1a finalidad de determinar si los promastigotes de Leishmania se aso-
ciaban con componentes de matriz extracelular, se realizaron incubaciones
"in vitro" de promastigotes con secciones de piel de ratén. Utilizando el a-
zul alciano, un colorante especifico de GAGs (componentes de la matriz extra
celular de la piel), obtuvimos una {indicacién cualitativa de que éstos
estaban siendo removidos. Por otro lado, mediante el uso de la safranina O
vy un metddo microespectrofotométrico (para cuantificar GAGs), observamos una
reduccidén de cerca del 50% de concentracidn de coleorante a las 3y & hrs.,
respecto‘a una muestra control de tejido normal, la cual se incrementé hasta
en un BO% en las interacciones de 48 hrs. Se utilizaron matrices de
coldgena I incubadas con Leishmania, para observar si el pardsito degrédaba
este componente. Midiendo indirectamente la concentracidn de la colagena
con rojo sirio, obtuvimos una degradacidn de hasta 1 pg por gel.

Se.conoce gue cierfos componentes de la matriz extracelular pﬁeden influir
en pracasés celulares de otros sistemas. Para conocer si la colégena

inducia la diferenciacién extracelular de j~s promastigotes, después de



realizar interac:ioﬁes de éstos con matrices de coldgena I, se hicieron
determinacicnes de movilidad electrofdretica, que mostraron un incremento en
Ta carga superficial negativa.de 1os promastigotes, lo cual sugiere un
- cambio en las propiedades de superficie de los mismos.
Para determinar cambios antigénicos en la superficie de los pardsitos duran-
te la infeccidn "in vitro” de macréfagos peritoneales, se hizd un seguimien-
to de dstos, marcdndolos con anticuerpos policlonales, desde 2 hasta 48 hrs
'de infeccidn. Durante este tiempo, 1los antigenos del pardsito no sufrieron
ninguna alteracién evidents, lo que indicéd que posiblemente otros factores

" esten involuzrados en la sobrevivencia y diferenciacion de los pardsitos.



INTRODUCCION.

Existen varias especies de protozoarios pardsitos de la familia
Trypanosomatidae, de importancia médica y biolégica por ser organisesos
patégenos del hombre y otros vertebrados. Estos pardsitos producen
enfernedades denominadas exdticas y son predominantes en regiones tropicales
y subtropicales del mundo, como la enfemedad de “Chagas® producida por

Trypanosoma cruzi y las Leishmaniasis (24).

1. Aspectos generales della Leishmaniasie.
Epidemiologia.

Las Leishmaniasis son enfermedades producidas por protozoarios del
genéro iLeishmapia, que s han descrito en cerca de 74 paises de todos los
continentes, excepto en Australia (24). Esta enfermedad afecta a 32
millones dé individuos en Africa, Asia y Latinoamérica, produciéndo 5000

muertes y 4000 casos nuevos repartados cada afio (26}57).

Posicion taxondmica. ‘
El gendro Leishmania s encuentra clasificado dentro del siguiente

grupo taxondmico, de acuerdo a Levine y cols. 1980 (58):

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora Honigberg vy BAIamuth,l?bS
Bubphylums Mastigophora Diesing, 18664

Claser, Zoomastigophorea Calkins, 1909

Orden: Kinetoplastida Honigbera, 19633 Vickerman, 1974



IN]

Suborden: Tripanosomatina Kent, 1880
Familia: Trypanosomatidae Doflein,1901; Grobben, 1905

Género: Leishmania Ross, 1903.

Biologia de Leishmapia.

Durante su ciclo de vida, las leishmanias se desarrocllan en dos formas
estructural y fisioldgicamente distintas: el promastigote y el amastigote.
El promastigote se caracteriza por ser un organismo upicelular flagelado en
forma de huso y con dimensiones variables (de 10 a 15pm de longitud y de 1.5
a 3.4pm de diametro), que vive extracelularmente en el sistema digestivo del
vector invertebrado (insecto del genéro Phlebotomus en el viejo mundo, 6
Lutzomyia en el Nuevo Mundo) y es la forma comin cultivada en el_labnraturio
(61} E1 amastigote es de forma oval o redondeada (de 2 a 4pm de diametro),
posee un rudimento de flagelo confinado al reservorio flagelar vy viv.e

exclusivamente en el interior de los’ fagocitos mononucleares del sistema

reticuloendotelial del huésped vertebrado (hombre u otro vertebrado) (24).

éiolog;’a Celular ‘

Con diferencias menores, todas lasl especies de I_..eishmankia’ tienen ca-
racteristicas morfoldgicas y ultraestructurales comunes. En general, se han
descrito upa gran variedad de organelos presentes en asbos estadios coﬁul ‘la'
mepbrana plasmdtica, un sistema microtubular con cuatro tipos funcionales de
microtdbulos, reservorio flagelar, complejo mitocondria-cinetoplasto, cuerpo
basal, aparato de Golgi, nicleo, nucledlo, reticulo endoplasmitico rugoso y

liso, lispsomas y una gran cantidad de vacuolas (24),



REPRESENTACION ESQUEMATICA DE {.A ULTRAESTRUCTURA

DE

L EISHMANIA
F= f]agelo, G= Aparata de Gng1, K= cinetoplasto,
M= mitocondria, R= reservorio f]age]ar, N= nicleo,

RE= reticulo endop1asmatuo , st= sistema mlcrotubular,
V= vacuola.



Ciclo de Vida.

Los promastigotes son transmitidos por el insecto vector al ser inocu-
lados subcutdneamente en la piel.del huésped (hombre u otro vertebrado).'
Posteriormente son endocitades por los macrdfagos que recurren a ‘la dermis
del huésped, y quedan alojados en el interior de vacuolas parasitéforas. Ahi
pierden su flagelo, se diferencian en formas amastigotes y se multiplican
por mitosis hasta provocar la 1isis del macréfago. Los amastigotes son
entonces liberados 'al medio extracelular donde pueden ser endocitados
nuevamente por los fagocitos adyacentes (85).

Cuando un insecto se alimenta de un huésped infectado, ingiere junto
con la sangre macrdfagos parasitados y amastigotes libres, que se diferen—
cian a promastigotes en el tracto digestivo del insecto (&6), y comienzan a
dividirse por fisidn binaria, El pardsito coloniza primero la parte pnste-.
rior o media del intestino, se adhiere a las microvellosidades de las célu-
las epiteliales a través del flagelo y forma agregados. Finalmente los pard-
sitns  son expulsados junto con la saliva del insecto vector al sﬁccionar la
sangre de otro vertebradd (26). En todos los tasos las infecciones pueden
ser t(ansmitidas dgl hombre a dna gran variedad de reservorios animales. Los
reservorios del pardsito en 1a naturaleza son: edentados, roedoresy .
carniyoro5 (18,26} . -

Una de las caracteristicas mds relavantes en la Leishmaniasis, es 1la
capn:idad‘ que tienen los pardsitos para infectar y desarrollarse dentro de
los macrdfagos,‘ que son células del sistema inmune célular del huésped. De
las observaciones realizadas en in*eccioneé "in vitro", se ha propuesto la
existencia de varios eventos importantes durante esta etapa que son: 1) el

reconocimiento y 1a interaccién entre macrdéfagos y leishmanias, 2) el
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Am amastigotes, B Células cebadas, C coldgena, F fibroblas-
to, GAG Glicosaminoglicanos, Mg Macrffago, MEx Matriz Ex-

tracelular, P proteoglicanos, Pm promastigotes.



proceso de endocitosis del pardsite por el macrdfago, 3) la diferenciacidn y

- division de Leishmania y 4) la sohrevivencia intracelular (1,12,24,27).

1) Reconocimiénto y unidn entre promastigotes y macréfagos.

Cuando el paradsito entra al huésped vertebrado no interacciona directa-
mente con los fagocitos mononucleares, sino hasta después de un determinado
tiempo, esto hace suponer que ambas células deban poseer algin mecanismo
para atraerse. A pesar de que se ha sugerido que los promastigotes de L.
mexicana (41), buscan activamente sus células hudspedes, se ha dado poco
apoyo experimental a esta suposicién. Tampoco se han encontrado evidencias
de que los pardsitas utiicen una via quimiotdctica para atraer a los
macréfagos.

Se sabe que la unidn de materiales extrafos a los macrdfagos es mediada
por fuerzas electrostdticas. Esta unidn es potenciada si a tales materiales
se leé acoplan moléculas que son recnnpcfdas por receptores localizados en
la superficie del macréfago. Asi por ejemplo, la protéina €3 del
complemento y la fraccidén Fc del las inmunoglobulinas'(lge) reconocen
receptores de la membrana del macrdfago (19).

De estudios’ “"in vitro® realizados con diferentes especies de
Leishmania, la unién de promastigotes a macréfagos ocurre por lo meﬁas me~
diante dos vias, una independiente de suero y otra que lo requiere (26,64);

.En algunas especies de Leishmania la unién a macréfagos es potenciada
a bajas concentraciones de suero (4%), obteniendo un incremento en ésta de
hasta 5 veces respecto a los controles. Uttiizando un anticuerpo monoclonal

(anti C3b), se observé que las proteinas C3 del complemento se adherian a la

superficie de los promastigotes, tanto en forma activa como inactiva. De.. . - . .



acuerdo a las anteriores ohservaciones se sugirid que los prcmastigutgs se
recebren con esta proteina y entonces son reconocidos por los receptores del
macréfago para posteriormente ser endocitados (64).

En 1a unién independiente de suero |Leishmania inicia sus interacciones
con la célula huésped estableciendo contactos de sus superficies celulares a
través de moléculas que funcionan como receptores de la membrana plasmitica
(12,26,27). Esta se produce entre ligandos especificos de la superficie del
promastigote (glicoproteinas, glicolipidos 0 4dzucares con terminales de
sacaridos o dcido sidlico) que se unen a receptores glicoproteicos del
macréfago {por ejem. un receptor manosa-fucosa) (25).

Estp ha sido demostrado por 1a inhibicidn de la unién de ieishmanias a
macrdfagos mediante ensayos det unién competitiva de ligandos con lectinas
(Con A, WGA, RCA); utilizando azucares como: D-manosa, N-acetil glucosamina,
D-glucosa, L-fucnsay 6 por unidn de ligandos con glicosidasas como la «
mannsidasé, a N-acetil-D-glucosaminidasa, A-glucosidasa (12).

Bray (1983) demostrd que los promastigotes de L. m. mexicana se unen
mediante un ligando semejante a la aglutinina de germen de trige a un
receptor que contiene un residuo de N—acefil glucnsamiﬁa sobre la superficie
del macrofago y que requiere de Ca*t y Mg** para gue ocurra la unidn
(12,25). Hasta el momento se desconoce si los amastigotes utilizan: las

mismas vias de unién que los promastigotes.

2) Endocitosis de Leishmania por el macréfago.
La unidén pardsito-fagocito es un prerequisito inicial para la
endocitosis en la infeccidn de macrdfagos por promastigotes de L. mexicana.

Blackwell & Alexander, 1983 sugieren que tanto el receptor C3b como el
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receptor manosa-fucosa, que pusiﬁlemente median la unidn, se necesitan para
una endocitosis dptima de los promastigotes por los macr&fagos (12).

La actividad fagocitica del macréfago es muy importante en este evento,
debido a que el promastigote no aporta energia durante su internalizacidn, y
es estimulada probablemente por la compatibilidad de la superficie celular
del paradsito para la adhesién del mismo, y por la motilidad de los
promastigotes que incrementan las oportunidades de contacto (26). EIl
mecanismp motor para este proceso es proporcionade por 1a actina y miosina
del citoesqueleto del macrdéfagn. La incubacidn previa de macrdéfagos con
citocalasina B, droga que inhibe la accidn de los microfilamentos, reduce
considerablemente l1a endocitosis de promastigotes por los macrdfagos (5).

Aikawa (2), sugirid que los pardsitos entraban a la célula huésped por
el extremo anterior, donde se localiza el flagelo. Otro autof (84), reporté
también que los parasitos se unen a lo célula hudsned nredominantemente por
el flagelo. Sip embargo, por estudiu; posteriores se ha observado que el
promastigote no es endocitado por el macréfago con una orientacidn
especifica, sino que se adhieren y'entran aélen forng azerosa (3,23).

También se ha postulado gue el parésito es intrnducido al interior del
macroéfago por un mecénismo de 'iagoci{osis facilitada” (12), que culmina con
la localizacidén del pardsito en la vacuola parasitéfora que se fusiona sub-
secuentemente con los lisosomas (6,27). Es£os descargan su contenido enzimnd~
tico denéro de las vaﬁuolas, ‘sin afectar importantemente a las leishmanias,
va que éstas continuan desarrollando su ciclo de vida intracelular (37).

3) Sobrevivencia intracelular del parasito.
La causa por la cual los pardsitos son capaces de resistir los efectos

del contenido enzimdtico de los lisosomas es desconocida. Algunos autores



(27,59) han tratado de explicar la sobrevivencia de los pardsitos dentro de
los macréfagos, sugiriendo varias hipétesis. Asi por ejemplo, se ha
propuesto que las glicoproteinas y polisacdridos de la membrana del pardsito
actdan comop una barrera mecdnica de proteccion.

Los promastigotes tienen la capacidad de secretar metabolitos de
naturaleza anidnica denominados factores de excrecidn (FE)(4B,66). Estas
moléculas que son polisacaridos y glicoproteinas, ricas en carga negativa,
posiblemente tienen un papel importante en la evasién de la respuesta inmune
del huééped, proporciondndole de alguna forma proteccidén al pardsito contra
las enzimas lisosomales. Su efecto podria ser la inhibicidn directa de 1las
enzimas (7,38), o modificando el pH intralisosomal (21). Los estudios
experimentales sdélo han demostrado la inhibicién de una de las enzimas, de
cuatro ensayadas. En relacién a los posibles cambios en el pH

intralisosomal, se ha obhservado qué las vacﬁolas parasitoforas se acidifican
rdpidamente durante la infeccidén con Leishmania, lo cual tambieén hace poco
probable la validez de esta hipétesis (28).
':Otru de los efectos que se han propuesto de los factores de excrecién es
~que ellos influyen en el proceso de endocitosis del parasito por el
macréfago, actuando como reguladores en l1a velocidad de penetracién del
pardsito y permitiéndo su diferenciacién (49), o

No se conoce si la diferenciacién es el evento principal que le confie-
re a Leishmania la capacidad para resistir los mecanismos de destruccidén de
la célula huésped sin embargo, se ha ohservado que las amastigotes son sids
infectivos a macréfagos que las formas promastigotes en infecciones "in
vitro", 16 gue sugiere de alguna forma que posiblemente exista una diferen-

ciacidn extracelular o previa a la endocitosis, hacia la forma amastigote,
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3) Diferenciacidn y divisidn celular.

La diferenciacidén intracelular de la forma pronastigéte a la
amastigote, ocurre segin estudios "in vitro*, aproximadamente en 24 hrs
'después de ser endocitados (5,42,50). La diferenciacién puede ser
ocasionada o estimulada por un ambiente héstil, con el cual el pardsito esta
en contacto una vez que ha sido endocitado. &e ha determinado que el inicio
de esta diferenciacién depende de un cambio en la temperatura (de 27 a 35°C)
y de otros factores desconocidos (26). Se han observado diferencias
antigénicas entre los dos estados de vida (43), asi como cambios antigénicos
durante su diferenciacion (28). Los cambios ocurridos en la diferenciacidn
no son ‘5610 a nivel morfolégico, sino gue implican tambiép cambios en las
propiedades antigénicas, y en su metabolismo asi como diferencias en la
expresion de ciertos carbohidratos de superficie entre ambos estados,
Ademds de las diferencias bioguimicas en su metabolismo (44), se ha
observado un cambip drastico en la biosintesis de tubulina durante la
diferenciacién de estado promastigote él amastigote (42f.

Posteriormente los pardsitos se multiplican por aitosis hasta provocar
1a lisis del macréfago y son liberados al medio extracelular donde pueden
ser fagocitados nuevamente por las células adyacentes (85). Los eventos

subsecuentes de la infeccién dependen de la especie involucrada.

11. Superficie celular del pardsito,
Otro de los aspectos mds sobresalientes de la Leishmaniasis es que los
parasitos bueden desarrollarse dentro de los macréfagos. Estos fagocitos

estan especialmente equipados para destruir microorganismos invasores y
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realizan funciones importantes en otros eventos de la inmunidad del huésped.
Asi, los macrdéfagos funcionan como la célula hudsped del pardsito y como
célula reguladnra o efectora de la respuesta inmune celular. El
mantenimiento de éstas células en medios de cultivo después de ser extraidas
de 1a cavidad peritoneal de ratones susceptibles a la infecidn, ha pernitido
el estudio expérimental de las interacciones huésped-parésito (246,52).

La infeccién "in vitro” de macréfagos cultivados se ha utilizado para
estudiar: mecanismos de infeccién a nivel celular y molecular, la actividad
de destruccién del macréfago bajo la influencia de factores ineunes y la
eficiencia de los agentes quimioterapéuticos y la posibilidad de mantener y
producir amastigotes "in vitro®(26).

El estudio de la superficie celular del pardsito ha recibido especial
atencidn, debido a que esta estructura recibe sefales medioambientales
importantes que pueden ser traducidas en cambios de la superficie celular y

en el proceso de diferenciacién del pardsito (3b6). |

Caﬁgs superficial.

La carga superficial de una célula eucarionte esta determinada por 1la
naturéleza y el nimero de grupos ifnicos sobre l1a membrana celular, asi coso
por las propiedades del medio en el cual se encuentran (49). Estudios
previos demostraron que la earga superficial negativa de una célula se debs
a la presencia de grupos carboxilo, sulfato, fosfato y &cido sidlico
expuestos sobre la membrana (356).

Se conoce que los promastigotes de Leishmania poseen una carga superfi-
cial negativa neta (8,36,50). A pesar de gque los grupos funcionales respon-

sables de la carga superficial de Leishmania no han sido identificados, s«
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cree que el icido sidlico puede participar (34). La distribucién uniforme
de esta carga se demostré ultraestructuralmente en promastigotes y amastigo-
tes de Leishmania utilizando fierro coloidal y ferritina catidénica (37).

Los amastigotes aislados de vertebrados infectados se diferencian en
promastigotes cuando se transfieren a cultivos axénicos a 28°C. Los pasajes
sucesivos de promastigotes en estos cultivos por largos periodos de tiempo
disninuyen gradualmente su capacidad infectiva (52). Pimienta y cols. 1983,
midieron la carga superficial neta de L. mexicana amazonensis por andlisis
de movilidad electroforética celular vy observaron que los promastigotes
presentan una carga superficial mds negativa que 1los amastigotes, sin
‘erbargo, no encontrd diferencias entre promastigotes cultivados por
diferentes periodos de tiempo. Esta correlacién ya se ha hecho en -otros
sistemas, donde la carga superficial cambia en funcidn del estadio en el
cual se encuentrg la célula, por ejemplo, De Sbuza‘ y cols. (34), ohservaron
que existe un incremento én la carga negativa durante el desarrollo de
formas epimastigotes a tripomastigotes de Trypangsoma cruzi,

Otros estudios han indicado que ocurren canbios en las propiedades de
superficie celul'ar_' en cepas de L. braziliensis gue se han mantenido por
largos periodos de tiempo en cultivo (8). Por un lado la aglutinina de

Ricinus communis (RCA) aglutina promastigotes de 2 a 10 transferencias pero

no a las de 500, y por otro la ferritina cati6nica se une a prom.astigotes
infectivos pero no a los.no infectivos, 1o que indica 1la posible pérdida &e
sitios aniénicos sobre su superficie celular (50)., En otros pardsitos como
Entamoebé histolytica (79), se ha encontrado una correlacién entre

infectividad y carga de superficie celular.
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Lectinas.

Los estudios de 1a superficie celular de promastigotes y_anastigotes de
Leishmania, han conducido a la conclusidn de que existen mo{éculas ricas en
carbohidratos, que son reconocidos especificamente por lectinas (36). Las
lectinas son proteinas de origen animal o vegetal, que reconocen
carbohidratos especificos, y que pueden aglutinar células y/e precipitar
giicuconjugados. Estas sustancias poseen por lo menos dos sitios de unidn
de carbohidratos, no tienen actividad enzimitica, pueden ser solubles o
estar unidas a la membrana plasmatica (3%1). Estas han sido eapleadas para
la deteccién, aislamiento y caracterizacidn de carbohidratos que constituyen
glicolipidos, polisacdridos y glicoproteinas del parasito (35).

Las lectinas representan una herramienta Gtil para investigar
diferencias entre cepas de pardsitos, asi como los cambios que acompafan la
diferenciacion de los mismos. Como resultado de la interaccién de las
lectinas con moléculas de la membrana plasmidtica, se inducen una gran
variedad de respuestas bioldgicas. Alguna de ellas como la Concanavalina A
{Con A), 1la aglutinina de Ricinus cnnmug;g (RCA) y 1la aglutinina de
cacahuate (PNA) se han utilizado para caracterizar la superficie celular del
pardsito, durante 1a diferenciacidén y para distinguir formas patégenas de
las no patdgenas (48).

Dawidowicz y cols (33), sugirieron que ciertos problemas de clasifica-
cién podrian resolverse si 1a presencia de ciertos grupos de carbohidratos
especificos pudiera ser demostrada y utilizada como criterio bioquimico para
ayudar a la identificacidn de diferentes especies de Leishmania. Jacohson y
cols. (31), exploraron la posibilidad de usar la aglutinacién por lectinas

para identificar y diferenciar cepas de Leishmania.
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Ill. Tipos de Leishmaniasis.

Las especies y subespecies del genéro Leishmania patdgenas del hombre
son' morfoldgicamente indistinguibles entre si  (66). Por eso para su
clasificacién se han utilizado diversos criterios: clinicos,

epidemioldgicos, histopatoldgicos y geograficos (22,56). De acuerdo a los
. criterios anteriores estos organismos han sido agrupados en 3 complejos que
caracterizan 3 tipos principales de Leishmaniasis (46).
1) Visceral producida por el complejo Leishmania donovani
2) Mucoccutdneay producida por el complejo L. braziliensis
3) . Cutdnea: producida por el complejo L. tropica, L. mexicana y L.
braziliensis.

Actualmente se han desarrollado metédos bioguimicos (densidad de DNA,
radiorespirometria, electroforésis de =nzimas, etc.)(56) e inmundloglqos
(diferenciacidn inmunoldgica: uso de anticuerpos monoclonales, inmunodifu-
sidn, etc.)(22), para 1a identificacién de las cepas de pardsitos aisladaé.

Leishmaniasis visceral: las especies y subespecies que provocan esta
enfermedad sﬁn: L. donovani donovani, L. d. fnfantum, y LL‘QL chagasi . Estos
organismos despuds de una multipicaﬁidn preliminar, abandonan la piel y se
extienden hacia los érganos internos, especificamente a bazo, higado vy
médula espipal. La hepatomegalia y la esplenomegalia son el resultado de la
infeccidn de estos drganos. Si no es tratada puede ser mortal, Algunas
veces después de la cura, los pacientes pueden desarrallar 1a Leishmaniasis
dérmica ¢ Post-kala—Azar (LDPK) (61,66). |

Leishmaniasis mucocutdnea y cutdnea: a pesar de que muchas especies de

Leishmania tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo provocan infecciones
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cutdneas, la patogénesis bdsica de ellas es la misma (57,60,61). L. tropica
y L. major son los agentes infecciosos de lal Leishmaniasis cutdnea en el
Viejo Mundo. L. mexicana y L. braziliensis son las especies que producen la
Leishmaniasis cutdnea y mucocutdnea de Centro y Sudamérica.

La Leishmaniasis cutdnea se caracteriza por su tendencia general a sanar
edpontdneamente, excepto cuando las lesiones se localizan en las orejas
"{61). En la mayoria de los casos estas infecciones consisten en lesiones de
la piel (papulas o nédulos) relacionadas con el sitin de inoculacidn del
pardsito por la picadura del mosquito., Estas lesiones responden rapidamente
al tratamiento de quimioterapia (Leishmaniasis cuténea. local)y, no son
mortales pero pueden llegar a causar desfiguramientos. Algunas veces se
presentan infecciones de curso crénico tales como la Leishmaniasis cutdnea
difusa (LCD}, en 1la cual las lesiones ulcerativas primarias se van
diseminando con el tiempo, son resistentes al tratamiento con férmacos y
presentan caracteristicas histoldgicas distintivas (24,41,72,77).

En el caso de L, braziliensis, las lesiones prisarics se soutienden
hacia las mucosas de la nariz y 1la boca provocando la Leishmaniasis
mucocutdnea. Esta enfermedad es frecuente en Sudamérica, lﬁc‘ls efactos
degengrativos de las cavidades orales y nasofaringeas que resultan on
desfiguram'ientns faciales 5or.\ 1lamadas Espundia (B5,84).

La respuesta inmunoldgica del huésped en 1a Leishmaniasis cutdnea as
primordialmente de tipo celular (20), vy los casos de cura esponténéa se han
relacionado cﬁn la generacidn de hipersensibilidad rétardada. En ca:pbid,
las infecciones crénicas se han relacionado won una deticiencia en la
respuesta inmune celular del huésped (&b,47).

Algunas cepas de ratones son innatamente resistentes a la infeccién con
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Leishmania y esto parece estar controlade genéticamente (68). También
existen cepas que son susceptibles y se han utilizado juntoc con hamsteres
dorados como sistemas "in vitro" para estudiar varios aspectos de la

enfernedad, asi como para mantenar la virulencia de los parasitos por

tranaferencias sucesivas en el laboratorio (26).

Aspectos Patoldgicos de la Leishmapiasis cuténea.

Las céracteristicas histopatoldgicas de la Leishmaniasis cutdnea varian
de acuerdo con: la lesién primaria, la forma clinica de la enfermedad, 1la
regidn gecgrafica, el estado inmunoldgice del huésped y l1a cepa o subespecie
del pardsito que produce la infeccidn (60). El cuadro histoldgico general
varia desde piel normal hasta intensa infiltracién celular y formacién de
granu}nmas con necrosis del tejido (71,72). Aparte de la respuesta
granulomatosa, Leishmania induce otro tipo de respuestas que destruyen ei
tejido de 1a dermis (daRos en coldgena, fibras eldsticas y produccion. de
fibrnsfs) y la epidermis thiperplasia) (73), debida probablemente a una

‘respuasta de autoinmunidad (66), o0 quizds a ia accidn directa del pardsito
sohre estos cosponentes (9).

Existen muchos reportes en la literatura que describen la histologia de
las lesiones de la Leishmaniasis cutdnea y mucocutdnea en enfermedades huma-
nas y en infecciones experimentales. Sin embargo, los estudios pafa escla~
recer los eventos histoldgicos iniciales de la piel, después de la inocula-
cidn del parasito en el huésped son escasos.

Cuando el insecto vector inpcula promastigotes en la piel del hombre,
permaneﬁen un cierto tiempo en contacto con componentes de la dermis., La

dermis esta constituida principalmente por una matriz extracelular en 1la
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cual se encuentran inmersas células y glandulas. En esta matriz se efectda
la interaccidn inicial huésped-parisitoc y posiblemente las aoléculas que la
integran juegan un papel determinante en la enfermedad. Por otra parte, es
importante definir cudles son los eventos gue ocasionan la degradacién de
ciertos componentes de la matriz (ejem. coldgenal), durante las infecciones

con Leishmania.

V. Matriz Extracelular.

lLas macromoléculas que integran 1las matrices extracelulares, son
polimeros {énicos lineales con capacidad de estructurarse en complejos
supramacromoleculares, y son secretadas por célﬁlas locales, generalmente
fibroblastos (79).

La matriz extracelular de la piel esta constituida por glico-
saminoglicanos (BAGs), proteoglicanos, glicoproteinas y proteinas (4,47).
Los GAGs o mucopolisacdridos son up grupo heterogéneo de pulimerog iineales,
constituidos por secuencias repetitivas de disacaridos formados por un
aminodzucar y un Acido urdnico. Su alta capacidad hidrofilica les permite
formar geles hidratados muy porosos gue otupan un éran volumen, donde se
encuentran embebidas las fibras de coldgena, y se #acilita la difusién de
‘nutrientes, metabolitos y hormonas entre la sangre y las célules. Los GABs
se encuentran en tejidos y fluidos de todos los metazoarios y con excepcibn
del 4cido hialurénico, estan sulfatados y unidos covaientemente a diferentes
‘nicleos proteicos, 1los cuales reciben el nombre de proteoglicanos. qu
grupos que se encuentran en piel son: Acido hialurdnico, Condroitin sulfato-
A y C, Dermatan sulfato, y heparina.

Se han realizado varios estudjos que sefalan el papel que pudieran
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tener ciertas macromoléculas especificas de 1a matriz extracelular, como es
el caso del 4cido hialuronico en la regulacién de algunos procesos bdsicos
del desarrollo.

Las coldgenas son una familia de proteinas +fibrilares catidénicas
codificadas por diversos genes. La cadena polipeptidica contiene cerca del
307 de glicina, 20% de prolina e hidroxiprolina y un 15% de alanina. Una
polécula de coldgena es una estructura triple-helicoidal, con cadenas
palipeptidicas con tripletes repetitivos 6ly-X-Y, tiéne un didmetro de 1.4
nm y una longitud de 300 nm (4,62,78). Be han caracterizado varios tipos de
coldgena que dependen generalmente del tipo de cadena polipeptidica que
integra la triple hélice (42),

Las coldgenas presentes en la piel son: tipo I, 111, IV, Vy VII. La
colagéna 1 y I1I se originan de un mismo precursor, la protropocoldgena que
es sintetizada intracelularmente. Estas moléculas pueden formar agregados
macromol éculares mds complejos cuando son secretados al medio extracelular,
como fibras (62). ‘

La coldgena tipo I es el componente estructural mds abundante en piel,
hueso, 'téﬁddn y otros tejidos fibrosos, donde forman fibras largas y
bandgadas. La colagena tipo 111 5? presenta en pequeﬁag fibras asociadas a
coldgena I y a hepardn sulfato, se encuentra en los intersticios celulares
en piel, aorta, higado y pulmdn (42).

' La colagena tipo IV es especifica de membranas basales, que son estruc-
turas subyacentes de células epiteliales y se encuentran -rodeando células
musculares y nerviosas. La coldgena tipo V presenta una amplia distribucion
enfre diferentes tejidos, se parece a las coldgenas intersticiales en que

tienen un precursor, la longitud estabilidad de la triple hélice. Parece
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formar pequefas fibras con un arreglo pericelular en la vecindad de células
muscul ares (62).

La coldgena tipo VII, también denominada colagena de "cadena larga®, ya
gque su dominio helicoidal parece ser al menos 1.5 veces mds grande que el de
coldgenas intersticiales. Se encuentran como #fibras de anclaje uniendo
membranas basales a estroma, como en la epidermis y el amnios (62).

Las coldgenas son elementos estructurales, que interactdan con
glicoproteinas tales como la fibronectina y la laminina; que son noléculas
involucradas en interacciones con matriz extracelular, Existe una
especificidad en la uniédn de glicopfoteinas a ciertos tipos de coldgenas, en
consecuencia estag proteinas también se unen a los receptores celulares,
influyendo en 1la sobrevivencia, diferenciacién y migracidn celular (78B).

Las fibras elasticas del tejido conjuntivo estén constituidas por un
material amorfo e hidrofébico muy abundante -la elastina- y por una
glicoproteina reticular o microfibrilar de cardcter acide, rica en cisteina.
La elastina es un polimero supramolecuiar insoluble con capacidad
fluorescente, de 70 Kd de peso nolecular, donde el 90X dellos ami nodcidos
que la forman son no polares (4,78),

La fibronectina es una glicoproteina de aproximadamente 250 Kd, que se
encuentra en matrices extracelulares, en superficies celulares, intracelu~
larmente y en plasma. La fibranectina del plaéma existe como una glicopro-
teina dimérica unida a través de enlaces disulfuro (8-8), con subunidades de
200 y 220 Kd. En la superficie celular o en matrices puede encontrarse for-
mando agregados poliméricos mayores que constituyen homopolimeros o hetero-
polimeros.. Esta es una molécula multifuncional que posee regiﬁnes especifi~

cas de reconocimiento a una variedad de componentes que integran Jas matri-
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ces extracelulares (colagenas, proteoglicancs y dcido hialurédnico). Se ha
demostrado que la fibronectina estimula migracién celular en algunos siste-
mas, y participa estimulando la adhesividad y unidn entre células (78).

La laminina ®s una glicoproteina que se localiza especificamente en
membranas basalés y células epiteliales, Tiene un peso molecular de 1x107
D, estd constituida por 4 subunidades unidas entre si por puentes disulfuro,
3 cadenas B y una A de 200 y 400 kD, Su aspecto ultraestructural semeja una
cruz latina, donde presenta regiones con capacidad de reconocer y unir
especificanente diferentes macromoléculas como la coldgena tipo IV, el
receptor de células epiteliales, sulfato de hepardn y otros. La capacidad
de reconocinientoe multivalente de esta molécula se ha atribuido a el papel
regulador en el proceso de adhesividad intercelular y en 1la formacién de
membranas basales (4,78).

Durante el desarrollo de un aorganismo, 1la formacién de un drgano, o la
diferenciacién de un tejido especifico, por procesos celulares tales como
proliferacién, interacciones, diferenciacidn, migracién y muerte ceiular, la
expresién del genoma celular se ve modulada por las condiciones del
microambiente extracelular. Las diferencias'cuantjtativas y cualitativas,
asi como las temporales y espaciales de sus componentes, le confieren
diferentes propiedades fisicas, fisicoquimicas y bioldgicas al medio
extracelular, lo cual determina que sea una entidad muy especifica (78).

El estudio de los cosponentes de matriz extracelular én diversos
procesoé celulares ha conducido a conocer la posible influencia que estos
tienen sobre varios sistemas biolégicos. En el caso de la Leishmaniasis uno
podria preguntarse si los componentes de la matriz de la piel interaccionan

directamente con los parasitos, induciéndo la diferenciacién de
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promastigotes a amastigntes o estimulando otros procesos celulares.

Planteamimznto del problema.

La ,informacidn disponible sobre los eventos iniciales de la infeccién
de las Leishmaniasis, se enfoca principalmente a la interaccidn macréfago-
pardsito. Algunos autores han realizado estudios "in vitro® para tratar de
caracterizar los posibles factores que intervienen en el proceso de

reconocimiento y unién de Leishmania a el macrdfago. Es asi como estas

investigaciones se han dirigido hacia 1a determinacidén de las moléculas de
la superficie del pardsito que se unen directamente a los receptores del
macrdf;go o activan la via alterna del complemento y se unen a C3.

Por un lado se han involucrado en este evento tomponentes intrinsecos
de la superficie de las células interaccionantes. En la superficie del
macr 8§ago so han descrito 2 receptores principalmente: el receptor manosa-
fucosa (MFR) y el receptor para la proteina C3 del complemento {(CR3),
mientras que en el pardsito se han identificado dos antigenos importantes de
1a superficie del promastigote, 1la glicoproteina gpé3 y el glicolipido del
factor de excrecién (29,75), que parecen ser moléculas muy conservadas
presentes en forma similar en todas las especies de Leishmania estudiadas.

David Russell, 1987 presenté evidencias de que gpé3 Kd, una glicopro-
teina que contiene manosa, se une a C3 y sugirié que puede interactdar con
el complemento y también con los receptores manosa-fucosa del macrofago.
Bordier vy cols, 1987 han demostrado gue gpé3 Kd estd anclada a la membrana
de promastigotes por un residuo de fosfolipido similar al descrito en wuna
glicoproteina  especifica de T. brucei. Existe evidencia de que un

glicolipidn de superficie de promastigotes de L. major actda como ligando
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para los receptores del macréfago. Handman y cols (1985), demostraron que
los #ragmentné Fab de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
glicoconjugado inhibia' la Qnién de promastigotes a macréfagos, sugiriendo
que esta macromolécula actda probablemente como liganda. Sin embargo, el
receptor especifico de esta molécula adn no ha sido bien definido, ademis de
que Russell (75) encontréd que la molécula equivalente en L, mexicana no se
une a C3.

Es posible que la accidén combinada de los diferentes ligandos-
receptores encontrados en las interfases de las células interaccionantes,
jueqguen diferentes papeles, que sean los responsables de la transformacién
del pardsito y el inicio de la infeccidn.

Por otro lado, también se han hecho intentos para caracterizar
componentes externos, como son las macromoléculas de la matriz extracelular
de la piel del huésped, que de alguna forma tienen contacto con el aacréfago
y el pardsito y ademds son el medio ambiente en el cual se desarrolla la
interaccidn inicial huésped-pardsito, y que por lo tanto puedieran estar
involucradas en este proceso.

Asi, por ejemplo Avila y cols.(l983),  (eportaron que el suero de pa-
cientes con Leishmaniasis cutdnea americana contenia cantidades significati-
vas de anticuerpos antilaminina, y sugirieron gque quizds 1a laminina
protegia de alguna forma al padrasito durante su entrada allhuésped, ya sea
recu-briéndose con ella durante la inoculacién o que poséa.en su supefficie
una molécula semejante a la laminina. Recientemente este autor presentd
evidencias ultraestructurales de la presencia y lacalizacién de una molécula
semejante a la laminina, distribuida en los limites de los bordes del

reservorio flagelar y en el extremo opuesto del flagelo de promastigotes vy
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amastigotes (17).

Wyler y cols. 1983, encontraron que el macréfago-tiene receptores para
la fibronectina en su superficie y prnpusieroﬁ'que'este era el factor qué
participaba en 1a unién del parasito al macrdéfago (82).

Uno de los aspectos de las Leishmaniasisv gue no se han estudiado
adecuadamente, son los primeros eventos gque ocurren cuando el pardsito se
pone en contacto con la matriz extracelular de la piel del huésped gue
parasita, De esta forma se desconoce si las leishmanias se asocian
preferencialmente con los componentes de la matriz extracelular de la piel
del huésped (coldgenas, glicoproteinas y proteoglicanos) y si estos influyen
BN procesos fales como: diferenciacidn, endocitosis, sobrevivencia vy
proliferacidn del pardsito, considerando la participacién de los componentes
de la matriz extracelular en proceses de proliferacidn, diferenciacién y
migracidn celular en otros sistemas ya estudiados (78).

La abundgncia relativa de los diferentes tipos de macromoléculas de
matriz y la forma en que se encuentran organizadas dentro de la misma varian
enormemente, dando origen a una gran diversidad de formas, cada una adaptada
especificamente a las necesidades del tejido en el que se encuentran (f).
Algunos tipos de Leishmania se dirigen a lugares especificos . donde
desarrollan .la infeccidn, tal es el caso de la "dlcera de los chicleras" en
el sureste de México, en el cual los pardsitos infectan el cartilage de las
orejas. De ahi que exista la posibilidad de que la abundanci: de ciertosr
componentes de matriz extracelular, como lo es en este .esu el "condroitin
sulfato, participe de alguna forma en la determinacidn de la enfermedad,l
hacia ciertos lugares esbecificos. .

En los estudios histppatolégicos realizados tanto en pacientes con
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Leishmaniasis asi como en infecciones experimentales, ge observa desde las
etapas iniciales de la infeccidn un dafo dramdtico en el tejido conjuntivo.
Estas alteraciones implican degradacién de estos materiales por mecanismos
desconocidos. Algunas autores lo atribuyen a respuestas de autoinmunidad
efectuadas directamente por macréfagos, y una de las explicaciones sugeridas
es gque posiblemente las moléculas que constituyen 1los FE, al ser
introducidas junto con los pardsitos a la piel del huésped, modifiquen 1la
estructura de los componentes de la matriz extracelular, provocando un
desconocimiento por parte de los macréfagos que recurren a la zona de
infeccidn y dando como resultado el atague hacia estas macromoléculas.

Otros investigadores, mencionan que posiblemente el dafo sea producido
por la accidn directa del pardsito (9), aunque para esta afirma;iﬂn no

existenh evidencias experimentales.

drr VY
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OBJETIVOS.

Por 1o anteriormente expuesto, en el presente trabajo se plantearon lds

siguientes objetivos:

-

1) Hacer una caracterizacidén general de la cepa dé_Leisnmagia gexicana por
agiutinacidn con lectinas y carga superficial.

Conocer el comportamiento del pardsito durante su ciclo de vida: las

formas promastigote en cultivos axénicos, las formas amastigotes en
animales de laboratorio, y la diferenciacidén de las formas gmastigote a
la promastigote.

Realizar infecciones "in vitro" con macrdéfagos peritoneales de ratdn, vy
determinar por técnicas de fluorescencia o inmunufluuresentia indirecté,
los gventos iniciales de 1a infeccidn de 1os mismos.

Realizar estudios "in vitro" con una cepa de geisbmagié gexicana para
determinar la asociacién preferencihl del pardsito con algundos)

companente{es) de la matriz extracelular de la piel del huésped.



27

MATERIALES Y METODOS.
1 Caracterizacién de los pardsitos.

1. Parasitaos.

La ﬁepa de pardsitos utilizada en los experimentos f{ue proporcionada
por el Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales, Estos pardsitos
fueron originalmente extraidos de un paciente (H. 'Farias) en el norte del
pais, que presentaba un tipo de Leishmaniasis cutdnea difusa semejante a la
producida por especies pertenecientes al complejo Leishmania mexicana, y por
esa razdn se le denomind L. mexicana pifanoi.

Los parasitos se mantuvieron por resiembras periddicas de 5 dias en
Medio 199 (GIBCO) suplementado con timidina 1.&mM, hipoxantina 10mM,
piruvato de sodio 10mi,. é—mercaptoetanol 0.02%, penicilina y estreptomicina
1% y suero fetal de bovino (5FB) (GIBCO) 10%; y en medio minimo esential de
Tagle (MEM) (GIBCO) con antibidticos 1% y 10% de SFB (Hyclone,lote‘ 118599).
Los cultivné axénicos de lag formas promastigotes se mantuviercon a 28°C en’

frascos de cultivo de 25 ml (Nunclon).

Muestras para microscopia electrénica.

Se Fomarun muestras de los prumastigotes cultivados, se lavaron con PBS
pH 7.4 (amortiguador fosfato salino: fosfato de potasio dibdsice 0.2M,
fosfato de sodio monobdsico q.1n, 5.9726 g de‘NaCI) y se protesaron para
microscopia electrénica (apéndice A), para observar 1;5 caracteristicas
morfoldgicas del pardsito se hicieran cortes semifinos de i pm de espesor y

se observaron con el microscopio dptico. Para la observacién .en el



microscopio electrénico de transmisidn (Zeiss EMi0) fue necesario hacer

cortes finos de 150 nm de espesor.

2. Infeccién "in viva" en animales de laboratorio.

Con 1la finalidad de mantener la capacidad infectiva de los pardsitos y
poder estudiar la forma amastigote durante el ciclo de vida del mismo, se u-
tilizaron hamsteres dorados machos de dog meses de edad, como huésped verte- -
brado para realizar la infeccién con Leishmania. Para esto se inoculd en las
extremidades posteriores de hamsteres, 0.1 al de una suspensidn de
promastigotes 'de & dias de cultivo. Los hamsteres se revisaron
periddicamente hasta observar el desarrollo de 1la infeccién,l determinado
éste por las lesiones externas. Las infecciones posteriores se realizaron

con amastigotes recién extraidos de los hamsteres infectadaos.

Evtraccién de los amastigbtes de hamsteres infectados con leishmanias.

Despuéds de aproximadamente dos meses de la inoculacidn del parésitn Ben
las extremidades posteriofes del hamster, se extrajeron los parésitos de las
lesicnes de la siguiente forma: se sacrificé el animal con un exceso de
dter, en condiciones estériles (campana de flujo laminar), se limpid la pata
del hamster con alcohol, se corté con unas tijeras y se colocd en una caja
de petri con medio de cultivo. Con la ayuda de unas tijeras se disecd el
tejido infe:ta&n, y posteriormente se absorbié con una hipeta Pasteur el
liquido donde se encontraban las células infectadas y los amastigotes
libres.” Se tomd un inoculo alto (aproximadamente 0.5 ml) y se sembrd en un
frasco de cultivd con Medio 199. Luego se incubaron las células a 28°C para

la transformacidn de los amastigotes a formas promastigotes.
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Infeccidn de ratones Balb/c.

Para la infeccidon de estos ratones se utilizaron amastigotes extraidos
de las patas infectadas del hamster, que se inocularon en las éxtremidades
traseras de ratones de dos meses de edad. De los 5 ratones infectados se sa-
crificaron 4 a diferentes intervalos de tiempo ( &, ;2, 26y 39 dias después
de la inoculacidén). Los animales se revisaron periddicasente y se dejé uno
vivo para ohservacidn. De las infecciones desarrolladas se tomaron muestras
de piel y se procesaron para microscopia electrénica (apéndice A). Se obser-
varon en cortes finos y semifinos en un microscopio 6ptico (American

Optical) y en uno electrénico de transmisidn (Zeiss EMIQ).

3. Pruebas de aglutinacién con lectinas.

Con la finalidad de hacer una caracterizacién de los parasitos y
verificar si perfenecen al complejo L. mexicana, se realizaron prusbas con .
diferentes lectinas para observar las propiedades de aglutinacidén de las
leishmanias.

Las lectinas wutilizadas conjugadas con isotiocianato de fluoresceina
_fueront Concanavalina A {(Con A}, Aglutinina de soya (SBA), aglutinina de
germen de trigo (WGA), y aglutinina de cacahuate (PNA) a una concentracién
de 50 p2/ml en PBS. Los pardsitos se lavaron con PBS, se colocaron
cantidades {guales en tubos eppendorf, se adicionaron 50 yg/ml de cada una
de las lectinas en cada uno de los tubos y se incubaron a O0°C por 25
minutes. Al término de la incubaciodn los pérésitns se lavaron con PBS, y se
montaron en una preparacidn con glicerol al 66% en PBS, para observarlos en

un microscopio de epifluorescencia (American Optical).



4. Carga de Superficie.

La carga superficial de los paradsitos en cultivo, se evalué midiéndo su
movilidad electrofordtica (m.e.) por medio de un aparato de electrofdresis
celular (Rank Brothers, Cambridge England), provisto de una cdmara cilin-
drica de 4 ml de volumen y cerrada en sus extremos por dos electrddos de
platina. lLa cémara va sumergida en un bafo de agua a 25°C. La velocidad de
migracidn de 1las células se determind midiendo el tiempo que tardaban los
pardsitos en recorrer una distancia total de 50 pm en ambas direcciones, lo
cual se logré aplicando una diferencia de potencial de 50 V a los electrd-
dos, Los parasitos se lavaron con una solucién de NaCl O0.145M pH 7, vy se co-
locaron en la cdmara de electrofdresis celular. La m.e. se calculé con la
siguiente férmula: m.e.= d/t % D/V, donde d es la distancia que recorren las
células durante la medicién; t es el tiempo en segundos requerido por las
células para cubrir ia distancia d; D es la distancia entre los dos electré-
dos (16.5 cm) y V el potencialbaplicado a los electrédos. Se obtuvieron los
valores de m.e. para formas promastigotes con diferente namero de
resiembras, cultivadas en presencia de un sustrato de coldgena I, y de

formas amastigotes.

Reactidn con ferritina catidnica.
Para detectar los grupos que le confieren la carga negativa superficial
a las células, se hizd un marcaje con ferritina catidnica (Miles, Yeda LTD)
el cual evidencia grupos Acidos innizaples a pH neutro (34). Los pardsitos
se lavaron con PBS 2X, se +{ijaron las células y se hizé el marcaje con

ferritina catidnica a una concentracién de 1.5 mg/m! por 30 minutos, después



se procesaron para microscopia electrénica y se realizaron posteriormente

cortes finos para observar en el microscopio electrénico de transmisidn.

11 Interacciones nacrdfago-paradsito "in vitro®.
1. Obtencién de macrdfagos peritoneales de ratén.

Se sacrificd un ratdn de 2 meses de edad, en condiciones estériles, se
expusd el abdomen y con una jeringa se inocularon en la cavidad peritoneal,
de 3 a 5 ml de medio 199 6 MEM, 1luego se did un leve masaje en el abdomen y
se extrajé el ligquido. Las células se colocaron en una caja de petri 35x10
ma eétéril, con un cubreohjetos en el fondo, en un volumen aproximado de 0.5
ml y se adicionaron 1.5 ml de medio de cultivo/caja. Estas se incubaron por
12 a 24 hrs en una camara huméda a 3I7°C, para que los macrdfagos se

adhirieran en el cubreobjetos.

2.'Infecci6n de macréfagos peritoneales con leishmanias in vitro.

Los macréfagos adheridos se lavaron con Medioc de cultivo 3X y se le
adicionaron 0.5 ﬁl de cultivo de pardsitos en confluencia, con 1,5 ml de
medic nuevo, Yy se colocaron en una camdra huméda a 28°C, duranée una hora,
posteriormente las células se incubaron a 37°C. Se hicieron interacciones
por 28, 34, 48 y 72 hrs, al término de estos periodos las células se fijaron
cen metanol absoluto y se tiReron con GIEMSA en amortiguador de fosfatos pH
6.4, las preparaciones se aclararon con xilol, se montaron cop resina en
portaobjetos Y se obhservaron en un microscopio de luz a 100x para localizar

lns parasites endocitados.

3. Interaccidn pardsito-macréfago, marcaje con Con A.



Los ensayps realizados con las lectinas nos permitieron seleccionar un
marcador de la superficie de esta cepa de Leishmania., Debido a que los
promastigotes sélo aglutinaron con Concanavalina A, se utilizd ésta lectina
conjugada con FITC, en infecciones in vitro con macréfagos peritoneales de
ratén con 1a finalidad de evidenciar los grupos antigénicos de la superficie
celular del paradsito, durante la interaccién inicial con los macréfagos, vy
de esta manera discernir si sufren alguna alteracién durante este evento,

gue sugiriera 1a funcidén de los mismos.

A, Reaccidn de macréfagos peritoneales de ratén con Con A-FITC.
Para observar la reaccidn de la lectina con los macréfagos peritoneales
de ratén utilizados, se siguid el mismo procedimiento descrito en la parte

I-3 {pruebas de aglutinacién con lectinas).

B. Interaccién Leishmania-macréfago.

Se realizé un enéayn de infeccidn *“in vitro® de macréfages con
pardsitos a diferentes intervalos de tiempo, marcando la superficie de 1las
células con Con A-FITC.

Los macréfagos peritoneales de ratén se in;gbaron zon Con A sin fluor
resceina por 30 minutos en frio, para b;ﬁquear 1os receptores de su superf:.-
cie para esta lectina. Posteriormente se realiz¢ la interaccion con los pa-
rdsitos durante una y dos horas a 3790 al término del cual 1las células ‘se
lavaron para eliminar los paradsitos no adheridos a los macrbéfagos y se fija-
ron con formaldehido 4% en PBS por 15 minutos, desplies se lavaron con PBS y
se permeabilizaron con acetona fria por 15 segundos. Luego se iﬁcubaron con

Con A-FITC durante 20 minutos, y se montaron en una preparacién con glicernl
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46% en PBS, para ohservarlo en un microscopio de epifluorescencia.

4. Marcaje con anticuerpos antileishmania,

A. Inmunizacidn de ratones.

Como una alternativa para marcar los antigenos de superficie del
parasito y seguir su posicion durante las fases iniciales de la infeccidn de
macréfagos, se produjeron anticuerpos policlonales contra L. mexicana que sev
utilizaron para el marcaje de moléculas antigénicas, por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta.

Para ohtener el suero antileishmania, se inocularon intraperitonealmen-
te 5x10® promastigotes vivos en PBS, en 8 ratones machos de la cepa NMR1.
Se hicieron 3 inoculaciones periédicas de 8 dias cada una, y a 1a Sa, semana
de iniciado el tratamiento, se cbtuvd por puncién sanguinea el suero de 3
ratones inmunizados. Posteriormente se extrajé el suero de los demds. E1l
suero antileishmania se inactivé a 54°C por 15 minutos para evitar la'accidn
dei complemento sobre los pardsitos.

B. Reactcién de suero antileishmania con los parasitos,

Para detectar la presencia de anticuerpos antileishmania en el suero de
ratdn, 1los paradsitos de un cultivo se lavaron'cnn'PBS, se fijaron con para—

' formaldehido 3% en una solucién de NaCl 0.145M, pH 7.0, duranfe 15 minutos y
después se bloguearon los grupos aldehido con una solucién de Cloruro de
amonio 0.0051 en PBS por 30 minatos. Se hizé un lavado con PBS-SFB 1% para
que la reaccidn no fuera inespecifica y entonces se adicionaron a 25 pl de
pardsitos en una solucidn de NaCl 0.145M, 25 pl de suero antileishmania,
cemo ler. anticuerpo y se incubaron por 20 minutos. Posteriormente se

lavaron varias veces con la solucién salina y se adicionaron 5 pl de Anti-
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156 de ratén conjugado con FITC, como segundo anticuerpo, en 25 pl de NaCl
0,145 y se incubaron por 20 minutos. Al término de la incubacidn los
pardsitos se lavaron 3X con la solucién salina y se montaron en glicerol al
&t% para observarlos en el microscopio de epifluorescencia.

C. Interaccidn pardsito-macréfago, inmunofluorescencia indirecta.

Se realizaron interacciones de parasitos con los macrﬁfagns, por 2, 5,
24 y 48 hrs. Al termino de cada interaccién, las células se incubaron con
suero de conejo inactivado por 20 minutos, después se fijaron con
paraformaldeido 3% en PBS por 15 minutos. Para las interacciones de mas de
2 horas, donde ya se encuentran pardsitos endocitados, se permeabilizaron
lag células con acetona a 0°C por 3 minutos y se hizd un blogueo posterior
con suero de conejo inactivado al 10% en NaCl por 30 minutos. Las células
se incubaron con el ler. anticuerpo (antileishmania) durante 20 minutos, vy
déspués con el 20. anticuerpo (anti 1g6 de ratén-FITC) también por 20
minutos. El cubreobjetos donde estaban adheridas las células se lavd
perfectamente con NaCl 0.145M y se monté con glicerol sobre un portacbjetos,

para ohservarlo en un microscopio de epifluorescencia.

I11, Matriz extracelular y pardsitos.
1. Histoguimica de piel de ratén.

Con la finalidad de determinar la composicion celular y la distribucién
general de 1os componentes de 1la matriz extracelular del sistema que se
utilizd en los experimentos, se obtuvd un fragmento de piel de ratén de dos
meses de edad, cepa NMR1. Este se cortd en pedazos mds pequeRos de
aproximadamente 0.1 cm, que fueron separades sn 4 lotes, y fijados con

glutaraldehido 2.35% (Paraformaldehido 4%, Glutaraldehido 2.5%, CaClaz en
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amortiguador de cacodilatos 0.1M). - Cada lote se traté por 2 h con 3
colorantes catidnicos diferentes (un colorante por lote): A4cido tanico 1%,
rojo de rutenio 0.1% y azul alciano 1% pH 1 y 2.5. Después de la reaccién
con los culuréntes, las muestras se procesaron para microscopia electrénica
(apéndice A}, vy posteriormente se obtuvieron cortes semifinos para observar
en el microscopio de luz.

2, Obtencidn de coldgena tipo 1 de tenddn de cola de rata.

Se hizé una extraccidn de colidgena tipo I de tenddn de cola de rata,
splubilizdndola en dcido acético 0.5M. Una parte de esééi egiégena en
solucidn se congeld y otra se liofilizd, para su almacenamiento.

3. Interaccidn de cortes de piel de ratén con L. mexicana.

Para observar si los parasitos tenian alguna preferencia especifica por
algin componente de la matriz extracelular, se utilizé como sistems
experimental los cortes de piel de ratén NMRi{, para hacer interacciones "in
vitro* . con leishmanias y observar en un microscopio invertido el desarrolio
de la intéraccidn.

Se 5§cr1{ico un ratén de la cepa NMR! de dos meses de edad y se
cortaron pedazos de piel del dorso del animal de aproximadamente ! ce2. Se
colocaron en solucidn salina (NaCl 9%, .KCI 0,042%, CaClz) y se congelaron
con un liquido (Tissue-Tek I11) para hacer cortes por congelacidén en un
criostato (HistoStat, American Optical). Se obtuvieron cortes tangenciales
a la epidermis de la piel de 3I5-40 pm de espesor, Yy se adhirieron a
cubreobjetos limpios, donde se dejaron secar. Posteriormente se selecciona-
ron los cortes, se lavaron con agua bidestilada estéril, vy se colocaron en
cajas de Petr{ estériles (35410 mm). Se adicionaron 0.5 ml de parasitos en

medic de cultivo y 1.5 ml de medio nuevo., La interaccién se realizd por 24
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hrs, a 28°C, peripodo durante el cual se observaron a diferentes tiempos en
un microscopio invertido con contraste de fases (Bio-8tar, American
Optical). Los controles consistieron en cortes de piel de ratén con H 199,
en las mismas condiciones que los experimentales.

M Tincidn con azul alciano 1.

Para verificar si el pardsito degrada mucopolisacdridos de la matriz
extracelular durante las interacciones, se procesaron los cortes al término
de la interaccién con azul alciano (AA) pH 1.0 y 2.5 para detectar grupos
sulfatados y grupos carboxilo respectivamente.

Los cortes se lavaron con PBS varias veces para eliml'nar los parasites
y los residuos del medio utilizado, se fijaron con formaldehido 4% en PBS
por 1 h., se lavaron con agua bidestilada y se tiferon un control y un
experimental con AR pH 1.0 y otros con AA pH 2.5 por 2 horas. Después se

~l§varpn varias vecés se deshidrataron en series graduales de alcoholes {709,
v9;5,_ 95°1y absolutn 2X), se aclararon con x{lol y se montaron con resina
éfntética: en un portacbjetos. Los controles y los expérimentales se
observaron en un microscopio dé luz (American Optical) y en un
estereoscépico  para  compararlos. Se realizaron 5 experimehtos con
iﬁteracéiones por duplicado.

B)  Tincién con Safranina, para cuantificacién indirecta de
mucopolisacdridos.

Para medir indirectamente la cantidad de mucopolisacdridos de la piel
de ratén por corte, se utilizd 1a técnica descrita por Kiviranta et al, 1985
gque consite en utilizar un colorante especifico para glicosaminoglicanos
(GAGs), como lo es el azul alciano o la Safranina 0, y medir indirectamente

1a cantidad de estas macromoléculas por la cantidad de colorante que se une
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a estos componentes, espectrofotometricamente.

Se hizé un espectro de absorcién de la safranina, para determinar el
pico de absorcidn mdxima, en un espectrofotémetro Beckman. Se construyé una
grdfica de absorbancia del. colorante en la solucién de HC1 2M en 50% de
etanol (v/v), en funcidn de la concentracidn del colorante. Péra esto se
hicieron diferentes diluciones del colorante en la soluciédn elﬁyente en
pg/ml y se midid su absurbahcia a 530 nm; con esto se obtuvd la cantidad de
GAGs por corte, medidos indirectamente por la cantidad de moléculas de
colorante unidas a los GAGs

La interaccidn de los pardsitos con los cortes de piel se realizé como
se describid en ;a parte I1I-3, a diferentes intervalos de tienmpo (3, 6 y 24
hrs), Se realizaron series de experimentos con un promedio de é cortes de
piel para los experimentales y el mismo numero para los controles por
ensayo, en un total de 5 ensayos. Después de cada interaccidn, los cortes
se lavaron coﬁ PBS, se fijaron con formaldehido 3% 9 se tiferon con
Safranina O 0.5% en amortiguador de acetato de sodio 0.1H,M pH 4.6 a
temperatura ambiente por 15 minutos. Los cortes se despegaron del
cubreobjetos con una espdtula y se colocaron en un tubo de ensaye con 0.6 ml
de la solucién de HCl 2M en metanol 50% (v/v}, para solubilizar 1a cantidad
de colorante presente en cada corte después de la interaccion.

Los tﬁbos de ensayo que contenian los cortes de piel, se agitaron
suavemente, durante unos minutos, hasta que el colorante fue extraido
completamente, luego se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos y se
midié la absorbancia de las soluciones coloreadas a 530 nm, en un
espectofotdmetro. Los datos obtenidos se transformaron a cantidad de

colorante en pg/ml, utilizando la grafica 1.
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47‘Interaccidn de Leishmania con geles de coldgena tipo I, comp sustrato.
A) Preparacidn de geles de colagena.

La sélucidn de colagena tipo I en 4cido acético 0.5 M, se dializé
contra agua bidestilada durante 2% hrs a 4°C, para eliminar el exceso de
dcido acético., Se utilizd la técnica descrita por Montesano (14,39), con
algunas mudificaciones, para la preparacion de los geles de colagena.

Se utilizaron 7 voldmenes de solucidn de coldgena dializada, con un
volumen de Medio Dulbecco concentrado 10X, con antibidticos penicilina vy
estreptomicina al 1% y 2 voldmenes de bicarbonate de sodic 11.76 nmg/ml, to-
das estériles, Los voldmenes anteriores se mezclaron en frio, en condiciones
estériles hasta obtener una mezcla homogénea. Con una pipeta Pasteur se dis-
persd un cierto volumen en el fondo de una caja de Petri 35 am, y con una
micropipeta se colocaron 15 pl de la mezcla en pozos de una caja para Elisa
(de 96 pozos). La mezcla se dispersé uniformemente en el fondo de los reci-
pientes que la contepian para cbtener una capa uniforme de ctoldgena. Estas
se dejaron incubando - a 37°C durante 15 a 20 minutos para que gelitficaran. .
Después se lavaron con medio de cultivo a utilizar y se dejaran un minimo de
& hrs en la incubadora para extraer el exceso de bicarbonato. También se hi~

‘cieron geies de coldgena sola, esto es, que se utilizo unicamente la solu-
cidn de cnldgena pero mds concentrada, después de dializarse con agua bides~
tilada. Después de esto se hizd una dilucidn 2:1 con agua bidestilada, y se
tomaron las alicuotas con una micropipeta y se esparcieron en el fondo del
recipiente a utilizar, se dejaron gelificar a 37°C durante 45 ninutos.

Antes de su utilizacidn se lavaron con nedio de culilvn.
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B) Interaccién de Leishmania con geles de coldgena 1.

Con la finalidad de observar si 1a coldgena I, en forma aislada, tenia
alguna influencia sobre el comportamiento de los pardsitos, ya sea en
crecimiento o diferenciacién, asi como verificar si no existia degradacion
de las fibras de coldgena por los pardsitos durante la misma, se procedid a
realizar ensayos de interaccidn "in vitro" entre sustratos de coldgena 1 vy

Leishmania.

Se prepararon geles de colédgena tipo I como se describid en la parte A,
en cajas para Elisa. Los paradsitos se contaron con un hematocitémetro, se
lavaron X con MEM y se adicionaran 1x10¢ pardsitos por pozo en un volumen
final de 200 pl/pozo. Los controles consistieron en el gel de colagena con
medio de cultivo. La interaccidn fue por 48 hrs. a 2B°C.

C) Procedimiento de tincidn con rojo sirio.

Se utilizé un metddo de tincidn con rojo sirio especifico para tedir
geles de colagena proporcionado por J.L. Rosales (Dpto. de Biogquimica,
CINVESTAVY para medir la cantidad de colégené per gel, vy comparar los gelesl
que habian interaccionado con los parasitos respecto a los controles y
observar si existia alguna diferencia. |

v Al término de la interaccidn, los geles se lavaron con PBS, se fijaron
con glutaraldehido 2.5% y después se lavaron con una solucidn saturada de a-
cido picrico 2X, de'S minutos por cada casbio. Los geles se tiﬁeron-con una
solucidn de rojo Sirio F3BA en 4cido picrico saturado durante 2 hrs. Después
se lavaron en una solucién de HCl 0.0IN hasta no detectar colorante, y se
transfirieron cada uno de los geles a tubss de ensaye (10x75 mm), donde se
adicioné ! @l de una solucidn de NaOH 0.0IN en metanol absoluto al 50% (v/v)

/gel.  Los tubos se agitaron suavemente durante un minimo de 4 hrs, para ex-
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traer el colorante unido a las fibras de coldgena. Se midié la absorbancia

‘de las soluciones coloreadas a 530 nm en un espectrofotdmetro Beckman. Los
datos de absorbancia se transformaron a jg de coldgena, wutilizando la equi-
valencia proporcionada por José L. Rosales (comunicacidn personall.

Se hizd un ensayo para determinar la concentracién de la coldgena en
solucién, utilizando el nmetddo de tincién con rojo sirio 0.1% para sedir la
concentracién de la coldgena. Se hicieron geles de diferentes volumenes (10,
20, 25 y 30 pl) por duplicado, se tiweron con rojo sirio comp se describe en
la parte C v se midié la absorbancia del colorante unido a la coladgena a 530
ne. Los datos obtenidos se graficaron (gréfica 2y 3) y se determind la
cantidad aproximada de coldgena en pg/pl.

D) Ensayans de interaccién de los pardsitos con geles de colagena.

En el primer ensayo, se tomé como variable la cantidad de pardsitos
{1x106, Bx10%, &x10% y 4310%) y la constante fue el volumen del gel de
coldgena (15 pl/pozo). Los controles fueron en las mismas condiciones que
los experimentales pero sin pardsitos.

El ensaya 2 consistid en variar el voiumeﬁ del gel de coldgena (10, 15,
20, 25 y 30 pl)Y y la constante fue la cantidad de pardsitos (ix10¢). El.
tiempo de interaccidn en ambos ensayos fue de 48 hrs a 28°C. Una vez
terminada la interaccidn se cuantificd la cantidad de coldgena por gel
utilizando el metédo de tincién con rojo sirio descrito en la parte C.

El 3er. ensayo se realizdé en ausencia y en presencia de suero fetal
bovino, con el objeto de ver si alguin componente del suero, utilizado en las
interacciones, ' inhibia 1la accidn de alguna proteasa del pardsito y que
debido a esto no fuera posible observar el efecto de Leishmgnia sobre la

colagena , ‘en las interacciones realizadas,
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-Las interacciones se hicieron en las mismas condiciones descritas para
las anteriores. Se ensayaron volumenes de 2.5, 5, 7.5, 10, 15 y 20 pl, para
cada uno de estoé volumenes <e hicieron duplicados unos con MEM con SFB
{Hyclone) y otros con MEM sin suero. Los controles se hicieron con el gel de
coldgena+medio de cultivo con suero y gel+Medio sin suero. Se hizd otro
centrol en el cual se colocaron {x10¢ pardsitos, en amedio con suero y otros .
zin suero en una caja de Elisa, para observar si la coldgena estimulaba la
croliferacion y/o diferenciacidn de los pardsitos. Los geles se procesaron
ccmo en los ensayos anteriores para medir la concentracidén de caldgena por
gel.

También se hicieron geles en cajas de petri de 35am y se realizaron las
interacciones con los pardsitos por el mismo tiempo que en las tcajas para
Eiisa, Estas interacciones fueron observadas periddicamente en un
aicroscopio invertido y después tefidas con Roje Sirio, para observar si

nabia zonas de degradaci 8n.




RESULTADOS.

1, Caracterizacidn de los pardsitos.
1. Cultivo,

Los promastigotes que se cult;varon en MEM yb M199 con 104 de suero
fetal bovino (SFB), se mantuvieroh en buenas condiciones a 28°C. En los
primeros 3 dias de cultivo los pardsitos entran a upa fase de divisidn
celular vy =e observan como formas redondas y ovaladas, pasado este periodo
las leishmanias comienzan a alargarse y a desarrollar un flagelo mds grande,
que les confiere mayor movimiento. Ademds tienden a formar agregados de
pardsitos unidos por el flagelo (fig 1A). Unos agregados se observan en el
fondo de la caja y otros en la superficie qel medio ("natas").

Para maﬁtener la forma diferenciada de loé promastigotes, fue
determinante el tipo y el lote de SFB utilizado en el medic. El mejor
resultado se obtuvd con el SFB (Hyclone) 1lote 118599. Los pronastigotes
(¢ig. 1B) y amastigotes recien extraidos del hdmster infectado ($ig 1D),
muestraﬁ los siguientes organelos: niclee, cinetoplasto, saco flagelar,
flagelo, reservorio, vacuolas, asi como el sistema microtubular pelicular en

l1a periferia de la célula.

2. Infecczidn "in vivo" en animales experimentales.
A) Infeccién en hdmster.

Con 1la finalidad de mantener la virulencia de la cepa de Lgishmania
cultivada axénicamente y de obtener formas amastigotes, se infectaron
hamsteres . en lag extremidadés poéteriores con parasitos, tanto con

promastigotes y amastigotes. Aparentemente la infeccién se desarrolld méds
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ripido cuando se utilizaron amastigotes. Un mes después de la inoculacidn
los hamsteres desarrollaron nédulos formados por macrofagos infectados, que
gradualmente provocaron deformacidn de las patas. En algunos animales estas
lesiones se ulceraron, pero posteriormente cicatrizaron.

En los cortes semifinos de la piel de hamster infectado con Leishmania,
se observd la infiltracidn celular de la dernis y la formacién de nédulos de
macréfagos infectados (fig ZB). Las células presentaron una gran cantidad de
vacuolas, cada una de las cuales contenia uno o dos amastigotes (fig 20).
En la piel infectada no se ohservé la capa compacta de colidgena que se puede

apreciar , cuando se compara con un tejido normal, en la dermis (fig 2A).

B} Diferenciacién de formas amastigotes a promastigotes "in vitro*.

Los amacstigotes ettraidos de las patas infectadas de los hamsteres se
sembraron en un medio de cultivo a 28°C. Durante las primeras haras los
~ amastigotes incrementaron gradualmente su tamafo, tomenzaron a alargarse, -y
entraron en fase de diveidn celular. Posteriormente emergié el flagelo y en
_consecuencia el parésiiu fue mds activo.

Aproximadamente a las 35 hrs. fue posible observar formas promastigotes
completamente diferenciadas, y otra poblacién de células redondeada con
flagelo pequefo. A las 48 hrs los promastigotes comenzaron a unirse por. el
flagelo y a formar pequefas rosetas, que continuaron en proceso deﬂdivision

celular (fig 1A).

C. Infeccitn en rateones BALB/c.
Para comprobar la infectividad de la cepa de Leishmania utilizada en

los experimentos con’ ratones BALB/c (reportados en la bibliografiad como
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susteptibles para especies de L. mexicana), se inocularon amastigotes recién
ext}aidns de hamster infectado, en las extremidades posteriores de ratones.

A los & dias de infeccidn se tomd una muestra de la regidn inoculada
con pardsitos y se hicieron cortes semifinos. En ninguna de  las
preparaciones ohservadas detectamos la presencia de parasitos.

A los 12 dias de infeccidn, 1la dermis de la piel mostré amastigotes en
el interior de macrdfages, asi como libres en el espacio intracelular. En
el tejide infectado se observé una dermis mas laxa, con una gran cantidad de
células y una caracteristica evidente fue la reaocién géneral de tejido
conjuntiva, cono puede observarse en la +ig 3B. En la fig 3A, se observa un
epitelio normal, gue se utilizd como control para el estudio de los tejidos
infectados con Leishmania. En este corte se compararaon las caracteristicas
morfolégicas de un tejido no infectado, que son un tejido conjuntivo mas
compacto, una gran cantidad de fibras de coldgena, y algunas células como
macréfagos y fibroblastos inmersas en &1, A los 26 dias y dos meses deo
4infa:ci6n, no se localizaren parédsitos en la 2oha de inoculacidn.

Los ratones se revisaron periddicamente pero no mostraron sintomas de
la enfermedad. El animal que se conservd por B meses, presentd inflamacidn
en émbas patas pero no uiceracidn. En los cortes semifinos se observaron
anastigotes infectande macréfagos (fig 4A) vy axtraceluléres en la parte
inferior de la dermis "{fig 4By C). Los Qacréfagus infectados presentaron
vacuolas grandes que contenian hasta 5 Amastigutes cada una. Del area donde
se observaron los amastigotes extracelulares (fig 4C) se estudiaron los
parasitos con en el micrnscoéin electrénico, mostrando que algunos estaban

bien preservadns, y otros estaban lisados (fig 4D).



3. Interaccidn pardsito-macréfago “in vivo'.

Los hamsteres infectados con promastigotes y amastigotes de L. mexicana
pifanoi desarrollaron infeccidn aproximadamente a los 30 dias después de la
inoculacién, tiempo en el cual los animales mostraron inflamacidn en  ambas
patas. A partir de este tiempo la inflamacidn aumentd gradualmente hasta
deformarlas.

Cuando se ohservaron los cortes semifinos en el microscopio éptico
detectamos la presencia de agregados de macréfagns infectados. El tejido
presentd una apariencia muy vacuoléda con una gran cantidad de células en la
dermis (fig 2B). La remocidn de tejido conjuntivo fue muy evidente cuando

se tompard con una muestra de piel normal (fig 2A).

4, Fruebas de aglutinacidn con lectinas.

En la tabla 1 se muestran lns resultados obtenidos de los ensayos de
aglutinacién de los prcmaséigotes con 4 lectinas diferentes conjugadas con
isotiocionato de fluoresceina (FITC). Estas lectinas +4ueron Concanavalina
At{Con A), Aglutinina de germen de trigo (WGA), Aglutinina de soya (SBA) y
Aglutinina de cacahuate (PNA). Estsos se reportaron como positivo o negativo
de acuerdo a dos criterios: el primero fue observar en el microscopio dptico
si los pardsitos eran aglutipados en presencia de cada una de las lectinas
'ensaygdas,'y el otro cbservar la marca de la superficie celular del parasito
en un sistema de epifluorescencia.

La Con A fue la dnica lectina que dié reaccidn positiva. La
aglutinacién de de promastigotes en presencia de Con A se presentd a
unaconcentracidn de 50 pg/ml. En presencia de las demds lectinas, los

pardsitos no mostraron~ég1utina:idn. El marcaje debido a la fluoresceina fue
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muy evidente en los agregados de promastigotes ;glutinados con esta lectina,
an el microscopio de epifluorescencia (fig 5C).

Ecta propiedad de aglutinacidén con Con A es comdn a la presentada para
otras cepas de L, mexicanalp. ejem. L94AsB- (4B8), donde también cbservaron
una reaccidén muy fuerte con Con A, pero no con otras lectipas ensayadas como
la WGA. Este criterio puede ser util para sugerir que la cepa con la cual

trabajamos pertenece al complejo L. mexicana.

TABLA 1

Marcaje de promastigotes de L. m. pifanoi con lectipas conjugadas con FITC.

LECTINA L o pifanoi (H. Farias) $ L. mexicana L94AsBy

[lectinal 50 pg/ml 10 100 200

“Con A POSITIVO + 2+ 2+
WGA NEGATIVD

SBA NEGATIVO - - +/~

PNA NEGATIVO .- - -

tDatos tomados de Herndndez AG (48).

5. Movilidad electraforética.

Los valores de movilidad electroforética de promastigotes y amastigotes
obtenidos por microelectrofdresis célular, se resumen en la tabla 2. La
movilidad electrofdretica (m.e.) se calculd de la sigu;ente ecuacion: me=d/t
% D/V. La medicidn se realizé registrando el tiempo y sustituyendo los otros
valores que ya se conocian,

Cada uno de los valores corresponde al pronedio del nimero de medicio-
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nes realizadas (25 6 12) con su respecti&%‘@ Viacidn estandard. Se aplicd
la prueba T de student a los valores de m.é. de ios promastigotes con X vy
XVI11 resiembras y se verificd oque los datos eran diferentes
significativamente (menos del 0.001¥%).

La m.e. de promastigotes con X resiembras (-1.28) fue menor que la de
dquellos con XVI y XVIII (~1.4). Estas diferencias indicaron un incremento
en la carga negativa de los promastigotes con mayor nimero de resieasbras.
Algunos autores han ohservado que la m.e. varia segin la fase de cultivo en
1a cual se encuentren las células. Pimienta y cols, 1983, reportaron que }os
promatigotes de L. mexicana en fase estacionaria tienen una carga
csuperficial mAs negativa gque los de fase logaritmica. De acuerdo a esto, las
diferencias observadas en los ensayos anteriores pueden atribuirse al ndeero
de dias de cultivo que tenian las células en el momento de la medicidn. Sin
embargo, este dato no fue registrado cuando se realizaron las mediciones,
por lo que las diferencias no pueden ser atribuidas dnicamente a ese factor.

Los pardsitos mantenidos en cultives axénicos en M199 y MEM, con
diferente lote de suero fetal bovino y aproxima&amente el mismo ndimero de
resiembras no mostraron diferencias.

Los amastiéotes presentaron valores de m.e. mds bajos que . los de
.prnmastigutes. Los promastigotes gue fueron cultivados sobre un sustrato de
' coldgena 1 de cola de rata presentaron los valores mayores de movilidad

electrofdretica.

Las superficies celulares de promastigotes con VI resiembras y amasti-
gotes recién extraidos, se marcaron con ferritina catidnica para evidenciar
grupos anidnicos sob;e la membrana del pardsito. Esta metodologia se utilizé

para corroborar los datos obtenidos por electroftéresis celular.
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Con el microscopio electrénico de transmisién observamos los granos de
ferritina catidnica distribuidos uniformemente sobre la superficie y el
flagelo de las promastigotes (fig 7A). Los amastigotes rostraron un marcaje
mds intenso sobre su superficie celular. Sin embargo, como puede observarse
en la fig 7B, los granos de ferritina se encuentran unidos a la membrana de

1a vacuola prasitdfora que rodea al pardsito.

TABLA 2

MOVILIDAD ELECTROFORETICA (m.e.)JDE AMASTIGOTES Y FROMASTIGOTES DE
. L. m. pifanoi.

L. mexicana N.R. M.E. S.D. n
AMASTIGOTES -0.7825 % 0.1083 (12)
PROMASTIGOTES X -1.2832 * 0.0388 (25)
PROMASTIGOTES XvI ~-1.4050 % 0.0932 (25}
PROMASTIGOTES XVIIL ~1.4231 % 0.0510 (25)
PROMASTIGOTES

EN COLAGENA 1 XV ~-1.6415 % 0.1230 {25)

N.R.= no. de resiembras
8.D.= desviacidn estandard
n= pumero de datos
11 Interacciones pardsito-macréfago * in vitro®.
t. Infeccidn de macrdfagos peritoneales de ratén con L. sexicana
Los macrdfagos obtenidos de la cavidad peritoneal del ratén, se
adhirieron. al fondo de las caja de Petri, donde se mantuvieren en buenas

condiciones, cultivados con MEM o M199 y 10% de SFB y con cambios periddicos
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de medio de cultivo.

Durante las primeras horas de interaccidn se hicieron observaciones en
el microscopio invertido con contraste de fases. Aproximadamente a las 2 hrs
observamos pardsitos adheridos a diferentes partes ‘de la membrana del
macréfago. Los macréfagos emitian prclongaciones en todas direcciones y los
parésitos fueron englobados por diferentes lugares, sin una orientacidn o
pclaridad definida. Una vez que el pardsito se adheria, era inmovilizado( y
dificilmente lograba desprenderse a pesar de su movisiento) y gradualmente
endocitzdc por el macréfago, hasta quedar dentro de una vacuola. A las 24
hrs cbservamos fornas redondeadas del pardsito dentro de la vacuola
parasitofcra, vy a las 48 hrs encontramos amastigotes diferenciados. Estas
observacicnes se realizaron ‘en preparaciones tefiidas con GIEMSA. Mediante
el uso de éste colorante fue posible diferenciar perfectamente la presencia
de 1locs pardsitos intracelulares, el citoplasta de los amastigotes de una
coloracidn azul, y el ndicleo y cinetoplasto rosa, con algunas condensaciones
de 3zul mas obscu?c (fig S5A y B).

Los amastigotes intracelulares se mantuvieron en buenas condiciones
hasta las 48 hrs de infeccién, despuds comenzaban a destruirse tanto los

amastigotss como algunos macréfagos.

2,- Interaccidn pardsito-macréfago, marcaje de antigenos de superficie de
Leishmania con Con A-FITC.
Con la. finalidad de estudiar si los antigenos de superficie de
Leishmania cambian durante 1los eventos iniciales de la infeccidn de
macréfagos, se Qtilizo la Con A-FITC como marcador de la superficie del

pardsito.
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Los macroifagos peritoneales de ratén se incubaron con Con A-FITC vy
dieron una reaccidn fluorescente muy evidente, por lo que para seguif el
curso de los antigenos del pardsito, teniamos gue bloguear los receptores
para Con A del macrdfago. Antes de la interaccidn pardsito-macréfago, éstos
altimos se incubaron con Con A no marcada para bloguear loé receptores de
superficie. Llas células interaccionaron por | y 2 hrs y después se marcd la
membrana de los pardsitos con Con A conjugada con FITC para evidenciar los
antigencs de superficie del pardsito en un microscopio de epi{luorescencia.

En la fig 5D se muestra el resultado de este ensayo. Los pardsitos
dieron reaccidn positiva pero también la superficie del macréfago la did,
por lo que esta metodologia no permitid aclarar el objetivo inicialnente

planteado.

3. Interaccidn Leishmania-macréfago, utilizacidn del suero antileishrania
como marcador de antigenos de superficie del pardsito.
A) Suero antileishmania.

Como una técnica alternativa para resolver el problema de conocer si
los antigenos de superficie del pardsito cambian durante suientrada al
mazréfago y su diferenciacidn a la forma amastigote, se decidié producir
anticuerpos policlonales contra promastigotes de Lejshmania en ratén.

Los sueros inmunes (antileishmania) obtenidos se probaron en los
pardsitos pon la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Estos sueros
presentaron un titulo de anticuerpos policlonales relativamente bajo
(cansiderado éste por la intensidad de fluorescencia que observamos sobre la
superficie_ del pardsito, con las diferentes diluciones probadas, en el

microscopio de epifluorescencia)l. Se necesitaron 25 pl  de suero



antileishmania en un volumen igual de NaCl 0.143M (1:1), pH7.0, para obtener
una buena resolucidén bajo el microscopio de luz ultravioleta. A esta
concentracidn de anticuerpos,' ohservamos la superficie y el flagelo del

pardsito claramente definidos (fig 6GA).

B) Infeccidn de macréfagos peritoneales con Leishmania.

Las infecciones de macréfagos peritoneales con leishmaniasse repitieron
an las condiciones ya establecidas. Al término de éstas se marcaron los
antigenos de superficie de los pardsitns con el suero inmune, con el
propdsitn de seguir su cuerso durante las etapas iniciales de la infectidn.

Con esta metodologia esperabamos definir si los antigenos del pardsito
sufrian alguna alteracidn al ser endocitados por el macréfago, o si
t.rishmania dejaba sus antigenos sobre la superficie del macréfago, asi tomo
tambiérn haciendo infecciones mds largas, observar si los antigenos
producidos contra promastigotes seguian reconociendo las formas amastigotes.

En el primer ensayo de infeccidn de macréfagos con promastigotes, éstos
dltimos dieron una reaccion fluorescente en 1la superficie, pero tambien
nbservamos fluorescencia en el macrofago. Esto fue debido a que los
macrofagos tienen receptores para la parte cristalina (Fc) del anticuerpo
contra Ig6 de raton. Para eliminar esta variable, se bloguearon estos
receptores Fc con suero normal de conejo inactivado al 10%, antes de la
Fijacién v después de la permeabilizacién (segin el caso).

En 1a figura 6B se muestra el resultados de la infeccién de 2 hrs., al
término de éste tiempo observamos que los pardsitos habian interaccionado
con la'membrana delymacréfago y algunos comenzaban a ser endocitados. No se

presentaron cambios en la fluorescencia de la superficie de 1os pardsitos



que estaban adheridos a la membrana del macrdfago, asi como tampoco en la
mehb?ané‘del macroéfage, 1la cual no mostrd signos de reaccién fluorescente.
En este ensayo obtuvimos un mejor blogueo de los receptores Fc del
macréfage, lo cual nos permitié distinguir claramente las condiciones vy
posicidﬁ de‘ los antigenos de superficie wmarcados con 1os anticuerpos
pcliclonales de ratén.

Los controles tratados con suero normal de ratén en lugar -de suero
antileishmania, no dieron reaccidén fluorescente sobre la superficie(fig &F).

A las S hrs deinfeccién, observamos que muchos parasitos ya habian en-
trado a los macrdfagos y se encontraban en vacuolas parasitdforas, otros mds
estaban adheridos a la superficie del mismo. En estos experimentos observa-'
mos la superficie del pardsito claramente definida, sin embargs, la reaccidn
fue muy intensa en el ndcleo del macrdfago. En los macréfagos donde ya habia
perdsitos internalizados no observamos antigenos pegados en la superficie
del macréfagn, ni cambios en la intensidad de la flucrascencia de los
pardsitos (fig &C).

A las 24 hrs de infeccidn, los promastigotes endocitados ya se habian
diferenciado en amastigotes. Observamos un Euen nimero de amastigotes por
célula bien preservados, y entrando a fase de divisién celular. Estas
observaciones ﬁbs indicaron gue en términos generales logramos una buena
infeccién. Como en la infeccidén anterior, no detectamps cambios en los
antigencs de superficie del pardsito, ya que los anticuerpos producidos
contra promastigotes sequian reconociendo las  formas  amastigotes
intracelulares. No se observd exposicién de antigenos del pardsito sobre la
superficie .del macrdfago (fig &D).

En la infeccidn de 48 hrs. algunos amastigotes comenzaron a destruirse
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»(fragmentos celulares del pardsito fluoresﬁentes), aunque también se obser-
varon amastigotes en divisidn celular (fig &E). En otras células la superfi-
cie del pardsito se observd punteada, pero tampoco observames exposicién de
antigenos de Leishmania sobre la superficie del macréfago.

Adn llegando a este tiempo de infeccidn, no detectamos cambios en los
‘antigenos de la superficie del pardsito, contra los cuales estabaﬁ dirigidos

los anticuerpos policlonales utilizados en todas las reacciones.

111 Matriz extracelular y pardsitos.
1. Interaccidn de L. m. pifanol con secciones de piel de ratén.
Con el objeto de deterninar si Leishmania se asocia preferencialmente

con algunos componentes de la matriz extracelular de la piel del huésped, o
si éstos influyen en procesos bioldgicos del pardsito (como diferenciacidn o
proliferacién) decidimos hacer interacciones " in vitro" de cortes de piel
de ratén (por congelacion) con leishmanias a 28 <C. Ln% controles de esta
interaccidn consistieron en cortes de piel sin paradsitos.

Durante las interacciones se hicieron las siguientes observacianes:

~los pardsitos tendieron a formar agregados en la superficie y contornos de
los cortes de piel, dependiendo en la mayoria de los casos de la cantidad de
pardsitos que se encontraban en los cortes y sobre todo casi al término de
. la interacciﬂn.

~Aproximadamente después de 4 hrs de inferaccién, los pardsitos adoptaron
formas redondeadas con cuerpos densos en su interior. Dichas formas fueron
predominantes en 1la ﬁaycria de los ensayos, sin eabargo, tambidn se
observaron formas ovaladas. lLas formas reddndeadas se observaren tanto

scbre el corte como en otras regiones de la caja de cultivo.



54

-Entre las fibras de coldgena se observaron paradsitos agregados y solos,
conforme avanzé el tiempo de interaccidn estas fibras se observaraon mds
claras y su contorno mds definido, dando la impresidn de que la matriz que

1os rodeaba estaba siendo digerida.

A) Determinacidn cualitativa de GABGs en cortes de piel de ratdn.

Tincidn con azul alciana.

Para determinar =i los pardsitos estaban digieriendo algin tipo de
componentes de la matriz extracelular de 1la piel (glicosamincglicanocs o
proteoglicanos), los cortes se tiferon cun'azul alciano pH 1.0 y 2.5 por 2
hrs, al término de la interaccidn con los parasitos.

La intensidad de la coloracién (azul claro) fue mayor en los controles
respecto & los experimentales, donde ésta fug.mgnnr. Los ensayos fueron du-

plicados y se repitieron 5 veces en los cuales se obtivé el mismo resultado.

B) Determinacidn cuantitativa de GABs. . Microespectofotometria con
Safranina d.

Se utilizdé la Safranina O, para neterminar'la cantidad de -GABs en las
secciones de piel de ratén. Al término e las interacciones con los
pardsitos, 1bs cortes se tiferon cﬁﬁ safESnihé y 'despues bdr
espectrofotometria, se midié 1a cantidad de colurante-AUé ée unid a los GAGs
por cada corte, vy este valor setransformd a concentraciaﬁ'de tolorante en
‘pg/ml, con una curva estandar de Safranina (Grafica 1). Los valores

nbtenidos se registrarcn en la Tabla 3.
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TABLA 3

VINTERRCCIDNES ENTRE SECCIONES DE PIEL Y PROMASTIGOTES DE
L. mexicana.

CONCENTRACION DE SAFRANINA O (pg/ml)

TIEMPO (hr) CONTROL  EXPERIMENTAL %REDUCCION
3 1,13« 0.56 50
6 11.05" 0.57 46
6" 0.90% 0.66 27
s 0.48" 0.20 58
% 0.67% 0.10 85
2 0.88! 0.18 70

Jpromedio de 5 secciones de piel
*promedio de & secciones de piel
*pronedio de 3 secciones de piel
JEste control consistid en medio d= cultivo donde crecieron los pardsitos.
BGABs= glicosaminoglicanos medidos indirectamente con la Safranina
Durante las interacciones realizadas paéa estas determinaciones con
Safranina 0, observamos cuerpos densos en el citoplasma de los pardsitos vy
la aparente degradacién de 1a matriz que rodea las fibras de coligena. Lns
pardsitos se conservaron en buenas condiciones durante las interacciones.
De acuerdo a los resultados de la tabla 3, se observd una drdstica re-
ductidn en la cantidad de GAGs de las secciones de piel incubadas con pard-
sitos, En las interacciones de 3 y 6 hrs., se encontrd un 350% de reduccidn y

en las de 24 hrs, hasta cerca de un 80% de remocidn de ¢éstos componentes,

Estos ensayos indicaron que 1los promastigotes de k; mexicana degradaran

estos componentes extracelulares.



2, Interaccién de promastigotes de L. m. pifanoi con geles de coligena I.‘
Con el .prOpusito de conocer si existe alguna- asociacidn de los
pardsitos con un componente de la matriz extracelular aislado, la coldgena I
de tenddn de cola de rata, o si ésta influye en procesos de proliferacién
y/o diferenciacién de Leishmania, asi como si ésta dltima degrada la
coldgena, como sugiere Ridley y cols{1983), durante la infeccidén, se
bicieron ensayos de interaccién "in vitro®de promastigotes con geles de
coligena como sustrato.
A) Geles de coldgena tipo I.

Los geles de colagena 1 obtenidos, mostraron una consistencia vy
transpérenﬁié adecuaday, y la polimerizacidn fue rdpida; aproximadamente
despuds de incubar 15 minutos a 37°C.

En la Grafica 2 y 3 se muestran las curvas estandard de colagena I, que
se elaboraron para determinar la concentracién de coldgena por pl de
solucién, utilizando la técnica de tincién con rojo sirio 0.1%, y midiéndo
por espectrofotometria a 530nm‘(equ!valencia proporcionada por J.lL.Rosales),
para determinar la concentracidnAde coldgena por pl de solucién.

B) Ensayo de interaccidn de promastigotes con un gel de coldgena I, en
pozos de una caja para Elis#.

Se realizaron dos tipos de ensayos. En el primer ekperimentu se tomd
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2. Interaccidn de promastigotes de L. m. pifanoi con geyes de colagena I.
Con el prbposito de conocer si existe alguna asociacién de los
parasitos con un componente de la matriz extracelular aislado, la coldgena I
de tendén de cola de rata, o si ésta influye en procesos de proliferacién
y/o diferenciacién de Leishmania, asi como si ésta dltima degrada la
. coldgena, como sugieré Ridley y cols (1983), durante la infeccidn, se
hiciercn ensayos de interaccidn "in vitro” de promastigotes con geles de
colagana como sustrato.
A} Beles de colégena tipo I.

Los gelss de colégenﬁ' 1 obtenidos, mostraron una consistencia vy
transparencia adecuada, y la polimerizacidn fue rdpida; aproximadamente
después de incubar 15 minutos a 37eC.

En 1a Gradfica 2 y 3 se muestran las curvas estandard de coldgena I, que
se elaboraron para determinar la concentracién de coldgena por ypl de
solucidn, utilizande la técnica de tincién con rojo sirio 0,1%, y midiéndo
por espectrofotometria a 530nm (equivalencia proporcionada por J.iL.Rosales),
para determinar la concentracién de coldgena por pl de solucidn.

B} Ensayo de interaccién de promastigotes con un' gel de ‘colégena. I, en
‘pozos de una caja para Elisa.

Se realizaron dos tipos de ensayos. En el primer experimento se tomd
como varisble la cantidad de parasitos y la constante fue el volumen del gel
de colagena (1S pl/pozo). Las cantidades de pardsitos adicionadas fueron
{z108, Bx109, 5£%10%, 4x10° y 2x10®. En el 20. ensayo variambs el volumen del
gel dev>EOIAgena y 1a constante fue la cantidad de parési{os (1x10*), para
eliminar la posibilidad de que a una'cierta-conﬁentracidn de colégena, la

accién del pardsito sobre este componente estuviera siendo inhibida. En
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ambos casos los controles consistieron en geles sin  parasitos. La

interaccidén fue por 48 hrs a 27°C.
Después de la interaccién los geles se tiferon con rojo sirio y se
procesaron para determinar la concentracidén de coldgena por muestra. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4. Los datos son promedios de

duplicados.
TABLA 4

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PARASITOS
SOBRE COLAGENA 1.

CONCENTRACION DE COLAGENA (pg/gel)

CONTROLY 10,6

PARASITOSS REDUCCION(pg)
1% 106 9.9 " 0.70
Bx102 9.67 0.93
&x10% 9.67 0.93
ax10% 8.87 1.73

4 Controls gel de coldgena de 15 pl (constante),
§ Interaccion de gel de coldgena de volumen contante (15 pl).

En la tabla 4 se observé, que donde interaccianarpn b6 y 8xlo®

paraéitos, la concentracidn de coldgena disminuyd en aproximadamente 1 g,

mientras 'gue los geles incubados con &4 X 10® parasitos mostraron una

reduceidn mayor, de 1.73 pg. Estos resultados sugieren gue la coldgena puede

ser degradada por los pardsitos, adn y cuando no se observan diferencias
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uniformes a diferentes concentraciones de pardsitos.

Cabe aclarar que en estos datos se calculd un factor de correccidn

aproximado, debido a que se observé que los pardsitos absorbian cblnrante y
una gran cantidad de ellos se quedaban adheridos a los geles, adn después de
. las lavados. Se pensé que quizds no observabamps diferencias evidentes
debido_ a la cantidad de colorante que se unia a loé pardasitos. Se tomaron
{v10® pardsitos, se tiferon con rojo sirio, despuéds se extrajd el colorante
y se midid su absorbancia a 530 nm., Este dato se transforméd a'equivalente de
concentracidn de coldgena y se restd a los datos obtenidos en este ensayo.
Los resultados del 2o0. ensayo, donde 1a variable fue el volumen del gel
dé coldgena la cantidad. de pardsitos permanecid constante, se resumen en la
Tabla 5. '
TABLA 5

EFECTO DE PARASITOS (1X10*) SOBRE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE COLAGENA I.

VOLUMEN DE GEL CONCENTRACION DE CDLAGENA 1 (pg)

| COLAGENA I (y1) ~  CONTROL EXPERIMENTAL  REDUCCION
i {(pgi t )
o 8.2 - 43 X3
15 9.4 8.5 ot
20 128 12.9 . 0
25 16.74 13.0 3.7

30  18.46 17.2 1.2

dCorreccidn, se resté 1 pg a cada uno de los datos obtenidos, debido a la
cantidad de colorante que absorbian 1x10%paradsitos. MH.a concentracion del
gel experimental se le restd a la del control.



En este ensayo (Tabla 5), se observa una reduccidn de material similar
al del caso anterior, sdlo para geles de 9.4 pg, esto es de 1 pg. Para los
geles de 10 y 25 pl la remocidn fue mayor, sin eabargo, no existe
uniformidad en los datos obtenidos. Al parecer la remocidn de material fue
myy irregular. Estas diferencias pueden ser atribuidas a pérdida
indeterminada de coldgena durante el proceso de lavado o tincidn del gel.

C) Interaccidn de L. m, pifanoi con coldgena I utilizando medio de cultivo

(MEM) con y sin suero fetal bovino.

Se conoce que algunos factores del suero tienen acecidn inhibitoria de
enzimas y especificamente de algunas proteasas (8l). Para descartar la
posibilidad de que los fatofes cel suero estuvieran inhibiendo la accidén de
alguna proteasa del parasito, se llevaron a cabo los ensayos de interaccidn
con coldgena en presencia y ausencia de suero fetal bovino. Ambas
condiciones se ensayarcn con sus.respectivos controles. Los resultados se

resumen en la Tahla &, Los datos para cada caso son promedic de duplicados.
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TABLA &

EFECTD DE PARASITOS ({X10%) SOBRE DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE COLAGENA I, CON Y SIN SUERD FETAL BOVINO.

SIN SUERD CON 10% DE SFB

VOLUMEN DE

COLAGENA I  CONTROL EXPERIMENTAL ~ CONTROL EXPERIMENTAL
(p1) (yg) (yg)

R& R

2.5 2.56 2.22 0.36  2.99 4.56 -
5.0 4,31 4,43 0 9.12  8.98 0.14
7.5 8.59 5.98 2,61 10.36 9.59 ©0.77
10.0 8.07 7.23 0.84 13.94 12,70 1.24
15.0 - - - 15.44 14,03 1.44

R« Reduccién
Tados 1os valores son promedios de duplicados.

Analizando la tabla &, oﬁsefvamos una disminucidn de aproximadamente. i
pg en geles de. 310 y 15 pl que se incubaron.con suero, mientras que los
incubadﬁs sin suero presentaﬁ redﬁcciones muy irregulares‘y’que no muestran

‘con claridad si existe degradacidn de coldgena.

Loz resultados anteriores nos v{ndlcarnn que-cuando menos bajo estas
candiciones, los promastigotes degradan coldgena I en cerca de 1 pg. Las di-
Ferenc;as observadas en ausencia de suero pueden atribuirse a otro factﬁc.

Durante la interaccién de leishmanias con el sustrato de coldgena I,
observamos una asociacidn de los pardsitos con las fibras de coldgena, Al

parecer esta ascciacidn era muy fuerte puesto que aun después de variaos

lavades, los agregados de pardsitos no se extrajeron.
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Para corroborar si la coldgena influye en procesos celulares del
pardsito tales como prol%feracibn, se hizd un control de pardsitos en medio
de cultivo, sin coldgena, que nos permitiéicomparar el crecimiento de éstas
respecto a las leishmanias incubadas en presencia de coldgena.

En el transcurso de las interacciones, los promastigotes proliferaron
en presencia y en ausencia de suero, aunque con el suero el crecimiento fue
mayor. Sin embargo, no se observaron diferencias entre el crecimiento de
parasi tos incubados con. coldgena respecto a los controles. Tampoco se
ohservé que la coldgena indujera (durante este periodo de incubacién),
cambios en 1a diferenciacidn del parasito (prcmastigote;amastigote), ya que

cuando los pardsitos alcanzaron la confluencia, se observaron flagelados y

agregados.



FIGURA 1.

A) Fotomicrografia de barrido de promastigotes de L. mexicana en cultivos
axénicos.

B) Fotomicrografia de transmisién de promastigotes de Leishmania.

C) Fotomicrografia de barrido de un macréfago infectado con amastigotes, en
condiciones "in vitro”.

D) Fotomicrografia de transmisién de amastigotes de L. mexicana.
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FIGURA 2

A) Corte transversal de piel'normal de hdmster (Control).
B) Fiel de una extremidad posterior de hdmster infectado con Leishmania.
Infeccion de 2 meses. 20 X. Observe el tejido vacuolado y laxo.

C) Piel de hadmster infectada. 40 X
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FIGURA 3

a

B)

Q)

m

Corte transversal a la epidermis de una extremidad posterior de ratén
BALB/c (Control). 10 X

Piel de réidn infectada con Leishmania, 12 dias de infeccién. 20 X. Se
chservan macrdfagos infectados con amastigotes.

Piel de ratén con 12 dias de infeccién, 40 X. Acercamiento de la dermis,
donde Se encuentran las células infectadas.

Fotomicrografia de transmisidn de un macréfago de piel infectado con

amastigotss de Leishmania,
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FIGURA 4

A) Corte de piel de ratén con 8 meses de infeccidn, 20 X.

B} Infeccién de 8 meses, 40X

€1 Zona inferior de la dermis, infeccién 8 meses, se observa una gran
cantidad de amastigotes.40 X

D) Fotomicrografia de transmisién de amastigotes extracelulares.
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FIGURA 5

A) y B) Infeccién "in vitro" de macr4fagos peritonealss dé ratén con
t.eishmania, tincidn con GIEMSA. 40 y 100 X.

C) Promastigotes de Leishmania aglutinados con Con A-FITC.

D) Infeccidn de macrdéfagos peritoneales con leishmanias, 2 hrs de infeccidn.

Reaccidn con Concanavalina A conjugada con FITC.
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FIGURA &

Macrdfagos peritoneales infectados con leishmanias. Los antigenos de
superficie del pardsito se marcaron con anticuerpos policlonales vy

fluoresceina, mediante la técnica de inrmunofluorescencia indirecta.

a

~

Promastigotes de Leishmania marcados con ‘antisuero antileishmania

producido en ratdn, '

B) Infeccidn "in vitro® de 2 hrs. Los promastigotes se encuentran adheridos
a la membrana del macréfago.

C) Infeccidn de 5 hrs, GSe observan los pardsitos ya endacitados por el

macréfago.

D} Infeccidn de 24 bhrs. Los amastigotes ya diferenciados, comienzan a

pord

dividirse.
E) Infetcidn de 48 hrs. Los pardsitos intracelulares se observan todavia en
condiciones adecuadas.

F} Control, las células se trataron cen suero de ratén preinmune.

—
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FIGURA 7

A) Fotomicrografia de transmisidn de Promastigotes de L. pexicana tratados
con ferritina catidnica. Los granos de este colorante se observan sobre
JE memﬁrana celular,

'B) Fotomicrngra4{é de transmisién de Amastigotes tratados con ferritina
catiénica. Obsérvese la doble membrana de la vacuola parasitéfora de los

macrdéfagos cubriéndo 1a del parasito.
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DISCUSION.

Actualmente, las Leishmaniasié contindan siendo enfermedades de gran impor-
tancia en algunas regiones del mundo. Los eventos que ocurren durante 1a in-
teraccidn inicial entre pardsitos y células blanco, en la piel del huésped
{microambiente donde los promastigotes son inoculados), no han sido
completamente esclarecidos.

En el presente trabajo, nuestro interds consistid en establecer si
Leishmania interactda con componentes de la matriz extracelular de la piel y
determinar si interviene en pro:esué de degradacidn de esta matriz, durante

el transcurso de 1a infeccidn,

Interaccidn Leishmania-Macréfago "in vivo".

Es importante establecer las condiciones de infeccidén "in vivo" con
animales de laboratorio de la cepa de Léishmania con la cual se realizan los
pstudios experimentales, ya que esto nos permite y facilita la correlacidn
de los estudios realizades "in vitro".

Respecto a las 1esi$nes producidas en las extremidades inferiores de
los hdmsteres con promastigotes y amastigotes de L. m. pifanol, se observe
Bl . crecimiento gradual de éstas durante los dos primeros masés, como
resultado de los granulomas producidcs por una gran cantfdad de macrdfagos
infectados con amastigotes e la piel del huédsped. Estas caracteristicas se
detectarcn en el microscopic dptico, asi como también el dafo en tejido
vonjuntive de la dermis y especialmente en las fibras de coldgena (Fig 2),
las zuales parecen haber sido removidas casi completamente a este tiempo de

infzzcidén, como ya ha sido observado en otros estudios realizados tanto en
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) t;jidns humanos como en animales. Posteriormente las extremidades de log
animales infectados siguen inflam&ndose provocando la defermacidn de las
~ mismas.

Algunos autcrgs han observada amastigotes intracelulares, unidos a un
sitio especifico ﬁe 12 membrana de la vacuola parasitdfora gue los tontiené.
Se ha sugerido que estos centactos celulares sirven para el intercambio de
rutrisntes de los pardsitos, sin embargn, no es una funcidn demostrada (.
ﬁasotros observamos que en los tejidos de ratones BALB/C infeﬁtadoé con
Leishmania, se encontraban algunos amastigotes libres y otros unidos a la

membrana de 1a vacuola (fig 3D,

Diferanciacidn de formas amastigote a promastigote.

La diferenciacién de formas amastigotes a promastigotes ocurre en la-
naturaleza, cﬁéndo un insecto vector ingiere amastigotes de un huésped
vertekrado in%eétado.l Un procesd similar ocurre en copdiciones "in ~vitro"
cuands 165 amastigotes obtenidos de animales experimentales infectadas, son’
inoculados en medié de cultive a 26°C.

El aizlamiento de amastigotes de animales iﬁfectados ha sido utilizado
para'estudios bicldgicos, inmunoldgicas y bioguimicos. La infeccidn produci~
da»en los hansteres nos permitidé extraer periddicasente esta forma del para-
sito, y mediante la transferencia a un medio dé cultivo a 28°C, ohservar su
diferenc?a:ibn a forma promastigote, De esta manera fue gosible conocer el
comportamjento del pérésito en las dos fases de su ciclo de vida: amastigote
v proﬁastigute, y mantener las formas flageladas en cultivos axénicos para

la r=alizacién de los experimentos, asi como asegurar que los organismos

utilizados en los ensayos eran virulentos (capaces de desarrollar
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infeccidn).,

Infeccidn en ratén Balb/c,

La infeccién en ratones Balb/c se ha utilizado para realizar estudios
acerca de la infectividad de Leishmania, debido a la susceptibilidad a
infecriones de leishmaniasis cutdnea y visceral. '

Pérez st al (1979), ‘reporto'la susceptibilidad de ratén Balb/c para L.
mexicana donde aproximadasente a la 2a, semana después de la inoculacién de
amastigotes extraidos de hamsteres, se detectd un nddulo en el sitio de
inoculacidn, Estas lesiones se incrementaron en tamafo gradualmente hasta
provocar metastasis y ulceracién de las mismas. También se han reportado
lesicnes crénicas que resultan en la pérdida de la pata infectada (47,68).

Los ratones inoculados con leishmanias, no mostraron lesiones durante
los primeros dias sin embargo, 12 dias después de 1la inoculacién, se
cbservaron 1os pardsitos en cortes histoldgicos.

Después de éste tiempb los ratones tienden a recuperarse de la
infeccidn, y hasta el 2o. mes observamos la piel en condiciones casi norma-
125, Aproximadamentz 8 meses después, 1la infeccién se expresd en el ratén
ﬁue se conservd para observacidn. Este animal presentd inflamacién en las
evtremidades posteriores, y en los cortes semifinos se observé una gran
rantidad de macrdfagos infectados caon amastigotes (fig ~4),  Una
caracteristica interesante de ésta infeccidn fue encontrar er la pafte
inferior de la dgrmis amastigotes extracelulares, que se observaron bien
creservados en el microscopio elactrénico (fig 4D}, aunque algunos de eilas
te ancontraron deteriorados. Andrade et al (1984) y Ridley (1980} bhan

thservado  amastigotes extracelulares en infecciones en el hombre y er



aninales de experimentacién. Su presencia ha sido atribuida a la liberacidn
de éstos cuando lus.macrdfagcs se lisan, y debido a eso en las muestras sdlo
se cbservan algunos mal preservados,

El cuadro expresado en el ratén de 8 meses de infeccidn, podria expli-
carse suponiendo que se tratase de una poblacidn de amastigotes gque tuv?eran
la capacidad de proliferar éxtra:elularmente, y que estoc fuera determinado
por el medio ambiente (ma&riz extracelular) y otros factores genéticos. Las
diferencias observadas en la infeccién con ratones Balb/c pueden atribuirse
a 1la susceptibilidad individual la cepa de Leishmania utilizada, a las
condiciones ficjoldgicas de los ratones empleados, o que también el pardsito
atravesara por un pericdo de "latencia®, y por ello detectar la infeccidén 8
meses despuds., De hecho, algunos casos clinicos de pacientes con Leishmania-
sis presentan reincidencias de la eﬁfermedad.despues de algunos aRos.

Estas observaciones y la dificultad de sequir el curso de la infeccidn
"in vive” en los primeros momentos, nos condujé a buscar un-metédo que nos
pernitiera observar las interaccién inicial del parasito con componentes de
matriz extracelular en condiciones "in vitro" y de esta forma, determinar
cuantitativamente 1los cambios graduales en toldgena y demds componentes de
la matriz, asi como determinar 1la participacién del pardsito. en este

preesso.

Matriz extracelular y pardsitos.
Interaccidn de secciones de piel de ratén con leishmanias.
Las relaciones entre matriz extracelular y las leishmanias no han sido
estudi adas adecuadamente, a pesar de ser este el medio ambiente en el cual

se desarrolla la interaccién inicial huésped-pardsito. Respecto a este as-
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pecto de 1las Leishmaniasis, tampocec se han utilizado sistemas "in vitro®,
semejantes al desarrcllado en el presente estudio, con secciones de piel de
ratén de un determinado espesor, adheridos a cubrecbjetos y sohre los cuales
se realizaron las interacciones con promastigotes de cultivos axénicos.

Este sistena nos permitié seguir el curso de la interaccidn desde sus
momentos iniciales, utilizando un microscapio invertido con contraste de
faggs y determinando en términos_generales, comno interactua.el parasito con
componentes de matriz extracelular de la piel del huédsped vertebrado.
Despuds de observar que parecia existir una degradacion de la matriz que
rodea las fibras de coldgena, matriz gque esta constituida principalmente por
glicosaminoglicanos, decidimosg utilizar colorantes especificos para estas
maléculas gue nos permitieran evidenciar dpticamente estos grupos, y que nos
ayudararn a determinar si estaban siendo removidos duran&e la interaccién con
!us’barasitus.

Con‘ el azul alciano y 1la Safranina 0, se determind cualitativa y
cuantitativamente, respectivamente la cantidad de BAGs y protecglicanos
presentes'en cada sectidn de piel de~rat6n, gediante comparaciones entre los
controles con las secciones de piel que habian interaccionado con los
psrdsitos.

Los resultados obtenidos durante este ensayo (Tabla 3), sugieren
claramente que las GAGs (acido hialﬁrdnlco) y proteoglicanos ({condroitin
sulfato, dermatédn shl#ato, hepardn sulfato, keratan sulfato) presentes en la
piel del huésped, son degradados por Leigﬂmaﬁig. Estos datos apoyan la
hipétesis de la participacidn directa del pardsito en la remocidén de estos
companentes de matriz extracelular, durante el proceso de infeccién (Fig 2).

Otros datos experimentales que apoyan estos resultados, es que
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actualmente se descubrié la actividad de proteasa de ‘una glicoproteina de
superficie celular del pardsito” (13), la cual ha sido implicada en la

virulencia de Leishmania, y esto hace supener que muy posiblemente el

pardsito posea otras proteinasas de superficie celular qué~ ‘sean las
réspbnsables, en parte, de la degradacién de éstos componentes.

Es ne:esariovrealizar estudios mds profundos, con cada uno de los GABS
y proteoglicanos gque integran la matriz, para determipar si existe
eepeci ficidad por‘alguno de ellos , o si la degradacidn es indiscriminada, y

si ests funcidn es relevante en el mecanismo de infeccidn.

Interaccidn del leishmanias con coldgena I.

Las interacciones de promastigotes de L. m, pifanoi con geles de colagena
I, sa realizsron con la +inalidad de conocer si el pardsito interactda
gspeci ficamente con este componente de matriz extracelular, y tratar de
esclarecer si influye en procesos de diferenciacién ‘celular.’ En; las
infé:ciones de ratén ABalblc, se observd la preseﬁ:ia ‘de amastigotes
éxiracelulares. Fsta observacién conducé a:preguntarse si los prnmastigoies'
tienen 1a capacidad de diferenciarse extracelularmente, y si este evento es
promovido por componentes de matriz como la coldgena.

Otro interés que nos cun&ujb a realizar estas interacciones, fue deter-
- minar 1s participacién de Leishmania en procesos de remocidn .de la coldge-na
er tejidos infeciados'(humbre y animales experimentales, fig 2, 3y 4).
‘La matodologia de unidn de rojo sirio a componentes especificos de
matriz, nos permitié nmedir 1la concentracién de GAGs y proteoglicanns y
estable:er.las comparaciones entre geles control y geles que.iﬁteraccionaron.

cor 153 promastigotes.
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Como hipétesis inicial supusimos nue si el pardsito-es el responsable
directo de la degradacidn de coldgena, deberia presentar actividad de pro-
teasa, Para resolver esta pregunta realizamos 3 tipos de ensayos diferentes;
en el primero utilizamps cantidades diferentes de barésitos y mantuvimas
canstante la concentracidn de colagena por gel (tabla 4), encontrando una
reduccidn del contenide de colagena de aproxiﬁadamente ! pg/muestra en geles
qu2 habian interacclonado con parasitos, respectn a los controles. El gel
ircubado can 4 x10° pardsitos presentd una reduccidén de 1.73 pg.

Debido a que no encontramos proporcionalidad en estos resultados y
pensandec en la posibilidad de que a cierta concentracién de coldgena, el
efecto de digestidn estuviera siendo inhibido,. decidimos mantener en lus
siguientes experimentos la cantidad de parasitos Eonstante y variar el
volumen del gel de coldgena. En esta condicidn se rea;izé el 20. ensayo.

En 1a tabla 5, observamos nuevamente una reduccidn de aprnximadameﬁte 1
U] en geles de 10 pl, resultado que sugeria la degradacidn de coldgena por
los parasitos. .

Lés colagenasas son proteinasas neutrales especificas que inicién la
ruptura de fibras de coldgena nativas en un sitio dnico. Se ha ‘determinado
que la presencia de SFB en el medio de cultivo de células que poseen esta
enzima (p.ejem. Entamoeba histolytica, &4), enmascara la actividad de
éqlagenasa e inhibe la accién enzimdtica (81). Tamhién se ha demostrada gue
un inhibidor de l1a colagenasa en el suero es la ax-macroglohulina (BO).

El 3er. ensayo se realizd para descartar esta variable, ya que los
experimentos anteriores se realizaron en presencia de 10% de SFB. Se
hicieron las interacciones en las mismas condiciones que las anteriores pero

er presencia y ausencia de SFB, En la Tabla & observamos que en presencia
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de suern, hay una reduccidn promedio de { pg, en geles experimentales, en
geles de 7.5, 10y 15 41, mientras que en la otra condicién encontramos una
ligera disminucidn en los geles de 2.5 pl. de 0.3 pg y en los de 7.3 v 10.0,
una disminucién semejante a las anteriores de 1 pg.

Estos resultados .muestran la degradacién de la coldgena 1 por
promastigotes de L. m. pifanoi, sin embargo, se observd que el suero no
es{aba afectando la accién de la proteinasa, sino que de alguna manera
provocaba una retencidn mayor de colorante en los geles, - En presencia de’
suero la cantidad de colorénte retenido en el gel se incrementd comparado
con el ﬁnntrol tratado sin suera.

La observacidn anterior puede atribuifse a la interaccidn de la
toldgena con ciertas proteinas del suero, como es el caso de la
fibronectina, que posiblemente se esté asociando con 1las noléculas de
coldgena, Yy den como resultado la modificacidn de las propiedades de unidn
del colorante. De acuerdo a lo anterior, no detectancs gue en ausencia de
susro, la aceidn degradativa de Leishmania establecida en los otros ensayos,
fuera incrementada.

Como <2 mencicnd en los ensayos con secciones de piel de ratdn, se ha
descrito la actividad de prateasa de una glicoproteina de superficie de
promastigotes de L. gexicana, 1la gpé3 KD (13), y qué en un estudio donde se
utilizd como sustrato la albimina de suern bovino, con 12x10® pardsitos, se
encentré¢ una degradacidn del orden de aproximadamente 1 pg (30). Entonces
es facil suponer, que si Leishmapia presenta estas caracteristicas, los
datos obtenidos durante este estudio no estan muy alejados de lo que acurre
en la naturaleza, vy que apaoyen la hipdtésis de que el pardsito actie

directamente sobre cooponentes de matriz extracelular, resultando finalmente
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en la destruccién de tejido del huésped que parasita.

Sin embarga, se debe considerar también la posible participacién de los
macrifagos en estos eventos. Se ha descrito que los macréfagos peritoneales
de cuyo activados secretan una colagenasa en condiciones "in vitro* (Bl).
La colagenasa es una clase de proteinasa neutral inducible, por nedio de la
cual los macréfagos activados pueden nmodificar su medio ambiente
extracelular. En casos clinicos como "la dlcera de los chicleros”, donde
ocurre le destruccidn de cartilage de oreja, se han detectado pardsitos en
cantidades mini&as, lo que hace suponer que la accién directa del mismo no.
desarrolla un papel primordial, sino que quizas los macréfagos, pfesentes en
grandes cantidades, sean los responsables directos de la remocién de matriz.
ertracelular, como una respuesta de autoinmunidad.

La posibilidad de que el pardsito sea el reSpﬁnsable directo de los da-
fios producidos en tejido conjuntivo, no 2limina la posible participacidn de
los macrdfagos en este proceso. BQuizads ambas células sean las responsables
de 1a degradacidn de estos componentes, aungue en algunos casos o en deter-
minadas etapas la ‘accidn de una de ellas pueda ser la predominante, o sea el
resultédc de otros procesos. La realizacién de ensayos "in vitro" e "in.vi-
va", cchre 1la participacidn.de estas células en este proceso, conducird a

conocer 1as causas de la patologia de la Leishmaniasis cutdnea.

Carga supér#i:ial del parésito.
Uno de las interrogantes inicialmente planteadas fue determipar si 1la
coldgena influye en procesos de diferenciacidén de promastigote a amastigote.
Debido a que durante la interaccién coladgena-pardsitos, no observamos

cambios morfoldgicos que indicaran que éste ultimo se diferenciara en
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presencia de este componente, hicimos determinaciones de carga de
superficie, midiendo la movilidad electroforética (m.e.) de los pardsitos,
en un aparato de electroféresis celular. Esta metodologia se utilizd como
criterio para establecer si la interaccidn con la coldgena influia en
propiedades de superficie del parasito.

Se hicieron las mediciones de prqmastigotes cultivados en un sustrato
de zolagena I, y las comparamos con las realizadas con promastigotes de
cultivos axénicos de diferente ntmero de resiembras. Esto nos.permitid
detérminar que las caracteristicas de superficie del ﬂpromastigote cambian
cuando son cultivados en presencia de coldgena 1.

Los resultados obtenidos (Tabla 2) demuestran que existen diferencias
en los grupos anidnicos que constituyen la membrana celular de ambos estados -
de Leishmania, ya que los promastigotes presentan una carga negativa mds
alta que los armastigotess, esto ya ha sido reportado para otras especies de
L. mexicana (50,69).

También encontramdé que los promastigotes cultivados sobre sustrato de

~caldgena I, presentan una carga negativa mds alta gue los promastigotes de
cultivos axénicos de XVI y XVIII resiembras. Esé;qdiféren:ia de cafgé' neta
estd determinada. muy posiblemente por algdn cambio en-los grupos anidnicos
de 1a mesbrana del pardsito, inducido por la coléagena. Buizds se esten
adicionando grupos de carga negativa a l1a membrana del parasito, o se este
induciends 1a sintesis de determinados componentes del mismo que le ésten
confiriendo ol aumepto de carga suherficial a teishmania, vy que reflejen é
la vez =1 inicio de otros proceéos biolégicos del parasito.

Le citeoquimica ultraestructual (tincidn con colorantes catidnicos para

microscopia  electrénica)  y la medicién de la carga superficial por



microelectroféresis celular, son utilizadas como heramientas de alta
reselucidn en el andlisis de las propiedades &e superficie de las células
eucariontes. En el presente trabajo, la mediéién de la movilidad
electroforética nos permitid observer las diferencias de carga entre
promastigotes y amastigotes de Leishmania, asi como para conocer si los
compunentes de matriz extracelular (como es el caso de la coldgena) alteran

o cambian alguna caracteristica de 1a superficie celular del pardsito.

Pruebas de aglutinacidn con lectinas.

Los ensayos realizados con diferentes lectinas nos pérmitieron conocer.
en forma general, las caracteristicas de aglutinacién de 1a cepa de
Leishmania mantenida en cultivos axénicos en el laboratorio. La dnica
lectina que aglutind y marcd la superficie de los propastigotes de L, 8.
gifanoi. fue la Concanavalina A conjugada con FITC (fig 5C). Esto nos did
una’ clara indicacidn de que esta lectina utilizada evidencid los grupos
antigénicos que'cuntieneh residuos de manosa y glucosa expuestos scbre la
superficie del pafésitn{

Las lectinas bhan sido utilizadas para caracterizar la .ﬁemhrana
plasmdtica de muchos tipos ceiulares, asi como para identificar |y separar
poblaciones celulares y cepas de Leishmania {51). Tomando en consideracién
este criterio ademds de otras caracteristicas de la cepa utilizada, como son
12 region geogrdfica de donde fue aislada, y el cuadro clinico que presentd

el paciente (Leishmaniasis cutdnea difusa), comprobamos gue la denominada L,

. mexicana pifanoi, pertenece al complejo Leishmania mexicana. Es asi coso el
empleo de lectinas es (til como herramienta taxoénosica cuando no se cuentan

con caracteristicas morfolégicas distintivas entre diferentes especies de un
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organismo, como es el caso de Leishmania.

" Estos ensayos también fueron dtiles para encontrar un marcador de la
superficie del pardsito, que fue empleado para seguir el curso de los
antigenos de superficie durante los procesos iniciales de la infeccidn con

macroéfagos.

infeccién de wmacréfagos peritoneales de ratén con leishmanias.

El establecimiento dé las condiciones ®in vitro” para - la infeccidn de
macréfagos peritoneales de ratén con leishmanias (fig SA y B), que ya ha
sido reportado para la mayoria de las especies de Leishmania,” nos
permitieron estudiar el curso de los antigenos de la superficie delibA;asito
durante la endocitosis por el macrdfago. 5in embargo, la utilizacidén de Con
A-FITC, no fue util para observar si los antigenos del parasito cambiaban, o
© guedaban adheridos a la sﬁperficie del macrdfsgo, ya que como se muestra en
13 €ig ED, a pesar del blogues de los receptores del macréfago para esta

‘lectina, ambas superficies celulares se marcaron.

Suarp zntileishmania.

“ La utilizacién de anticuerpos policlonales para la localizacién de los
antigenos de superficie el pardsito (inmunofluorescencia indirecta), fue muy
4til ya que permitié determinar que en 1las infecciones realizadas *in
vitro®", dichos antigenos, gue evidenciaron los anéicderpos producidﬁsﬁvf;o
cambian durante la endocitosis del parasito, ni son integradusgaﬁﬁﬁedan
unidos a la superficie del macréfago (fig 6). »

Tampaco se obszervaron cambios cuando el pardsitos se diferencid a forma

amastigote, vya que los anticuerpes seguian reconociendo estas formas casi
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ron la misma intensidad con la gue reconocian a los promastigotes.

Otro autor (41) que utilizd suero antileishmania en infecciones "in
vitro" con macrdfagas; sugirid que el macrdfago procesaba antigenos solubles
de los pardsitos intracelulares y los presentaba sobre su superfi:ie,
cuntfibuyendo de esta manera a la resbuesta innune del huésped. Sin
erbargo, wutilizando suero antileishmania producido en ratones déspués de 24
y hasta las 48 hrs, no observamos exposicidn de antigenos dél pardsito sobre
12 membrana del macréfago, adn y cuando a las 4Bhrs, comienzan a ser
destruidos algunos paradsitos intracelulares. Como puede observarse en la
fig &E, fragmentos fluorescentes dentro de las vacuolas parasitcforas.

Los resultados obtenidos en estos ensayos sugieren que p?obablemente no
existe incorporacidn de'sntigenos de 1la superficie del pardsito en 1la
membrana del macrdéfago durante la endocitosis. Los eventos subsecuentes o
dependicntes de 12 endocitosis, tales como diferenciacién y sobrevivencia
intracelular de Leishmania, podrian estar determindos por otros factores,
como los mediocambientales, qﬁé por medio de sefales u otros mecanismos le
canfieran finalmente ai parasito 15 capacidad de sobrevivir y desarrollarse
dentro de los fagocitos del huésped.

No obstante, cabe la posibilidad de que los cambios ocurridos en la
superficie del pardsito sean muy pequeRos, por ejemplo que solo se presenten
en algunas de las moléculas antigénicas, vy gque el sistema empleado en el
presente estudio no haya sido capaz de résolverlo. Para coniifmar
tualquiera de las dos hipétesis planteadas anteriormente, es necesario
realizar ensayos mids finos como son los de inmunodeteccidn, mediante
ticnizas de inmunocitoquimica a nivel ultraestructural, que amplifiquen el

rarcaje de los antigenos estudiados.



CONCLUSIONES.

1. Se establecieron las condiciones de cultivo axénico para la cepa de LL'
n. pifanoi, y se observd el comportamiento del parasito en las dos formas
de su ciclo de vida: promastigotes y amastigotes extraidos de hamster

infectado,

2.. En zondiciones "in vitro®, se observd la diierenciacian'de pruméstiéote
a amastigcte, y la de formas amastigotes extraidas de hamster infectado

en promastigntes de cultivos axénicos.
3, Se observd la degradacidn de componentes de matriz extracelular en
condiciones "ipn vivo', en tejidos de hiamster y ratdn Balb/c infectados

experimentalamente con el pardsito.

4

"Con la utilizacién del sistema' "in' vitro® desarrollado durante este
trabajo, de incubaciones de secciones de piel de rafdn con el parasito,
con;luimos . gue . los prunastigétes de Leishmania degradan
glicosaninoglicanos y proteoglicanos én aproximadamente un 50%, cuando
intera:cionén por 3 a b hrs., y de hasta cerca de un 80% ‘cdando’ la

interaccitn es de 24 hrs,

S. El empleco de matrices de coldgena [ incubadas con promasffgbtes de
Leishménia, nos permiten sugerir que'lus parasitos degradan .odﬁdigieren

coladgena tipo I, en presencia de suero, y que la cantidad degradida es de
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aproximadamente 1 pag.

No se observé, utilizando anticuerpos policlonales, gque existiera una
integracidn de los antigenos del parasito a la membrana del macrofago asi
como tampoco, gque después de Z4 hre. de infeccifn el macréfago expusiera

sobre su membranza antigenos solubles del amastigote.

El estudio de 13 superficie celular del pardsito, por aglutinacidén con
lectinas y determinacion de carga neta {(m.e.), proporcionan una
herramienta atil para detectar diferencias en las propiedades de los
grupas idnicos que forman parte de la membrana celular del parAsftu, y

gue estan directazente relacionados con procesos intrinsecos del miseo.

La incubacién de pnomastlgotesien un'sgstrato de coldgena 1, aumenta la

" carga sﬁpér¥{éi;1 negativa, Hecho que nos sugiere que las propiedades de

o

la membrana del pardsito éétantsgghdo nodi ficadas por 1a presencia de-

este componente. de mgiriz extracelular,

En forma general, gs;g estudio abre una gran cantidad de perspectivas en
el estﬁdio de parésftﬁ;tun componentes de matriz extracelulér, durante
los momeﬁtos iniciaiéS'&é la interaccidn huésped-pardsito en condiciones
naturales, que posiblemente estén directamente involucradas no sélo en
procesos de dtgradacidn.de los mismos durante la infeccidn, sino tambidn
en el éxzito firzl del pardsitc como ente intracelular. Y que finalmente

nos conduzcan @ entender los mecanismos de 1a enfermedad.
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APENDICE A
Procesamiento de muestras para microscopia electrénica.

1. Fijar las células con Glutaraldehido al 2,5% en un amortiguador de
Cacodilatos 0. 1M, por 1 hr.

2. Lavar la muestra 3¥ con un amortiguador de Cacodilatos 0.1M pH 7.2,

3. Postfijar con Tetrdxida de Osmio (0sO.) en Cacodilatos 0.1M, durante
1 hr,

4, Lavar 2X con Cacodilatos 0.1M

S. Deshidratar con alcoholes graduales durante 10 minutos por cada cambio.
Alcohol 7¢°, 85°, 95°, y dos cambios de alcohol abszoluta.

&. Pasar a Oxido de propilena durante 20 minutos.

7. Preincluir con una mezcla de dxido de propileno/epén durante 24 hrs.

8. Incluir con epén 812 . Polimerizar a &0°C durante 24 hrs,

9. Hacer los cortes semifinos (! pm) o finos (150 na), en un ultramicrotomo.
{0. Los cortes semifinos se tiden con azul de teluidina, vy los finos se

contrastan con acetato de uranilo por 20 minutos y despuds con citrato
de plomo durante 10 minutos. ’



88

BIBLIOGRAFIA.

5.

e,

10

11

12

—
w

14,

Adler S, 1963, Differentiation of Leishmania braziliensis from L.me-
xicana and L. tropica. Rev Ipst Salubr Enferm trop(Méx} XXIII: 141-151.

Aikawa M, Hendricks L D, Ito Y, Jagusiak K M, 1982, Interactions between
macrophages like cells and Leishmania braziliensis in vitro. Am J
Pathal 108: 50-59.

Akiyama A J, Haight RD , 1971, Interaction of Leighmania donovapi and
hamster peritoneal macrophages. Am J trop Med Hyg 20: S39-54%5. '

Alterts B, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K, Watson J D, 1983. Cell-~
cell adhesion and the extracellular matrix. Molecular Biology of cell,
Gerland Fublushing, Inc. N.Y. ¢ &92-7135,

Alevander J, 1975. Effect of the antiphagocytic agent cytochalasin B on
macrophage invasion by Leishmania mexicana promastigotes and Jrypanosoma
cruzi epimastigotes. J Protozool 22: 237-240.

Alexander 3, 1981. Leishmania pexicana: inhibition and stimulation of
phagosome-lysosome fusion in infected macrophages. Exp Parasitol S2:
251-270, '

Alexander J, Vickerman K, 1975. Fusion of host cell secondary lysosomes
with the parasitophorus vacuoles of Leishmania mexicana. J Protozool
22:502-508,

‘Ayesta C, Argiello C, Herndndez A G, 1985. Leishmania braziliensis: cell

surface differences in promastigotes of pathogenic and non pathogenic
strain. Eup Parasitol 59:185-191,

Andrsde 7 A, Reed § G, Roters § B, Sadigursky M, 1984. Immunopathology
cf puperimental cutaneous Leishmaniasis., AJP 114: 137-148,

Avila J L, Rojas M, Rieber M, 1984.. Antibodies to laminin in American
cutaneous Leishmaniasis. Infect Immun 433 402-406,

Benchimol M, De Souza W, 1981, Leishmania mexicana amazonensis:
attachment to the macrophage in vivo. 7 Parasitenkd &&: 25-29.

Blackwel! J M, Alexander J, 1983, The macrophage and parasftic
protozoa. Trans Rey Soc Trop Med Hyg 77: 634-645, )

Bordier C, 1987, The promastigote surface proteasa of nggpmagi .
Parasitology Taday 3: 151-153.

Bornstein M B, 1938, Reconstituted rat-tail collagen used as substrate
for tissue cultures on coverslips in maximow slides and roller tubes.
Lab Inv 71 134-137.



89

15. Bradford M M, 1974, A rapid and sensitive method for the quantitation of
micro-gram quantities of protein utilizing the principle of protein
binding. Anal Biochem 72: 248-234.

16, Bray R 5, 1983, Leishmania mexicana mexicana: attachment and dptake of
promastigotes to and by macrophages "in vitro". J Protozool 30: 314-322,

17. Bretafa A, Avila J L, Arias-Flores M, Contreras M, Tapia F J, 1986.
Trypangsoma cruzi and American Leishmania spp: Immunocytochemi cal
localization of a laminin-like protein in the plasma membrane. Exp
Parasitol &1: 168-175.

18, Brown H, Neva F, 1983, Basic clinical parasitology. Apleton-Century-
Crotts, Sa.tEd. Connecticut. : 33%9p.

19, Calderdn J, Avila E M, 1986. Innunobiologia. Ldpez-Revilla, Tsutsumi,
Frixione eds. Temas Selectos de Biologia celular, Méx:
SEF/COSNET/CINVESTAV. @ 253-288.

20

Carvalho E M, 1985. Cell mediated immunity in American cutaneous and
mucosal Leishmaniasis. J Immunol 135: 4144-4148.

21, Coombs G H, 1982. Proteinases of Leishmania mexicana and other flagellated

protozoa. Parasitol B4: 149—155.

22, Chance M L, 1985 The bio:hemlcal and - imgunological taxonomy of
Leiehmania, . Chang . P, ‘Brdy®™ R 8, -Leishmaniasis. Elsevier Science
Publishers, B.V., N. Y.. _4 'l" o

23. Chang K P, 1979.A Leisnmagia ‘donovani promastxgote-macrophage surface.
Interaction in vitro. 'Exp Parasitol 48: 175-189.

24, Chang K P, 1983, Cellula:.and molecularddethanxsmsvof intracellular
symbioeis in Lexehnaniasis. 1nt Rev Cyt 14(Suppl)x 267-305.

2%, Chang ¥ P, Chiao J_N, 1981. gejshmanga donovani-macrophage binding
mediated by a surface glycoprotéins/antigens: Characterizatxun in vitro
by radiciosotopic: assay. Mol anchem Para51t01 4:67-76.

26. Chang K P, Dunne F, Bray- R 5, 1988. Bxulogy of Leishmania and
Leishmaniasis, Chang K P,. Bray R S Eds. Leishmaniasis. Elsevier
Publishers, N.Y., 1-30.

27. Chang K P, Dwyer D M, 1978. Leishmania donovani hamster macrophage
interaction in vitro: cell entry, intracellular survival and
multiplication. J Exp Med 147: 515-530.

28, Chang K P, Fong D, 1982. Antigenic changes during intracellular
differentia~tion of Leishmanxa mexicana in cultured macrophages. ' Infect
Inmun 36t 370-43!,




29.

ird
S

il
=

e,

oY

40.

a1,

3.

o

Chanon J, Blackwell J M, 19846, Molecular binlogy  of Leishmania.
Parasitology Today 2: 45-33. . .

. Chaudhuri G, Chang K P, 1988, Acid proteasa activity of a mayor surface

membrane glycoprotein (gpé3) from Leishmania mexicana promastigotes. Mol
Biochem Parasitol 27: 43-32. :

Damjanov I, 1987. Biology of Disease. Lectin Cytochenistry and
Hystochemigtry. Lab Inv 57: 5-20.

Dawidowicz J, Hernandez A G, Infante R B, Convit J. The surface
membrane of Leishmania. I. The effects of lectins on different stages
of Leishmania hraziliensis.

. De Souza W, Argilello C, Martinez-Palome A, Trissl D, GonzAlez Robles A,

thiari E, 1977. Surface charge of JTrypanpsoma cruzis binding of
cationized ferritin and measurement of cellular electrophoretic
mobility., J Frotozool 24: 411-4135.

Dulaney J T, 1979, Binding interactions of glycoproteins with lectins.
Mol Cell Biocham 21: 43-63.

Dwyar D M, 1974. Lectin binding saccharides on a parasitic protozoan.
Science 184: 471-473.

Dwyer D M, Gottlieb My, 1985. The biochemistry of Leighmangg surface
membranes. Chang K P, Bray R §S. Leishmaniasis. Elsevier Science
Publishers, N.Y. 31-47.

El-On J. Bradley D J, Freeman J C, 1980. exshmanig donovapit Action of
excreted factor on hydrolytic enzyme activity of macrophages from mice
with genetically different resistance to xnfection. Exp Parasitol 49
167-174. ) .

Ehrman R'L, Grey 6 0, 1956. The growth of cells on a transparent gel of
reconstituted rat tail collagen. J Natl Cancer Inst 14: 1375-1390.

Etges R J, Bouvier J, Hoffman R, Bordier C, 1985. Evidence that the
majer surfsce proteins of three Leishmania species are structurally

related. Molec Riochem Parasitol 14: 141-149.

Fara F 8, Samra § A. Nuwayri L, 1975. The role of the macrophages in
the cutaneous leishmaniasis. Immunol 29: 755-744.

. Fong D, Chang K P, 1981. 'Tubulin btiosynthesis in the developmental

cycle of a parasitic protozean L. megicana changes' during
differentiation of motile and non motile stages. Froc Natl Acad Sci USA
78:7624-7428,

Hand~an E, Goding JW, 1985. The Leishmania receptor for macrophages is a
lipid containing glicoconjugate. EMBO .7 4;329-334.



44

45,

46,

a7,
48,

49.

5.

91

Handman E, Curtis J M, 1982. Leishmania tropica: surface antxgens of
intracellular and flagellate forms. Exp Parasitol B54: 243-249,

Hale C W, 1944. Histochemical demostration of acid mucopolysaccarides
in animal tissues, Nature (London) 157: 802-808.

Hart D T, vickerman K, Coomhs & H, 1981. Transformation “in vitro" of
Leishmania mexicana amastigotes to promastigotes: nutritional
requirements and the effects of drugs. Parasitol 83:529-541.

Hay E D, 1981, Cell biology of Exracellular Matrix.  J Cell Biol 91:
2045-223s, . :

Herndndez A 6. Lectins as tool in parasite research. Department n%
Cell Biology: Faculty of Science. Universidad Central de Venezuela.

Herndnder A 6. Leishmanial excreted factors and their possible
tizlogical role. Cytopathology of parasitic disease; Pitman Books
tonden (Ciba Foundation Symposium 99) 138-1%56.

Hz~ndndez A G, Argliello C, Ayesta C, Dagger F, Infante R B; Stojanovitch
T, Dawidowicz K, Riggicne F, La Riva B, 198f{. The surface membrane of
tsishmania. Slutzky G M Eds. The bioche-mistry of parasites. Pergamon
Press, Qxford: 38-45.

Jacobson R L, Slutzky G M. Greenblatt C L, Schnur L F, 1982. Surface
reaction of Leishmania. I Lectin-mediated agglutination. Ann Trop Med
Parasitol 75: 85-52,

Jaff2 Ch L, Grimaldi G, Mc Mahon-Pratt D, 1983. The cultivation and clo-
ning of Leishnania., Morel C M Ed.Genes and antigens of parasites,43~91.

Johnson W B, 1980. A quantitative collagen film collagenase assay 4or
large numbers of samples. Anal Biochem 104: 175-181.

Jungqueira L.C t, Bignolas B, Brentani R R, 1979. A simple method for
the quantitative estimation of collagen. Anal Biochem 94:96-99.

Kiviranta 1, Jurvelin J, Tamni M, Sddménen A M, Herminen H J, 1985.
Microspectophotometric quantitation of glycosaminoglycans - in  articular
cartilagz sections stained with Safranin 0. Histochemistry 82: 249-255,

Kreutzer R D, Scuraty N, Semko M E, 1987. Biochemical identities and
differences among Leishmania species and subspecies. Am J Trop Med Hyg
36 22-32.,

Laison R, Shaw J 3, 1978, Epideniology and ecology of Leishmaniasis in
Latin-American., Parasitology Supp Nature 273:595-400.

Lavina N D, Corliss J O, Cox F E, Deroux G, G&rain J, Honigberg B M,



59

&0.

‘ 6t

&2,

a4,

&9.

70.

71.

92

Leedale G F. Loeblich AR, LonJ, Lynn D, Merinfeld E 6, Page E C,
Pol jansky 6, Sprage V, Vavra J, vy Wallace F G, 1980. A newly revised
Classification of the Protozoa. J Protozool 27: 37-58. :

Lewis D H, Peters W, 1977, Tthe resistance of intracellular Leishmania
parasites to digesticn by lysosomal enzyme. Ann Trop Med Parasitol é:
45-32, . o

Manson-Bahr P E €, Winslow D J. Cutaneous Leishmaniasis. Marcial-Rojas
R A Ed. Pathology of Protozeal and Helminthic diseases.  Williams &
Wilking Company, Baltimore, 1971: 97-114. :

Mardsen F D, Jones T C. Clinical manifestation, diagnosis and treatsent
of leishmaniasis. Chang, KP, Bray RS, Eds. Leishmaniasis. Elsevier
Science Fublishers BV, N Y 1583: 94-110.

Martin G R, Timpl R, MUller P K, Kihn K, 1985. The genetically distinct
collagers. TIBS 10: 285-287.

. Mc Mahon Pratt D, David J R, 1982, Monoclonal antibodies recognizing

determinants specific for the promastigote stage of Leishmania mexicana.
Mzl Biochem Parasitol 6: 317-327.

Mosser D M, Edelson J, 1985, The mouse macrophage receptor for
C3bki(CRB) is a major mechanisms in the phagocytosis of Leishmania
promastigotes. J Immunol 135: 2785-2789.

Mufasz ML, Roikind M, 1982. The collagenase of Entamoeba histolytica. J
Exp Med 155: 42-351.

Pearson R D, Wheeler D A, Harrison L H, Kay H D, 1983. The
immunobiology of Leishmaniasis. Rev Infect Dis S§: 907-927.

Pérez H, Arredondo B, Gonz4lez M, 1978. Comparative study of American
cutanecus Leishmaniasis in two strains of inbred mice. Infect Immun
22:20(-307,

Pirer H, Labrador F, Torrzalba J W, 1979. Variatons in the responsé of
five strains of mice to Leishmania mexicana. Int J Parasitol 9: 27-32.

Pimenta P F, De Souza W, 1983. Leishmania mexicanaamazonensis: surface
charge of amastigote and promastigote forms. Exp Parasitol 5&: 193-206.

Ridley D §, 1979. The pathogenesis of cutaneous Leishmaniasis. Trans
Ray Sac Trop Med Hyg 173: 150-159.

Ridlay D 8. A histological classification of cutaneous Leishmariaz.z
ard its geographical expressicn . Trans Roy Soc Trop Med Hyg 74,: 515~
521, 1980,

. Ridley D &, Ridley M J, 1983. Tha evalution of the lesion in cutaneous



78.

79.

20.

81

82,

m
(2]

86.

3

Leishmaniasis. J Pathol 141; B83-94.

Ridley M J, Wells C W., 1986, Macrophage-parasite interaction in the
lesions of cutaneous leishmaniasis. AJP 123: 79-8S.

Rosales-€Encina J L, Rojkind M. The cpllagenase of  Eptamoeba
histolytica. Molecular Strategies of Parasitic invasion 1987: 539-5éé.

Russell D B, 1987, The macrophage-attachment glycoprotein gpé3 is the
predominant C3-acceptor site on Leishmania mexicana promastigotes. Eur
J Biochem 164: 213-221,

Schor S L, Court J, 1971, Different mechanisms in the attachsent of
cells to native and denatured collagen. J Cell Sci 3B: 2467-28{.

. Scott P A, Farrel J P, 1982, Experimental cutaneous Leishmaniasis in

genetizally susceptible and resistant mice. Am J Trop Med Hyg 31: 230-
238, ¥

Servin M, Argliello C. La matriz extracelular en los procesos celulares
del desarrollo. Lépez-Revilla, Tsutsumi, Frixione Eds, Temas selectos
de Biologia Celular, Méx: SEP/COSNET/CINVESTAY, 1986: 109-125.

Trissl D, Martinez-Palomo A, Argdello C, De la Torre M, De la Hoz R,
1977. Surface propertizs related to concanavalin A-induced
agglutination. A ccmparative study uf several Eptamoeba strains. -~ J Exp-
Med 148: 652-485,

Werb Z, Burleigh C, Barrett A J, Starkey P M, 1974, The interaction of
az~Macrogicbulin with proteinasas. Biochem J 139: 359-348. ‘

Werb I, Gordon §, 1973, Secretion of a specific collégenase by
stimulated macrophages. J Exp Med 142:. 344-360.

Wyler 0 J, Sypek J P, McDonald- I A. "In vitro“"paraéite-mqnocyte
interactions in human Leishmaniasis . Possible role of fibronectin in
parasite attachment. Infect Immun 49: 305-311, 1985.

Yarada K M. Cell surface interactions with extracellular materials. Ann
Rev Biochem 52:761-799, 1983,

Zenian A, Rowles P, Gingell D. Scanning electron-microscopic study of
the uptake of Leishmania parasites by macrophages. J Cell Sci 39: 187-
199, 1979, '

. Zuckerman A. Current status of the immunulugy of blood" an& tissue
‘Frotozoa., l.Leishmania.Parasitological Review. Exp Parasitol 4167-76,

1975.

fuckerman A, Laison R. Leishmania. Kreier J €d. Parasitic Protozoa.
Azademic Preas, NY 19773 57-133.



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Planteamiento del Problema
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndices
	Bibliografía



