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RESUMEN .

Las leishmaniasis son un problema de salud publica y
sus agentes etioldgicos son los miembros del género
Leishmania. Un aspecto fundamental en el ciclo bioldgico de
las leishmanias es su capacidad para establecer parasitismo
intracelular en los macréfagos de los huéspedes vertebrados.
De los eventos mds sorprendentes para el establecimiento de
este parasitismo intracelular, es su capacidad de resistir
los procesos de degradacién y su diferenciacidén de
rpomastigotes a amastigotes. E1 cémo las leishmanias
resisten la actividad de las enzimas hidreoliticas de los
macréfagos no ha sido aclarado, sin embargo, se ha propuesto
que: 1. Las leishmanias liberan factores que inhiben a las
enzimas lisosomales o al metabolismo de los macréfagos. 2.
Las leishmanias poseen una cubierta protectora formada por
proteinas y antigenos de superficie, resistentes a la accidn
de las enzimas lisosomales, que durante el proceso de
diferenciacién se conservan o se modifican por otros nds
resistentes. Por tal motivao el nhieativn de esto traboic oo
llevar a cabo el sequimiento de algunes antigenos del
promastigote de Leishmania mexicana, durante su
internalizacioén en el macréfago, con la finalidad de obtener
moléculas candidato resistentes a la dedgradacion de enzimas

hidroliticas. Para ello fue necesario producir anticuerpos



policlonales contra promastigotes de L. mexicana, los que se
utilizaron para realizar el seguimiento de antigenos del
promastigote durante 1la interaccién e internalizacidn
Leishmania-macréfago, in vitro. Pudimos observar que el
suero reconocié unicamente moléculas de la superficie
celular y flagelo del pardsito y no cruzo con proteinas del
macréfago, ademds estas moléculas persistieron hasta 48
horas la actividad de degradacidén de los macréfagos. EL
suero policlonal reconocidé 35 proteinas del patron total de
promastigotes, por lo que seria de interes estudiar tales
proteinas como posibles candidatos de resistencia a la

hidrélisis.
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xr. INTRODUCCION.

1. GENERALIDADES DE LEISHMANIA.

La gran mayoria de las especies de protozoarios de
la Familia Trypanosomatidae son organismos patdgenocs de
importancia médica y veterinaria en las regiones tropicales
y subtropicales del mundo (Chang, 1983 y Marr, 1984). Estos
protozoarios son flagelados que se albergan en la sangre y
otros tejidos de los huéspedes, por lo que son generalmente
llamados hemoflagelados (Hutt y col., 1973). Dentro de esta
Familia se reconocen tradicionalmente dos  géneros:
Leishmania y Trypanosoma. Ambos déneros tienen especies
patdgenas para el hombre y para otros mamiferos. Entre las
enfermedades gque provocan podemos mencionar la enfermedad
.del sueflo, la enfermedad de Chagas y las leishmaniasis
(Chang, 1983; Hutt y col., 1973 ; Brown y Neva, 1983),
siendo estas ultimas las de nuestro interés.

Los miembros del aénero Leishmania son 1of agenteg
responsables de las leishmaniasis humanas, que son
enfermedades transmitidas por los moscos jejenes hembra
(Phlebotomus spp., renombrado en América como Lutzomya). Las
leishmaniasis son un problema de salud publica en todos los

continentes excepto en Australia (Zuckerman y Lainson,



1977). Actualmente se desconoce la incidencia anual exacta
de las leishmaniasis en el nundo, sin embargo, las cifras
estimadas varian de 400,000 (Chance, 1981) a 12 millones de
casos (Walsh y Warren en Chang y col., 1985).

La distribucién geogrdfica de 1las leishmanias
codistribuye con aquella de 1los insectos hematéfagos
responsables de la transmision de la enfermedad, entre los
huéspedes reservorios y el hombre (Zuckerman y Lainson,
1977; Olsen, 1974; Sleigh, 1979 ).

Los organismos del género Leishmania pertenecen al
Phylum Sarcomastigophora, Subphylum Mastigophora, Clase
Zoomastigophorea, Orden Kinetoplastida, Suborden
Trypanosomatina y Familia Trypanosomatidae (Levine y co_l.,
1980).

Las leishmanias son protozoarios dimérficos, es
decir, presentan en su ciclo biolégico dos formas distim':as,
el promastigote y el amastigote. El1 promastigote puede
crecer y multiplicarse en el tracto digestivo del huésped
transmisor y en medio de cultivo in vitro a una temperatura
de 25-28°C. Los promastigotes son células méviles con forma
de huso cuya longitud promedic es de 15-20 um vy un ancho de
1.5-3.5 pm. Poseen un flagelo tinico anterior cerca del
cinetoplasto, cuya 1longitud aproximada es de 15-28 gm
(Chang, 1983; Olsen, 1974; Manson-Bahr y Apted, 1982; Person
y col., 1883). Limina 12,

El amastigote crece y se multiplica en el huésped,



principalmente dentro de los macrdéfagos (Olsen, 1974). Los
amastigotes son células pequenas, rgdondas u ovaladas de 2-4
pm de didmetro. Poseen un flagelo no funcional, el cual estd
confinade en el reservorio flagelar de la célula (cChang,
1983). Lamina 1B.

En base a estudios ultraestructurales de Leishmania
se ha observado que poseen una variedad de organelos
celulares, muchos de los cuales estdn presentes tanto en
promastigotes como amastigotes. En el .citoplasma se
encuentra el nicleo relativamente grande y excéntrico en
cuyo interior se localiza el nucléolo. El cinetoplasto con
forma de varilla, es una seccién de la mitocondria y estd
rodeado por una doble membrana. Dentro de este organelo hay
DNA superenrrollado que forma una red de microcirculos Yy
maxicirculos concatenados. El cinetoplasto se localiza justo
por debajo del cuerpo basal del flagelo de los promastigotes
o del cuerpo basal del flagelo no funcional de amastigotes
(Chang y col., 1985; Olsen, 1974; Wyler y Marsden, 1984).
También en el citoplasma se encuentran embebidos el aparato
de Golgi, reticulo endopldsmico 1liso y rugoso. Tanto
propastigotes como amastiantes bposeen cuerpo basal, lémina
basal y axonema (el que emerge cerca del cinetoplasto y se
extiende hacia el extremo anterior). El axonema se encuentra
mds desarrollado en promastigotes (Chang y col., 1985;

Manson-Bahr v Apted, 1982).



LAMINA 1.

FOTOMICROGRAFIA DE PROMASTIGOTES (A y ¢) Y
AMASTIGOTES (B y D) DEL GENERC Leishmania.
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (A y B) Y
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (C y D).
TOMADA DE CHANG Y COL., 1985.






Por estudios de microscopia electrénica de
transmisién, se ha observado que las leishmanias estdn
rodeadas por una membrana plasmdtica, debajo de la cual se
localiza una hilera de 130-200 microtubulos que componen un
sistema microtubular submembranal que da forma Yy
flexibilidad al pardsito. El flagelo (que surge del cuerpo
basal) estd constituido por 9 ©pares de microtubulos
perifericos y 2 pares centrales (Olsen, 1974; Manson-Bahr y
Apted, 1982; Wyler y Marsden, 1984). La mitocondria (que es
sélo una) se ramifica en muchas secciones formandoc una
estructura alargada que se localiza justo por debajo del
sistema microtubular submembranal-imenbrana plasmitica.
(Zuckerman y Lainson, 1977; Olsen, 1974; Wyler y Marsden,
1984). Limina 2. ,

No se ha encontrado una fase sexual en 1los
organismos del género Leishmania, por tal motiva no pueden
hacerse distinciones entre maches y hembras (Chang y col.,
1985).

Tanto promastigotes como amastigotes se reproducen
por fisién binaria longitudinal que se inicia en el
cinetoplasto que se elonga y divide; en seguida el nicleo se
elonga 'y divide mitdéticamente. Después de que el
cinetoplastoe se ha dividido surge un nuevo axonema del
cuerpo basal hijo. Finalnente el citoplasma se divide dando
como resultado la formacidén de dos células (Chang y col.,

1985; Manson-Bahr y Apted, 1982).



LAMINA 2 .

ESQUEMA DE LAS ESTRUCTURAS SUBCELULARES DE
Leishmania. TOMADO DE CHANG Y COL. 1985. AG=
APARATO DE GOLGI:; AX= AXONEMA; C= CINETOPLASTO;
CB= CUERPO BASAL; CMV= CUERFOS MULTIVESICULARES;
Cp= CUERPO PARAXIAL Q PARAFLAGELAR ; D=
DESMOSOMAS; GL= GOTAS LIPIDICAS; GLI= GLICQSOMAS;
L= LISOSOMAS; M= MITOCONDRIA; MSM= MICROTUBULOS
SUBMEMBRANALES; N= NUCLEO; NU= NUCLEOLO; PBi=
PLACA BASAL 1:; PB2= PLACA BASAL 2; RF= RESERVORIO
FLAGELAR; REL= RETICULO ENDOPLASMICO LISO; RER=
RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO; V= VACUOLAS; VE=
VESICULAS. VP= VESICULAS PULSATILES.
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2. CICLO BIOLOGICO.

El ciclo biolégico de Leishmania involucra una
existencia alternada dentro de un vertebrado y un insecto.
Los huéspedes vertebrados ademds del hombre son perros
domésticos, r&edores (de los Dbosgues o desiertos),
perezosos, zorros y otros. Los huéspedes transmisores son
los moscos jejenes hembras que pertenecen a la Clase
Insecta, Orden Diptera, Familia Psychodidae, sSubfamilia
Phlebotominae, Género Lutzomya.

Cuandes cl jejen hembra se alimenta con sangre de un
huésped infectado, los amastigotes que se encuentran dentro
y fuera de los macréfagos son ingeridos (junto con la
sangre), pasan al intestino medio en donde se transforman en
promastigotes y proliferan por fisién binaria 1ohgitudinal.
Posteriormente, los promastigotes migran hacia la porcidn
anterior del intestino en cuyo epitelio se adhieren con
ayuda de su flagelo. Esta porcién del intestino puede ser
obstrufda por una gran cantidad de flagelados, los cuales se
mueven hacia la regién anterior del tracto digestivo vy
contaminan la regidén faringea y la cavidad bucal, dgc tal
manera que cuando el insecto se alimenta nuevamante, su
saliva junto con los pardsitos son inyectados en la piel del
vertebra@o. En la regidén de la dermis los promastigotes son

reconocidos como cuerpos extranos y son endccitades por los



macroéfagos, deritro de los cuales se diferencian a
amastigotes y comienzan un proceso de multiplicacién. Cuando
un macréfagoe estd altamente parasitado se lisa, los
amastigotes se liberan y posteriormente son endocitados por
otros macréfagos. Cuando otro mosco hembra no infectado se
alimente de la sangre del huésped vertebrado con
leishmaniasis se infectard y se repetira el ciclo bioldégico
del pardsito (Hutt y col., 1973; Brown y Neva, 1983; Olsen,

1974; Manson-Bahr y Apted, 1982). Ldmina 3.
3. TIPCS DR LRISIMANTASIS,

Leishmaniasis es el nombre comun que se da a las
enfermedades crénicas causadas por algun miembro del género
Leishmania. Al menos cuatro especies de Leishmania son las
que infectan al hombre: Leishmania donovani, Leishmania
tropica, Leishmania brazillensis y Leishmania mexicana

(Brown y Neva, 1983).
3.1. Leishmaniasis visceral.
Leishmania donovani es el agente etioldégico de 1la

leishmaniasis visceral, también conocida como Kala-azar. En

la leishmaniasis visceral los pardsitos que son fagocitados



TL.AMINA 3.

CICLO BIOLOGICO DE Leishmania. A: CUANDO UN MOSCO
JEJEN HEMBRA SE ALIMENTE CON SANGRE DE UN HUESPED
INFECTADO, LOS MACROFAGOS SERAN IMGERIDOS JUNTO
CON LA SANGRE. B: LOS MACROFAGOS SERAN DIGERIDOS
Y LOS AMASTIGOTES LIBERADOS. C: EN EL INTESTINO
MEDIO DEL MOSCQO, LOS AMASTIGOTES SE DIFERENCIARAN
A PROMASTIGOTES Y SE REPRODUCIRAN POR FISION
BINARIA. D: LOS PROMASTIGOTES MIGRARAN HACIA EL
INTESTINO ANTERIOR. E: CUANDO EL MOSCO SE
ALIMENTE DE OTRO HUESPED, LOS PROMASTIGOTES JUNTO
CON LA SALIVA SERAN INYECTADOS EN LA PIEL DEL
HUESPED. F: EN LA DERMIS, LOS PROMASTIGOTES, SERAN
ENDOCITADOS POR LOS MACROFAGOS. G: LOS
PROMASTIGOTES SE DIFERENCIARAN A AMASTIGOTES Y SE
REPRODUCIRAN POR FISION BINARIA. H: CUANDC LOS
MACROFAGOS ESTEN ALTAMENTE PARASITADOS, SE
LISARAN Y SE LIBERARAN LOS AMASTIGOTES. I: LOS
AMASTIGOTES SERAN ENDOCITADOS POR OTROS
MACROFAGOS. CUANDO OTRO MOSCO SE ALIMENTE DE ESTE
HUESPED INFECTADO, SE REPETIRA EL CICLO.



Q -BED—

/

LAMINA 3.



10

Se encuentran en mayor numero dentro de los macréfagos del
bazo, higado, nédulos linfaticos y mucosa intestinal. Los
individuos que adquieren esta enfermedad y que no reciben
tratamiento, generalmente mueren debido a la produccién de
anemia severa o hemorragias gastrointestinales (tWyler vy

Marsden, 1984).
3.2. Leishmaniasis cuténea.

La leishmaniasis cutdnea también conocida como
Ulcera oriental es provocada por Leishmania tropica. Como su
nombre lo dice, la infecccidn estd limitada al tejido cutédneo
y ocasionalmente, en el caso de la cara, a las memb;anas
mucosas. Esta enfermedad se caracteriza por formar lesiones
ulceradas, que- se pueden infectar secundariamente con
bacterias. Las lesiones que no se infectan pueden sanar en
un periddo de 2 a 10 meses dejando cicatrices no pigmentadas

o desfiguracién de la cara (Brown y Neva, 1983).

3.3 Leishmaniasis muco-cutdnea.

La leishmaniasis muco-cutdnea, también conocida como
leishmaniasis américana, espundia, uta o udlcera del
chiclero, es producida por Leishmania mexicana y Leishmania
braziliensis.

Leishmania mexicana estd principalmente distribuida



en el sureste de México, Belice y Guatemala. La infeccidn
estd confinada a la piel de la cara, brazos y piernas o
puede ocurrir metdstasis de la infeccidén a las membranas
mucosas. Durante el desarrollo de la infeccién se forman
lesiones ulceradas que pueden llegar a provocar mutilacidn
en el paciente (Wyler y Marsden, 1984).

.La enfermedad causada por Leishmania braziliensis
comienza con lesiones en la piel. La infeccién puede tener
metdstasis a la mucosa oronasofaringea, probablemente por
medio del torrente sanguineo, de tal manera que la pared
cartilaginosa del septo es destruida y si la destruccidn
progresa se desarrollan deformaciones faciales con pérdida
total de la nariz y el labio superior, incluyendo también
los pdrpades inferiores, (Brown y Neva, 1983; Wyler y

Marsden, 1984).

11



IT. ANTECEDENTES.

Un aspecto fundamental en el ciclo bioldgico de los
organismos del género Leishmania es su capacidad para
establecer parasitismo intracelular obligado en los
macrofagos de los huéspedes vertebrados . Chang (1983)
reconoce cuatro eventos secuenciales para el establecimiento
de este parasitismo intracelular y son:

1.~ Recqpocimiento e interaccidén entre macréfago y
pardsito.

2.~ Endocitosis del pardsito por el macrdéfago.

3.~ Sobrevivencia y diferenciacién intracelular del
pardsito.

4.~ Proliferacién intracelular del pardsito.

1.- RECONOCIMIENTO E INTERACCION ENTRE MACROFAGO Y PARASITO.

Se han propueto, al mencs, tres mecanismng distinteos
de reconocimiento e interaccidén Leishmania-macréfago y son:

a) Via moléculas opsonizantes y receptores C3b.

b) Via fibronectina.

¢) Via glicoconjugados y receptores tipo lectinas,

Blackwell y col. (1981), Bray (1983) ,‘ Mosser y

12



Edelson (1984) ' propusieron que el reconocimiento e
interaccién de las leishmanias con los macréfagos se realiza
mediante los receptores C3b de macréfagos (estos receptores
son especificos para uno de los dos productos de la ruptura
de la molécula C3 de la casacada del complemento). Estos
investigadores observaron que los promastigotes pueden fijar
moléculas opsonizantes sobre su superficie (por ejemplo
anticuerpos y moléculas del complemento), facilitando de
esta manera su unidn a los receptores C3b de los nacrdfagos.

Wyler Y col. (1985) sugirieron la posible
participacién de la fibroncciina {glicoprotafna de 220 kDa)
en la adherencia de promastigotes a monocitos humanos.

Por otro lado, estudios realizados por Chang (1981,
1983), Zenian (1981) y Bray (1983) sugirieron gue la unién
macréfago~Leishmania es una interaccién mediada por
glicoconjugados de la superficie del . pardsito
(glicoproteinas o glicolipidos con residuos terminales de
manosa, fucosa, galactosa, glucosa, N-aqetil-qlucosamina o
dcido sidlico) y receptores del tipo de lectinas en la
superficie de los macréfagos. Asi por ejemplo, Chang y Chang
(1986), Handman y Goding (1985) , Russell y Wilhelm {(1986),
sugirieron que el antigeno de la superficie membranal de
promastigotes (glicoproteina de 63 kDa), juega un papel
importante en 1las interacciones leishmanias-macréfagos,
debido a que observaron que la presencia de este

glicoconjugado inhibe la unién de los promastigotes a los

13
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macrofagos hasta en un 50%.

Wilson y Pearson (1986) propusieron que el recebtor
tipo fucosa~manosa (RFM) de macrdfagos Jjuega un papel
importante en el reconocimiento e interaccidén de las

leishmanias.

2.- ENDOCITOSIS DEL PARASITO POR EL MACROFAGO.

Se ha observado que el fendémeno de internalizacidén
de los pardsitos por los macrdéfagos depende del buen
funcicnamiento mstabdlico de los macrdéiagos.

Alexander (1975) mostré la participacién ° del
citoesqueleto (microfilamentos) en la internalizacién de los
pardsitos. Este autor observé que durante la interaccidn de
leishmanias y macréfagos en presencia de Citocalasina B los
pardsitos no eran endocitados. Ademds, observd gus el efecto
de la Citocalasina B era reversible, debido.a que cuando
pusc a interaccionar macréfagos (previamente incubados en
presencia de 1la droga), con pardsitos en medio sin
citocalasina B, las leishmanias eran fagocitadas.

Por otra parte, Blackwell y Alexander (1983},
sugirieron que la internalizacién de 1las leishmanias se
inicia con la interaccidn secuencial entre los receptores
del macrdfago y los ligandos del pardsito; ademds de que

requiere de la participacidn de la actina y miosina asi como



de la energia génerada por el fagocito.

3.- SOBREVIVENCIA Y DIFERENCIACION INTRACELULAR
DEL PARASITO.

Los eventos mas sorprendentes durante el
establecimiento del parasitismo intracelular de las
leishmanias son su sobrevivencia y diferenciacidén dentro de

los macréfagos (Chang, 1983).

2,1. Sobrevivencia.

Actualmente no se sabe con exactitud cémo 1las
leishmanias resisten la actividad de las enzimas
hidroliticas de 1los macréfagos, sin embargo, se han
propuesto dos hipétesis para explicar el fendmeno de

sobrevivencia y son:

3.1.A: Cubierta protectora (Chang y Dwyer, 1976).
Esta hipétesis propone que las leishmanias poseen en su
superficie moléculas resistentes a la accidén de las enzimas
lisosomales. La hipodtesis ha sido apoyada por investigadores
que han estudiado proteinas y antigenos de la superficie
membranal del pardsito. Chang, K-P. (1980) y Nogueira y col.
{1981) al estudiar la interaccidén de promastigotes con

macrdéfagos, observaron que moléculas de la superficie del
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pardsito persist.ieron por mds de 36 horas sin que. fueran
degradadas. Estas moléculas fueron identificadas como
glicoproteinas de superficie de 68 000 y 43 000 daltones.
Por otra parte, Handman y col. (1981, 1982), Kahl y
MacMahon-Pratt (1987) observaron gque proteinas de 1la
superficie de promastigotes y amastigotes fueron resistentes
a la degradacidn por la proteasa estafilococal V-8, papaina
o quimotripsina asi como al tratamiento a 37°C, siendo aun
mds resistentes las moléculas de amastigotes. Este hecho
sugiere que dichas proteinas pueden conferir al pardsito

resistencia a la acclién de las enzimas lisosomales.

3.1.B: Factores inhibitorios. Esta hipdtesis sugiere
que las leishmanias liberan factores que participan' en la
biologia y sobrevivencia del pardsito actuando como
inhibidores de las enzimas lisosomales (Alexander vy
Vickerman, 1975; El-On y col., 1980) o bien, como
inhibidores metabélicos de los macrdfagos, es decir, se ha
sugerido que estos factores son probablemente los
responsables de cambios metabdlicos de macréfagos infectados
con Leishmania (Handman y Greenblatt, 1977; Kutish y Janovy,
1981; Rodriguez y col., 1983). Estos dos hechos se basan en

los siguientes antecedentes.



“a: Inhibidores lisoscomales.

En 1977 Lewis y Peters observarcon que la actividad
de 1la fosfatasa 4cida de macréfagos infectados con
Leishmania era inhibida, por lo que sugirieron que algun
componente liberado por los pardsitos evitaba el que fueran
degradados por las enzimas lisosomales, las cuales son
liberadas dentro de la vacuola parasitofora (sitio en el que
se albergan los parasitos). El1-On y col. (1980) observaron
que el factor secretado Yy parcialmente purificado de
Leishmania inhibié, aproximadamente en un 72% la actividad
hidrolitica de la B-galactosidasa de macréfagos.

Schnur y col. (1972), Decker-Jackson y Honigberg
(1978), Slutzky y Greenblatt (1979) encontraron un compuesto
dentro de macréfagos infectados, que comigra con los
factores secretados por promastigotes de Leishmania, por lo
que propusieron que los amastigotes conservan la capacidad

de sintetizar los factores de secrecidn.

b: Inhibidores metabdlicos.

Slutzky y Greenblatt (1979) observaron que 1la
sintesis de proteinas de macroragos era afeciada <uandoc
estas células estaban infectadas con leishmanias, por lo gue
sugirieron que los pardsitos (al igual que otros pardsitos)
afectan la maquinaria de sintesis de proteinas de la célula
huésped. Por otra parte, Kutish y Janovy (1981) describiercn

que la actividad digestiva de macréfagos infectados con
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Leishmania disminyé en un 50% durante una segunda
interaccidn con el pardsito, en comparacién con la actividad
de macréfagos no infectados. Posteriormente, Rodriguez y
col. (1983) observaron que la actividad endocitica y 1la
capacidad digestiva de macréfagos tratados con el factor de
secrecién, purificade del medio de cultivo de Leishmania,
también disminuyé hasta en un 50%. En base a estos
resultados, estos investigadores sugirieron que la capacidad
digestiva de los macréfagos era afectada por un proceso
activo de moléculas liberadas por los amastigotes,
inhibiendo funciones especificas del macréfago.

Por otra parte, Serman ¥y Dwyer (19581) demosrraron la
presencia de antigenos del pardsito en la membrana
plasmdtica de macréfagos infectados y sugirieron que quiz#
algun (os) antigeno (s) del amastigote sea(n) procesado (s}
por el fagolisosoma después liberado y readsorbido, sin
embargo, aun no es claro cual es la funcidn dal antigeno en
la membrana del macréfago, pero se cree podria ser un

mecanismo de sobrevivencia del pardsito.

Se ha sugerido que el microambiente intracelular y
la temperatura corporal del huésped mamiferc pueden ser de
importancia en 1la diferenciacidn de promastigotes a

amastigotes ( Lamy y col., 1967; Frothingham y Lehtimaki,

is
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1969; Akiyma y Taylor, 1970 en Chang, 1983). Hendricks y
col. (1978) sugirieron que solamente un cambio en la
temperatura puede ser suficiente 'para que se inicien los
cambios morfoldgicos de algunas especies de Leishmania, sin
embargo, es necesario realizar mds investigaciones con el
fin de dilucidar el control de los mecanismos para la
diferenciacidn intracelular de leishmanias.

Fong y Chang (1981, 1982); chang y Fong (1982)
estudiaron los cambios moleculares y antigénicos que
acompafian la diferenciacion intracelular de Leishmania en
sistemas in vitro. Estos autores observaron que uno de los
cambios moleculares durante el proceso de diferenciacidn
intracelular de Leishmania es la biosintesis de tubulina,
proteina de aproximadamente 55 000 daltones de peso
molecular que © decrece en intensidad durante la-
diferenciacién de los pardsitos, y proteinas guyos pesos
moleculares estan entre 24 y 68 KDa. Ademds, encontraron que
la diferenciacidén intracelular ocurre a 35°C y que se lleva
a cabo aproximadamente en una semana.

Por otra parte, Handman y Hocking en 1982 observaron
que el bloqueo de los antigenos de la superficie celular de
promastigotes inhibid la diferenciacién intracelular de los
pardsitos.

En 1986 Williams y col. ldentificaron un antigeno
principal de la superficie membranal de promastigotes de

Leishmania, que se conserva durante la diferenciacidn
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intracelular de 'los pardsitos. Estos autores observaron que
este antigeno es resistente a la degradacién lisosomal vy
después de 6 horas post-infeccidn in vitro, se expresa en la
superficie de macréfagos infectados, sin embargo, se
desconoce cual es la funcién del antigeno en la superficie

del macrdéfago.

4.- PROLIFERACION INTRACELULAR DEL PARASITO.

La proliferacién de las leishmanias dentro de 1los
macréfagos es el udltimo evento en el establecimiento del
parasitismo intracelular. De este evento no se sabe micho,
debido a que el cultivo continuc de amastigotes en sistemas.
in vitro no ha podido ser posible (Chang K-P., 1980; Handman
y Spira, 1977) . Se sabe muy poco de 1las condiciones
fisicas y nutritivas necesarias para la proliferaciodn de los
amastigotes, excepto que requieren de la temperatura de la

dermis de sus huéspedes mamiferos, 34-35°C (Chang, 1983).



IITX . PLANTEAMIENTO DEIL,
PROBLEMA .

En base a los antecedentes anteriores se sabe que
existen, al menos, cuatro eventos secuenciales en el
establecimiento del parasitismo intracelular. Hasta la
fecha, con base a estudios realizados por Bray (1983},
Mosser y Edelson (1984), Chang (1983), Handman y Goding.
(1985), Chang y chang (1986), E1-On ¥y col. (1980), Russell y
Wilhelm (1986), entre otros, se han propuesto algunas
hipdtesis que tratan de explicar cémo se llevan a cabo cada
uno de estos eventos, sin embargo, aun hacen falta mds
investigaciones que permitan tener un conocimiento amplioc de
cada uno de ellos.

Los eventos mas sorprendentes durante el
establecimiento del parasitismo son la sobrevivencia y
diferenciacién de 1las leishmanias dentro del sistema
vacuolar de los macrofagos, fagosoma—lisosoma. Los
mecanismos precisos mediante los cuales estos pardsitos
evaden los factores microbicidas del fagolisosoma no han
sido aclarados, pero se ha sugerido que antigenos de la
superficie celular de 1la leishmzaniz y factures secretados
por el pardsito juegan un papel importante.

Tomando en consideracion lo anteriormente descrito

nos propusimos llevar a cabo el siguiente estudio:
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SEGUIMIENTO DE ALGUNOS ANTIGENOS DEL PROMASTIGOTE DE
Leishmania mexicana DURANTE SU INTERNALIZACION EN EL

MACROFAGO.

Para abordar este problema nos propusimos como

objetivos particulares:

1. Localizar 1los antigenos reconocidos por el suero
policlonal anti-Leishmania en promastigotes crecidos en
cultivos in vitro y en proteinas totales de

promastigotes, transferidas a papel de nitocelulosa.

2. Seguir los antigenos reconocidos por el suero
policlonal anti-Leishmania en los promastigotes durante

su internalizacién a macréfagos en cultives in vitro.
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IXIrX. MATERIAL ¥ METODOS .

Para cumplir con los objetivos propuestos en éste
trabajo fue necesario:
N Mantener, en cultivos axénicos e in vitro, una cepa
de promastigotes de Leishmania mexicana.

Mantener la infectividad del pardsito infectando
animales de laboratorio.

Producir anticuerpos policlonales contra
promastigotes de Leishmania mexicana.

Obtener el patron total de proteinas de

promastigotes de Leishmania mexicana.

1. CULTIVO DE PROMASTIGOTES DE Leishmania mexicana.

Los pardsitos utilizados en este trabajo fueron de
la especie Leishmania mexicana, los cuales fueron aislados
de un paciente que presenté leishmaniasis cutdnea difusa.
Las metodologias empleada para el cultivo de los pardsitos y
para mantener infectivos a los pardsitos fueron establecidas
en el laboratorio del Dr. Carlos Argtiello, del CINVESTAV,,
Departamento de Patologia Experimental.

Los promastigotes se mantuvieron en medio minimo

esencial, MEM (Gibco Laboratories, U.S.A.), NayHPO, (6 mM),



KH3P04 (1 mM), pH 7.5, penicilina (100 U/ml), estreptomicina
(50 pg/ml), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco Laboratories, U.S.A.).

’ Los promastigotes (1x105) fueron resembrados cada
ocho dias (fase estacionaria) en 10 ml de medio minimo
esencial (MEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino en
botellas de cultivo de 25 cm?2 (Falcon) y se incubaron a 25
‘c.

Para mantener infectivos a los pardsitos, 5%105
promastigotes fueron inocculados en 1las extremidades
posteriores de hansteres dorados de dos meses de edad.
Después de dos meses los Thamsteres manifestaron la
enfermedad (leishmaniasis) en el drea donde fueron

inoculados los pardsitos.

2. OBTENCION DE AMASTIGOTES DE LAS EXTREMIDADES POSTERIORES
DE ANIMALES INFECTADOS.

La metodologia empleada para la purificacién de
amastigotes fue la propuesta por Hart y col., 1981.

Los hamsteres dorados infectados con L. mexicana
fueron sacrificados por sobredosis de éter. Las extremidades
posteriores se limpiaron con alcohol al 70%, se amputaron y
se lavaron con abundante PBS esteéril (0.145M, pH7.4). Las
extremidades se colocarcon en una caja de Petri ‘estéril con

medio de cultivo (MEM) y se descarnaron con ayuda de
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tijeras. ELl tejido se «corté en pedazos pequefios Yy
posteriormente se homogenizé durante 1 min., con un
homogenizador mecdanico, de velocidad constante (1725 rpm).
El homogenado se centrifugé a 35 x g durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se recuperd el sobrenadante, el que
se centrifugéd a 1300 x g durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La pastilla se resuspendié en 2 ml de Tris-NH4Cl
(0.017 M, 0.144 M respectivamente) pH 7.2 y se incubé a 37
‘c, durante 2 minutos. Las células se lavaron con PBS pH 7.4
a 1300 x g durante 15 minutos. Las células se resuspendieron
en PBS-EDTA-Glucosa (0.145 M, 2 mM, 50 mM, respectivamente),
pH 7.4 y la suspensidén se pasé a través de una pipeta
Pasteur con punta de didmetro reducido. Las células se
centrifugaron a 1300 x g por 15 minutos y 1la pastilla se
resuspendié en 4 ml de Percoll al 45% (Sigma). Se preparsd un
gradiente de Percoll discontinuo en tubos de policarbonato
estériles de 15 ml (Nalgene), de la siguiente manera:
primero se agregaron 1.5 ml de Percoll al 70%, en seguida
4.0 ml de Percoll al 45% con las células resuspendidas y
finalmente 4.5 ml de Percoll al 25%. El1 gradiente se
45CC rpm, o 4 “C durante 60 minutos en una
centrifuga Beckman Accu Spin FR. Una vez centrifugado el
gradiente se recolecté la interfase entre el gradiente de
45% y 25% (donde se encontraban los amastigotes) y se lavd
con 45 ml de PBS, pH 7.4, Los amastigotes se resuspendieron

en 2 ml de medio minimo esencial (MEM) suplementado con 10%
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de suero fetal bovino y se sembraron en botellas de cultivo
de 25 cm? (Falcon), en 10 ml de medio y se incubaron a 25
‘C. Las células se resembraron cada tercer dia durante dos
ocasiones (hasta que se diferenciaron a promastigotes) y

posteriormente se continuaron las resiembras cada ocho dias.

3. INTERACCION ENTRE MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON BALB/C
Y PROMASTIGOTES DE L. mexicana.

3.1 Obtencién de macréfagos peritoneales de ratén Balb/c.

Las metodologias empleada para la obtencién de
macréfagos e interaccién con los pardsitos se establecieron
en el laboratorio del Dr. C. Argilello.

Se utilizaron ratones Balb/c de dos meses de edad.
Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical. La
piel del abdomen se limpio con alcohol y se retird para
dejar al descubierto el peritoneo. En la caVvidad peritoneal
del ratén se inyectaron 5 ml de medio minimo esencial (MEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino a 35 °C. Pasados
aproyimadamente 3 minutos se extrajo el medio de cultivo
junts com los macréfagos, se cuantificé el numero de
macréfagos y se sembraron 2x106 macrofagos en cajas de Petri
estériles de 3 cm de didmetro, las cuales contenian
cubrecobjetos perfectamente limpios y estériles., Las cajas se

incubaron durante toda la noche a 37 °C en cédmaras htimedas
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para que los macréfagos se adhieran a los cubreobjetos. Los
cultivos se lavaron tres veces con medio MEM estéril a 35 °C

para eliminar macrdfagos que no se adhirieron.

3.2. Interaccién macréfagos—-promastigotes de L. mexicana.

A cultivos de macréfagos peritoneales de ratén
Balb/c se les adicionaron promastigotes (cosechados de
cultivos en fase estacicnaria) previamente lavados con MEM
fresco, en una relacidén 1:5 respectivamente. Los cultivos en
Interaccidn se dejarom durante 1 hora a 28 °€ y después se
incubaron a 36 'c‘durante 2, 5, 24 y 48 horas. Los cultivos
de 24 y 48 horas de interaccidén se lavaron con nedio de
cultivo fresco a 36 "¢, después de haber transcurrido 6 y 24
horas de interaccién y nuevamente se agregé medio fresco.
Los cultivos de 2 y 5 horas de interaccidn se fijaron para

su uso posterior.

4. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-Leishmania EN
CONEJOS DE LA RAZA NUEVA ZELANDA.

La metodologia empleada para la obtencidn de suero
preinmune, produccidén de anticuerpos policlonales anti-
Leishmania y obtencidén de suero inmune fue asesorada por el

Dr. Leopoldo Santos de la Escuela de Ciencias Biolégicas del
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IPN., Departamento de Inmunologia.

4.1. Obtencidén de suero preinmune de conejo.

Antes de comenzar a inocular al conejo con
promastigotes de L. mexicana, se obtuve sueroc del mismo
(suero preinmune), el cual se utilizé como suero control en
todos los experimentos.

Con una jeringa de 20 ml y aguja gruesa se obtuvo
sangre dc la venaz central da la oreja del conedo. La sangre
se vacid a un tubo estéril (previamente frio) y se incubd a
37 °C durante 30 minutos. Pasados los 30 minutos, el codgulo
formado se pico en repetidas ocasiones con una varilla y se
incubé por 1 hr a 4 ‘C. Posteriormente, se centrlfugé a 300
¥ g durante 10 minutos. El sobrenadante (Suero preinmune) se

Vcolectd y se dosificd en tubos Eppendorf estériles. El suero
se almacené a -70 °C hasta su uso. Antes de utilizar el

suero se inactivéd a 56 °C durante 120 minutos.
4.2. Produccién de anticuerpos policlonales anti-Leishmania.
Cien millones de promastigotes se cosecharon en fase

estacionaria y se lavaron con PBS estéril (0.145 M) pH 7.4

mediante centrifugacién a 850 g, durante 10 minutos -a
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temperatura ambiente, La pastilla se resuspendié en 1 ml de
PBS estéril y las células se lisaron mediante siete ciclos
de congelacion-descongelacidén. El lisado se emulsificé en 1
ml de adjuvante completo de Freund (Dibco Laboratories,
U.S.A.) y se inoculd subcutdneamente en el dorso del conejo.
Después de gquince dias de la primera inoculacidén, 1x108
parasitos lavados, resuspendidos en 1 ml de PBS estéril,
lisados por congelacidn~descongelacidn y emulsificados en 1
ml de adjuvante incompleto de Freund (Difco Laboratories,
U.S.A.) se inocularon subcutdneamente al conejo. Quince dias
después, por tercera ocasién se inocularén por via
subcutdnea 1x108 promastigotes lavados, resuspendidos en PBS
estdéril (2 ml) ¥ ligados mediante congalacisdn-
descongelacién. Después de 15 dias se realizaron 16
inoculaciones por via intravenosa (en la oreja del conejo),
con 100 millones de pardsitos lavados y resuspendidos en 0.1
ml de PBS estéril y Timerosal 0.01%, dichas inoculaciones se
realizaron cada tercer dia. Después de 12 dfas de la ultima
inoculacién se obtuvo el suero inmune (de la misma manera
como se obtuvo el suero preinmune) y se almacend a -70 °C.

Antes de utilizar el suero inmune, se inactivé a 56 °C

durante 120 minutos.
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4.3, Titulacidn del suero policlonal anti-Leishmania por la
técnica de ELISA.

La metodologia empleada para la técnica de ELISA fue
la utilizada por clamp y col., (1971), modificada en el
laboratorio de la Dra. Esther Orozco del CINVESTAV,
Departamento de Patologia Experimental.

Noventa y seis pozos de una placa de microtitulacion
se recubrieron con 200 ul de una solucidn de antigeno de
promastigotes lisados de L. mexicana ( 20 pg/ml de proteina
) en amortiguador de carbonato de soddio 10 mM, pH 9.6 y se
incubé toda la noche a 4 °"C. El sobrenadante se eliminé y

con PDS-Tween 0.05%, duronke

i)

ios pozos se lavaron Lres vece
3 minutos cada vez. Los pozos se bloguearon con leche
descremada al 5% en PBS-Tween 0.05%, por 30 minutos a 37 °C.
El sobrenadante se eliminé y los pozos se lavaron con PBS-
Tween 0.05%. En seguida se agregaron 100 pgl, de sSuero
policlonal anti~Leishmania a diferentes diluciones (1/25,
1/50, 1/100, 1/200, 1/500 y 1/1000, una dilucién por pozo y
por duplicado) y se dejaron incubando toda la noche a 4 °C.
El sobrenadante se eliminé y los pozos se lavaron con PBS-
Tween 0.05%. Posteriormente a cada pozo se le agregaron 100
ul de anticuerpo Anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa
(Cappel Research Reagents Product Guide, Bélgica.), diluido
1/1250 en PBS-Tween 0.05% y leche descremada al 5%, se dejo
incubando a 37 ‘C por 90 minutos. Después de la incubacién,

el sobrenadante se elimind, los pozos se lavaron con PBS-
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Tween 0.05% y eh seguida se anadieron a cada pozo, 200 pl
del sustrato recién preparado, ortofenildiamina 0.04% y H,0,
0.01% disueltos en amortiguador de fosfatos 50 mM y citrato
25 mM pH 5.0, se incubd por 30 minutos a 37 °C en oscuridad.
Posteriormente se agregaron 50 ul de HyS0, 2.5 M por pozo
para detener la reaccié‘m y se leyeron las abscrbancias a una
longitud de onda.de 492 nm en un lector de ELISA (Miniregader

II, Dynatech Laboratories, INC., version 2.0).

5. RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE PROMASTIGOTES DE L.
mexicana, CON SUERO POLICLONAL PRODUCIDO EN CONEJO,

La metodologia empleada para el reconocimiento de
antigenos de promastigotes con suero policlonal se
establecis en el laboratorio del Dr. C. Argiello.

Promastigotes de L. mexicana fueron cosechados de
cultivos en fase estacionaria mediante centrifugacion a 850
g por 10 minutos. Las ceélulas se lavaron con PBS frio y se
fijaron durante 30 minutos con formaldehido al 3%. Los
pardsitos se lavaron con PBS frio, se trataron durante 30
minutos con cloruro de amonic 0.005 M en solucidn n
(para bloquear los gqrupos aldehido), se lavaron con HNacCl
0.145 M pH 7.0 y finalmente con suero bovino al 1% en NacCl

0.145 M pH 7.0. Los promastigotes se incubaron durante 20

minutos a temperatura ambiente con suero de conejo anti-
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Leishmania (dilucidén 1/100 en NaCl 0.145 M). Las células se
lavaron con NacCl 0.145 M y se ir)cubaron con Anti-IgG de
conejo conjugado con fluoresceina (FITC, de Polyscierces,
INC. U.S.A.) diluido 1/50 en PBS, durante 20 minutos a
temperatura ambiente y oscuridad. Las células se lavaron con
PBS y se resuspandieron en 25 pl de Glicerol al 66% en PBS.
La preparacién se montd y se observé al microscépio de
fluorescencia (MicroStar, Vertical Fluorescence, American

Optical, U.S.A.).

Nota: Los ansavos control &2 hicisron ewvactamente
igual, excepto que como primer anticuerpo se utilizé suero

preinmune de conejo, (diluido 1/100 en NaCl 0.145 M pH 7.0).

5.1 Reconocimiento de antfgenos de promastigotes de L.
mexicana, durante su interaccién con macréfagos peritoneales
de ratén Balb/c. .

Los tiempos de interaccién que se utilizardén fueron
2, 5, 24 y 48 horas.

Concluidos los tiempos de interaccidn, los cultivos
se lavaron con PBS a 36°C y se incubaron con suero normal de
ratén al 10% en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las células se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 3% en PBS durante 20 minutos. Los
cultivos se lavaron con PBS y se bloguearon con cloruro de

amonio 0.005 M en PBS durante 30 minutos. Las células se
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lavaron con PBS', posteriormente con suero bovino al 1% en
PBS y, finalmente con PBS. En seguida se incubaron con suero
de conejo anti-Leishmania, dilucién 1/100 en PBS durante 20
minutos a 25 °C. Las células se lavaron con PBS y se
incubaron durante 20 minutos en oscuridad con Anti~IgG de
conejo conjugado a FITC (Polysciences, INC.)} diluido 1/50 en
PBS. Las células se lavaron con PBS, las preparaciones se
montaron con glicerol al 66% en PBS y se observaron al
microscdpio de fluorescencia.

Las células que interaccionardn 5, 24 y 48 horas se

o

=21 3 en  PBS ¢y =o

+

permeabilizarén con acetona fria durante 3 minutos.
Posteriormente los cultivos se blogquearon con cloruro de
amonio 0.005 M durante 30 minutos y se siguié la misma
metodologia anteriormente mencionada. -

El control negativo se hizo para cada tiempo de
interaccion, sdélo gue comoc primer anticuerpo se utilizé

suero preinmune de conejo diluido 1/100 en PBS y se siguid

la metodologfa anteriormente mencionada.

6. OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES DE PROMASTIGOTES DE L.
mexicana.

Cien millones de promastigotes de cultivos en fase
estacionaria fueron cosechados por centrifugacién a 850 x g

por 10 minutos. Las células se lavaron con PBS frio y la



pastilla se resdspendié en 10 ul de p-hidroximercuribenzoato
100 mM (SIGMA). Las células se lisaron mediante siete ciclos
de congelacidn-descongelacidn. Al extracto obtenido se le
agregaron 40 pl de amortiquador de muestra, que contenia
Trizma-base 0.27 M pH 6.7, EDTA 0.2 M pH 8.0, SDS 2%,
Glicerol 10% y B-mercaptoetanocl 5%. La muestra se hirvié por
5 minutos, se centrifugé por 1 minuto a 16000 x g
(Microcentrifuge Eppendorf, modelo 5415) a 4 “c y al

sobrenadante se le determind la concentracién de proteinas.

6.1 Cuantificacién de proteinas.

La técnica empleada para la cuantificacidén de
proteinas fue la descrita por Ausubel y col. (1985), que es
una técnica modoficada a partir de Lowry (1951).

A 2 pl de muestra de proteinas se le agregaron 198
#l de agua bidestilada. En seguida se adicionaron 20 ul de
desoxicolato de sodio 0.15%, se mezcld mediante el uso de
vortex e incubd a 4 'C durante 5 minutos. Se adicionaron 20
#1 de 4&aclildu Utriciorvacético 72%, se mezclo e 1incubo 5
minutos a 4 “C. Se centrifugd a 16000 x g por 5 minutos a 4
‘c, se decanté el sobrenadante y se dejd secar la pastilla.
La pastilla (proteinas) se disolvié en 200 ul de agua
bidestilada y se adiciond i ml de solucldn ¢ (un volumen de
CusO, al 0.5% y 50 volumenes NaCO3 al 2% en NaOH al 0.4% y

tartrato de sodio y potasio al 0.02%). Se mezcld bien y se
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dejé 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregaron 100 pl del reactivo de Folin-Ciocalteus, en una
relacién 1:1 con agua bidestilada, se mezcld bién y se dejo
a temperatura ambiente por 45 minutos. Pasado el periodo de
incubacion, se determinéd la densidad Jptica en un
espectrofotémetro (Spectronic 1001) a la longitud de onda de
660 nm,

Para conocer la concentracién de proteinas de 1la
muestra problema, se utilizé una curva de calibracidn con
albumina bovina a las siguientes concentraciones, 10, 20,
3o, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg de proteina. Cada una de
las concentraciones de proteina se pusieron en tubos por
separado y por duplicado. Cada tubo con la albumina se
completo a 200 pl con agua bidestilada y se mezclé. En
seguida se adicionaron 20 ul de desoxicolato de sodio 0.15%,
se mezcléd perfectamente con vortex y se incubé 5 min a 4 ‘c.
A cada tubo se adicionaron 20 pl de &cido tricloroacético al
72%, se mezcld con vortex y se incubd 5 min a 4 ‘'C. La
muestra se centrifugd a 16000 x g durante 5 min a 4 'C. El
cobrenadante se elimind v 1A pastilla se dejd secar. La
pastilla se resuspeandidé en 200 pl de agua bidestilada. A
cada tubo se agregs 1 ml de solucidn € (un volumen de CuSO,
al 0.5% y 50 volumenes de NaCO; al 2% en NaOH al 0.4% vy
tartrato de sodio v potasio al 0.02%). Se mezcld bién y se
dejo 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se

agregaron 100 pl de reactivo de Folin-Ciocalteus en una
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relacidén 1:1 con agua bidestilada, se mezcld bien y se dejd
a temperatura ambiente por 45 minutos. Finalmente se midié a
cada tubo su densidad dptica a una longitud de onda de 660
nm en un espectrofotdémetro Spectronic 1001. Las
concentraciones de albumina de cada tubo con sus respectivos
valores de densidad dptica fueron graficados y analizados
por regresién lineal. Ya obtenida la curva de calibracidn,
la densidad o6ptica de la muestra problema fue interpolada en
la ecuacién de regresién, obteniendo de esta manera su

concentracidén de proteinas.

6.2 Blectrofdresis en geles de poliacrilamida-sDS.

Las proteinas totales de los promastigotes se
analizaron alectroforéticamente en geles de poliacrilamg’.da-
SDS al 10%, de acuerdo al método descrito por Laemmli
(1970).

Los geles se prepararon en moldes de 10 x 10 cm y
0.75 mm de grosor, para lo cual se vaciaron & ml de soluci
del gel separador, que contenia acrilamida 10%, N, N=-
metilenbis-acrilamida 0.27%, SDS 0.1%, glicerol 5%,
persulfato de amonio 0.05% y TEMED 0.14%, disueltos en
amortiguador de trizma 1.5 M el «cual quedé a una
concentracion final de 0.282 M pH 8.8 con EDTA 2 mM. va

polimerizado el gel separador, se anadié en el espacioc



restante el gel concentrador que contenia acrilamida 5%,
N,N-metilenbis-acrilamida 0.016%, SDS 0.1%, persulfato de
amonio 0.1%, TEMED 0.15% disueltos en amortiguador de trizma
0.1M pH 6.6 con EDTA 2 mM. Inmediatamente después de poner
la mezcla del gel concentrador se colocd el molde formador
de pozos. Ya polimerizados los geles, se montd la cdmara de
electroforésis y se agregd el amortiguador de corrida que
contenia Trizma.O0.025M pH8.3, Glicina 0.1924M y SDS 0.1%. A
las proteinas, gque se disolvieron en amortiguador de
muestra, se les agregé 1 pl de aziul de bromofenol al 0.2% y
se hirvié por 1 minuto, se centrifugé por 30 segundos a
16000 % g y la proteina preparada se colocd en los pozos del
gel. Se colocaron 70 pgg ¢ 30 ug de proteina por pozo, para
pozos de 7 mm y 3 mm de ancho respectivamente. Inicialmente,
la corrida electroforética se realizé a 50 volts para
concentrar la muestra; cuando el frente llegé a.nivel del
gel separador, la corrida se llevé a cabo a 100 volts.
Cuando el colorante o frente de ‘corrida llegé
aproximadamente 0.5 cm antes del extremo inferior del gel se

dié por concluida la electroforesis.

6.3. Tincidn de geles de poliacrilamida.

concluida la electroforesis, se sacé el gel y se

sumergié en solucién tefidora, la cual estaba compuesta por
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azul de coomassie al 1% en metanol al 50% y 4cido acético al
10% en agua bidestilada. Después de una hora de agitacién
constante, se retird el colorante y el gel se lavd con agua
destilada para eliminar el exceso de solucién tenidora. El
gel se destifid con una solucidén de metanol al 50%, &cido
acético al 10% en agua destilada. La solucion destenidora se
cambio cada vez que se saturd con colorante hasta que
aparecieron algunas bandas en el gel, inmediatamente después
el gel se transfirié a un recipiente que contenia 4cido
acético al 10%, esta solucién se cambid en varias ocasiones
hasta que el fondo del gel adquirié un color azul muy tenue
o transparente. El gel se lavéd con abundante agua corriente
para eliminar el exceso de 4dcido acético y se puséd a secar
entre dos hojas de papel celofédn previamente himedas,
montadas en un bastidor de acrilico y sujeto por pinzas a
los lados. El secado del gel se realizé a temperatura
ambiente, durante 48 horas. Pasado ese tiempo se desmontd el

bastidor y se cortd el exceso de papel celofdn.

7. RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS DEL PATRON TOTAL DE
PROMASTIGOTES (TRANSFERIDAS A PAPEL DE NITROCELULOSA), CON
SUERO POLICLONAL ANTI-Leishmania.

7.1. Electrotransferencia de proteinas totales de
promastigotes a papel de nitrocelulosa.

La electrotransferencia se realizdé de acuerdo a

k:}



Towbin y col, . (1979).

Terminada la electroforesis, el gel se saco del
molde y se sumergié por 10 minutos en una solucidén de trizma
0.025 M pH 8.3, glicina 0.192 M y metanol al 20%
(Amortiquador de traqsferencia). Pasados los 10 minutos, la
cdmara de Transferencia (Idea Scientific, modelo Genie) se
monté de la sigquiente manera: primerc se puso una malla de
pldstico sobre la cual se colocd el electrode negativo, en
seguida se pusieron tres fibras de material inerte
previamente humedas con el amortiguador de transferencia y
sobre éstas una hoja de papel filtro (Whatman No.3). Sobre
el papel filtro se colocd el gel y sobre éste el Papel de
nitrocelulosa ( PNC, Hoefer Scientific Instruments 0.45 pm
de diametro del poro) junto con otra hoja de papel filtro.
Se tuvo cuidado de no hacer y dejar burbujas entre el gel y
el PNC. Sobre el papel filtro se pusieron tres .fibras de
material inerte previamente humedas, el electrodo positivo y
finalmente la malia de pldstico. La transferencia se realizé
durante 50 minutos a 12 volts y 500 mA. Concluida la
electrotransferencia, la cdmara se desmonté y el papel de
nitrocelulosa con las proteinas transferidas se bloqueé
durante toda la noche a 4 "C con albumina al 3%, gelatina al
0.1% en PBS-Tween 0.05% con azida de sodio al 0.1%. El PNC
se lavé una vez con PBS-Tween 0.05%, se dejd secar y se

almacend en el congelador hasta su uso.
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7.2. Inmunodeteccién de protefinas del patrén total de
promastigotes con suero policlonal anti-Leishmania.

El papel de nitrocelulosa con proteinas totales de
promastigotes transferidas, blogueadc y lavado con PBS-Tween
0.05%, se corté longitudinalmente en tiras delgadas de 3 mm
de ancho. Las tiras se colocaron individualmente en tubos
con tapa de rosca, donde se agregaron 2 ml (por tubo) del
suero de conejo anti-Leishmania diluido 1/100, 1/200, 1/500
y 1/1000 en PBS-Tween 0.05% -suero bovino al 1% . Las tiras
de popel de nitreocelulesa se incubaron toda la noche a 4 °‘C.
Terminada la incubacién, las membranas de nitrocelulosa se
lavaron con PBS-Tween 0.05% y se incubaron por 5 horas en
oscuridad y a 4 °C con Anti-IgG de conejo conjugadq a
peroxidasa, diluido 1/1250 en PBS-suero bovino al 1% . Las
membranas de nitrocelulosa se lavaron con PBS-Tween 0.05% y
PBS. Posteriormente las proteinas inmunodetectadas por'el
suero policlonal se revelaron con una solucién de 4-Cl-1-
Naftol (3 mg/ml), H,0, al 0.01% en PBS. Ya reveladas las
proteinas, la reaccién se detuvéd lavando las tiras de papel
con agua destilada. El papel de nirocelulosa se secd sobre

papel filtro Whatman No. 3.

Nota: En el ensayo control se utilizé como primer
anticuerpo, suero preinmune de conejo, diluido 1/100, 1/200,

1/500, y 1/1000 en PBS-Tween 0,05%-suerc bovino al 1i%.
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V. RESULTADOS.

1.— PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA
PROMASTIGOTES DE Leishmania mexicana.

Después de tres meses y medio de haber comenzado a
inmunizar al conejo, se obtuvo el suero inmune anti-
Leishmania y para probar la positividad del mismo se
"Titulé" con 1la prueba de ELISA. Se analizaron las
diluciones 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500 y 1/1000, tanto
para el suero preinmune como para el suero anti-Leishmania.

Como se observa en la tabla 1, los valores de
densidad dptica a 492 nm, obéenidos para el suero preinmune
fueron de 0.000 para las diluciones 1/50, 1/100, 1/200 y
1/500; y de 0.005 para las diluciones 1/25 y 1/1000. En base
a estos resultados suponemos que el suero pfeinmune no
reconocid moléculas del parasito. El1 valor de 0.005 nos
podria estar indicando udnicamente, el rango de error del
lector donde se leyeron las muestras. Comparandc los valores
de densidad dptica del suero inmune con respecto al suero
preliwune  del conejo, se observe gue el suero anti-
Leishmania reconoci® componentes del pardsito cuando se
utilizé a las diluciones 1/25, 1/50, 17100, 1/200 y 1/500.
El valor obtenido para la dilucién 1/1000 fue cercano a los
valores del suero preinmune, lo que nos indice que el suero

anti-Leishmania
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TABIL.A A4

42

PRUEBA DE POSITIVIDAD DEL SUERC POLICLONAL ANTI-Leishmania,

PRODUCIDO EN CONEJO, MEDIANTE EL METODO DE ELISA.

VALCRES DL DENSIDAD CPRICA (422 nm)
DILUCION
SUERO PREINMUNE DE SUERO INMUNE DE
PROBADA. CONEJO. CONEJO.
1/25 0.005 1.55 *
1/50 0.000 1.09 *
1/100 0.000 0.80 *
1/200 0.000 0.40 *
1/500 0.000 0.15 *
1/1000 0.005 0.04

ELISA.

* Valores considerados posi

tivos a la prueba

de



lo diluimos tanto que escasamente reconoce alguna(s)
molécula(s) del parasito. )

Al analizar los datos de la tabla 1, consideraamos
que las diluciones 1/100 y 1/200 eran las apropiadas para
nuestro sistema.

Por lo tanto, los resultados obtenidos con la prueba
de ELISA proporcionaron una aproximacion de 1la dilucidn

6ptima para utilizar el suero anti-Leishmania.

2. LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS POR EL SUERO
POLICLONAL ANTI-Loishzzonis E¥ DPROMASTIGOTES DR L. maxicana
CRECIDOS EN CULTIVOS in vitro.

Ccon la finalidad de conocer la localizacién de los
componentes del pardsito reconocidos por el suero
policlonal, se procedié a incubar a los promastigotes con
dicho suero (anti-Leishmania). Para revelar los sitios de
unién de este suero, se utilizé un suero anti~IgG de conejo
conjugado con Fluoresceina (FITC).

Debido a que en 1la prueba de ELISA se utilizé
extracto total del pardsito para el reconocimiento de
moléculas con el suero inmune Yy, en este ensayo se
utilizaron pardsitos completos, se decidié probar el suero
inmune a las diluciones 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 y 1/500
(positivas en la prueba de ELISA).

Se observé gque la marca fluorescente de 1los
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pardsitos incubados con el suero inmune diluido, 1/25 y 1/50
fue tan intensa que no permitié distinguir con exactitud en
que parte del pardsito se localizé la marca, es decir, que
sitios del pardsito habia reconocido el suero.

En la dilucién 1:100, la marca fluorescente
disminuyé en intensidad, sin embargo fue mds nitida. En este
ensayo observamos que la marca se localizd, exclusivamente,
en la superficie celular del parasito as{ como en su
flagelo.

En la dilucidén 1:200, la marca fluorescente que se
observé fue poco intensa y por lo tanto poco perceptible,
sin embargo, la marca fluorescente se localizé en 1la
membrana celular del pardsito y en el flagelo del mismo.

Con estos resultados, se logrd determinar que la
dilucion optima para los ensayos de inmunofluorescencia
indirecta con el suero inmune fue 1:100 y que. el suero
reconocié componentes de la superficie celular asi como del
flagelo del parasito. Figura 1.

En los controles negativos, en los cuales se
utilizé suero preinmune de conejo a las diluciones
correspondientes con los experimentales no se observé marca
fluorescente en los pardsitos, lo cual nos indicé que el
suero inmune reconocié especificamente componentes del

pardsito.
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FIGURA 1.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE ANTIGENOS
RECONOCIDOS EN PROMASTIGOTES DE L. mexicana.
LOS pPROMASTIGCTES T'UERCH INCURANOS CON SUERO
POLICLONAL ANTI-Leishmania Y POSTERIORMENTE
CON SUERC ANTI-IgG CONJUGADO CON FITC.
OBSERVE QUE LA MARCA FLUORESCENTE ESTA A
NIVEL DE LA SUPERFICIE CELULAR Y EN EL
FLAGELO DEL PARASITO.



3. SEGUIMIENTO DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS EN PROMASTIGOTES
POR EL SUERO ANTI-Leishmania, DURANTE SU INTERNALIZACION A
MACROFAGOS, EN CULTIVOS in vitro.

Con la finalidad de llevar a cabo el sequimiento de
algunos antigenos del promastigote durante su
internalizacidén en el macréfago, se utilizo el suero inmune
anti-Leishmania en los ensayos de interaccion.

Concluidos los diferentes tiempos de interaccién
promastigotes-macréfagos (2, S5, 24 y 48 horas), se llevd a
cabo la inmunodeteccidn de antigenos de los pardsitos,
mediante el uso de suero policlonal anti-Leishmania y anti-
1gG de conejo conjugado con Fluoresceina (FITC).

A las dos horas de interaccién se observd a un gran
nimero de pardsitos libres en el medio de cultivo y algunes
ya habfan establecido contacto con los macréfagos. Como se
puede observar en la figura 2-A, el suero anti-Leishmapia
reconocid componentes de la membrana celular y flagelo de
-pardsitos libres o unidos al macréfago. Por otra parte se
observé que la unidn entre las leishmanias y los macrofagos,
en general se realizd mediante el flagelo del pardsito y la
mamhrana del macrdfzge.

A las cinco horas de interaccidén, un mayor numero de
promastigotes ya habian establecido contacto con los
macréfagos y, al igual que en la interaccién de dos horas,
varias leishmanias nadaban libremente en el medio de

cultivo. El suero anti-Leishmania reconocié exclusivamente
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componentes de la superficie membranal asi como del flagelo
de leishmanias libres y adheridas a los macrdéfagos, los que
previamente fueron permeabilizados antes de incubar con el

suero policlonal. Figura 2-B.

En las interacciones de 24 horas, los pardsitos sélo
se observaron dentro de las vacuclas parasitéforas de los
macréfagos que los fagocitaron. No se observaron pardsitos
libres en el medioc de cultivo debido & que las leishmanias
que no establecieron contacto con los macréfagos después de
seis horas de interaccién, fueron retiradas cuando estos
cultivos fueron lavados con medio fresco. El1 suero anti-
Leishmania reconocis unicamente componenées de los
pardsitos. La marca fluorescente se observé dentro de las
vacuolas parasitdforas de los macréfagos permeabilizados con
acetona fria. Figura 2-C.

En las interacciones de 48 horas, al igﬁal que lo
observado en 1las interacciones de 24 horas, el suero
policlonal reconocid componentes del pardsito, es decir, la
marca fluorescente se observé dentro de las vacuolas
parasitdforas de los macrdfagos infectados, permeabilizados
con acetona fria. La forma y tamafno de las vacuolas
parasitéforas de los macrdfagos infectados fue homogénea,
caso contrario al observado en las interacciones de 24
horas. Figura 2-D.

Para cada tiempo de interaccidn se realizaron

ensayos controles, los cuales se pusieron a incubar con
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FIGURA 2.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE LOS ANTIGENOS
RECONOCIDOS EN PROMASTIGOTES DE  Leishmania
mexicana, DURANTE SuU INTERNALIZACION A
MACROFAGOS. LAS INTERACCIONES SE REALIZARON A
DIFERENTES TIEMPOS: A) 2 HORAS. B) 5 HORAS. C) 24
HORAS. D) 48 HORAS. LAS PREPARACIONES SE
INCUBARON CON SUERO ANTI-Leishmania Y
POSTERIORMENTE CON ANTI-IgG CONJUGADO A FITC.
OBSERVE QUE LoOs ANTIGENOS RECONOCIDOS, SE
LOCALIZAN PRINCIPALMENTE EN LA SUPERFICIE
MEMBRANAL Y FLAGELO DE LOS PARASITOS. ™ ESTA
FLUORESCENCIA NC SE PIERDE AUN CUANDO LOS
PARASITOS HAN COMENZADO A DIFERENCIARSE DE
PROMASTIGOTES A AMASTIGOTES EN LA VACUOLA
PARASITOFORA.



T vanoid




suero normal

de conejo (a las mismas diluciones utilizadas para 1los
experimentales) y anti-IgG de conejo conjugade con
fluoresceina. En cada caso, el suero preinmune no reconoccié

componentes del pardsito.

4. OBTENCION DEL PATRON TOTAL DE PROTEINAS DE PROMASTIGOTES
DE L. mexicana.

ElL patrén electroforético de proteinas totales de
promastigotes, obtenido bajo nuestras condicionas, mostré un
total de 55 proteinas cuyos pesos moleculares oscilan entre
13 a 138 kDa. De las 55 bandas tefiidas con azul de coomassie
una es la mds evidente (quizd sea la proteina mds abundante
en el pardisito), posee un peso molecular aproximado de 53
kDa. Por otra parte, las proteinas del patron
electroforético con pesos moleculares mayores de 83 kDa
fueron escasas y muy tenues. Esta metodologia nos permitics
una buena visualizacidén de proteinas cuyos pesos moleculares
estdn entre 13 y 83 kDa. Figura 3.

Los pesos moleculares aproximados de las proteinas
mds evidentes y quiza las mds abundantes del pardsito, que
se observan en el patrdén total son: 80, 61, 53, 45, 41, 27,
22, 16, 15, 14 y 13 KDa. Figura 3.

En la Tabla 2 se muestran los pesos moleculares de



las proteinas del patrén total de promastigotes, observadas
en geles de poliacrilamida al 10% y tefidos con azul de

coomassie.

5. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS ANTIGENOS
RECONOCIDOS POR EL SUERO POLICLONAL, DEL PATRON TOTAL DE
PROTEINAS DEL PROMASTIGOTE.

Ya obtenido el patrén electroforético, las proteinas
se transfirieron a papel de nitrocelulosa (PNC) para
posterjormente llevar a cabo el reconocimiento de antigenos
del patrdn total de proteinas de promastigotes con el suero
policlonal anti-Leishmania. Se probaron cuatro diferentes
diluciones del suero inmune, 1:100, 1:200, 1:500 y 1:1000.
Se observé que dicho suero reconocid proteinas diferentes
dependiendo de la dilucidén utilizada, es decir, cuando se
utilizé una dilucién 1:100 se reconocierén 35 proteinas
cuyos pesos moleculares oscilan entre 23 .y 136 kDa. A medida
que se aumenté la dilucién del suero el numero de bandas
reconocidas también disminuyé. Las proteinas que fueron
2s por cl suc ¥ guc nc
reconccidas por el suerc a mayor dilucidn son las que tienan
pesos moleculares que oscilan entre 23 y 33 KbDa.

Por los patrones obtenidos del reconocimiento de
proteinas con el suero policlenal peodemos sugerir que dicho

suero tiene mayor afinidad por proteinas cuyos pesos
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moleculares aproxXimados son de 74, 70, 68, 63, 61, 49 y 45
Kpa, debido a que se observan muy intensas en el papel
revelado. También se observan otras proteinas menos
evidentes y por lo tanto, menos afines al suero. Figura 3.

Al comparar el patrén de proteinas totales tefido
con azul de coomassié Yy el patrdén de proteinas reconocidas
por el suero inmune anti-Leishmania, se observo que muchas
proteinas tuvieron mejor definicién y fueron mds evidentes
cuando se utilizé el suero para revelarlas que cuando fueron
tefiidas con azul de coomassie. La proteina que en los geles
es la mds evidente y ancha, proteina de 53 kDa, también fue
revelada por el suero inmune, sin cmbarge, sa ohservéd como
una banda poco evidente. Por él contrario, dos proteinas
cuyos pesos moleculares aproximados fuercon de 60-y 61 KDa,
las cuales se observaron como bandas poco evidentes en geles
tefiido con azul de coomassie, fueron proteinas muy evidentes
y bien definidas reconocidas por el suero policlonal.

El control negativo consistidé en poner a incubar el
papel de nitrocelulosa con proteinas totales de
promastigotes transferidas, con suero preinmune de conejo a
las mismas diluciones que se utilizd el suero inmune (1/100,
1/200, 1/500 y 1/100). En ningunc de los ensayos el suero
normal de conejo reconocid proteina alguna del patrdn total
de proteinas, por lo que nosostros suponemos que el suero
producido en el conejo realmente reconocid componentes de

promastigotes.
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FIGURA 3.

PROTEINAS RECONOCIDAS POR EL SUERO POLICLONAL
ANTI-Leishmania, DEL PATRON TOTAL DE
PROMASTIGOTES. M: MARCADORES DE PESO MOLECULAR.
A: PATRON TOTAL DE PROTEINAS DE PROMASTIGOTES,
TENIDO CON A2ZUL DE COOMASSIE. B: PROTEINAS
RECONOCIDAS POR EL SUERO POLICLONAL, DILUCION
1/100. C€: PROTEINAS RECONOCIDAS POR EL SUERO
POLICLONAL, DILUCION 1/200.
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TABILA 2.

PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS DEL PATRON TOTAL DE

PROMASTIGOTES DE L. mexicana, EN GELES DE
POLIACRILAMIDA-SDS.

Distancia.* RE. P. M.
(mm) . (mm) . Da.
1.27279 0.0145591 138547.0
1.34241 0.0153555 138278.0
2.07778 0.0237673 135473.0
4.6182 0.0528265 12£215,0
5.12795 0.0586575 124434.0
7.02898 0.0804028 118014.0
7.36024 0.0841921 116930.0
8.63277 0.0987483 112856.0
9.38988 0.107409 110500.0
11.3181 . 0.129466 104719.0
12.6802 0.145046 100819.0
13.8294 0.158192 97641.2
15.707 0.179668 92664.0
17.4863 0.200022 89181.4
17.5217 0.200426 88094.5
18.7638 0.214634 85097.5
19.4154 0.222088 83566.2
20.8151 0.238099 80369.5
21,7461 0.248749 78311.1
22.9581 0.262613 75710.5
23,599 0.269543 74370.4
25.7378 0.294409 70067.2
26.5928 0.304189 68417.6
28.3731 0.324553 65106.3
29.3646 0.335895 63332.0
30.4497 0.248367 61445.7
34.2047 0.392403 SE1B87.1
35.7785 0.409262 53589.5

36.4381 0.416807 52001.8



37.6578

37.9169
40.0579
40.1616
41.4634
42.7061
44.6356
46.9957
48,7273
50.6484
51.6393
53.7185
55.5724
57.1111
59.58

62.0226
64.8026
65.9545
67.4981
69.8066
72.3455
74.2675
77.1648

79.7286 .

81.738
85.7159

0.430759
0.433723
0.458213
0.459399
0.47429

0.488505
0.510576
0.537573
0.55738

0.579356
0.59069

0.614473
0.63568

0.65328

0.681522
0.709463
0.741262
0.754439
G.772035
0.798502
0.827543
0.849529
0.88267

0.911997
0.934982
0.980484

50264.0
49902.4
47012.2
46876.5
45206.5
43667.8
41381.9
38747.9
36922.6
34997.9
34044.7
32128.3
30510.6
29230.0
27286.6
25491.1
23590.9
22845.7
212313.3
20520.4
19118.8
18121.7
16716.1
15563.5
14716.0
13171.9

* Distancia recorrida por la proteina en el gel
de poliacrilamida-SDS. Medida dada en mm.
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VI DISCUSTION.

Se ha propuesto que para el establecimiento del
parasitismo intracelular de las leishmanias, es necesario
que se lleven a cabo cuatro eventos secuenciales:
Reconocimiento e interaccidén de 1las leishmanias con los
macréfagos, endocitosis de los pardsitos por los macréfagos,
sobrevivencia y diferenciacién de los pardsitos dentro de
los fagocitos mononucleares y, finalmente su proliferacidn
en los macréfagos. Cada uno de estos eventos es igualmente
importante para el establecimiento del parasitismo, sin
embargo, el que mas ha llamado nuestra atencidn es el de
sobrevivencia y diferenciacién de los pardsitos dentro de
los macréfagos. Este evento es especialmente interesante
debido a que se sabe que los macrdéfagos son células
especializadas para la destruccidn de agentes patdgenos ©
extrafios a nuestro organismo. El cdmo los pardsitos de este
género evaden la actividad de los macrdéfagos atin no es
clara, sin embargo, a la fecha se plantean dos hipotesis que
tratan de explicar este fendmeno. Una de las hipdtesis
propone gue las leishmanias poseen una cubierta, formada por
moléculas de su superficie, que evitan el que las enzimas
lisosomales degraden a los paradsitos y la segunda hipdtesis
sugiere que los pardsitos liberan factores de secrecidén que

inhiben la actividad de las enzimas lisosomales.

[
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con la finalidad de llevar a cabo el seguimiento de
antigenos de promastigotes durante su internalizacién a
macréfagos y su posible participacidn en la sobrevivencia se
realizé el presente trabajo que involucra ensayos de
interacciodn Leishmania-macrofago y reconocimiento de
antigenos durante su interaccion e internalizacién con el
uso de anticuerpos policlonales anti-Leishmania.

cuando se realizd la prueba de ELISA para “titular"
al anticuerpo producido, nos dimos cuenta que el titulo del
anticuerpo inmune era bajo (1/100). Inmediatamente tuvimos
la inquietud de ver que parte de los pardsitos nos. estaba
reconociendo el suero, de ahf que se realizé el
reconocimiento de antigenos en promastigotes cultivados in
vitro. '

A pesar de que la prueba de ELISA nos habia dado una
aproximacién de la dilucién a la cual se podia usar el suero
inmune, decidimos trabajar con dos diluciones por debajo y
dos por arriba de la "Sptima". Esta idea surgié debido a que
se desconocfa a que moléculas en especial reconoceria el
snaro, es decir, por gud woldculas del pardsito tendrila
mayor afinidad (moléculas de 1la membrana plasmatica,
flagelo, citoplasma u organelos).

Los resultados obtenidos en este ensayo nos
sugirieron que al parecer, el suerc inmune anti-Zeishmania,
reconoce preferencialmente moléculas de 1la superficie

membranal y flagelo de los pardsitos. Sin embargo, debido a
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que los anticuerpos son moléculas grandes gue no pueden
pasar al citoplasma de las leishmanias a través de su
membrana celular, por el momento no pudimos descartar 1la
posibilidad de que el suero reconociera moléculas del
citoplasma u organelos de los pardsitos. En base a lo
anterior, se decididé llevar a cabo una permeabilizacién de
la membrana de los pardsitos, utilizando acetona fria (la
finalidad de la permeabilizacién es solubilizar lipidos de
la superficie celular y asi permitir la entrada libre de
moléculas grandes al citoplasma), no obstante, la
permeabilizacién se realizé cuando se hicieron los ensayos
de seguimiento de antigenos durante la interaccién
Leishmania~macréfago.

Con los ensayos de interaccién Leishmania-macrdéfago,
confirmamos que el suero inmune anti-Leishmania, reconoce
especificamente moléculas de la superficie celular y flagelo
de los pardsitos. Este hecho se basa en lo siguiente:

El procesamiento de los ensayos de 2 horas de
interaccién fue igual que el realizado para los ensayos de
localizacidén de antigenos reconocidos por el suero inmune en
promastigotes, de tal manera que no se esperaba cambio
alguno en los resultados, sin embargo, en el procedimiento
de los ensayos de interaccidén de 5, 24 y 48 horas, se
realizé la permeabilizacidén de las células (leishmanias y
macréfagos); hasta ese momento supimos que el suero

unicanente reconocid, moléculas de la membrana y flagelo, y

wu
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no moléculas del citoplasma u organelos del parasito.

En resumen, el suero policlonal anti-Leishmania
reconoce exclusivamente moléculas del pardsito y  en
especial, moléculas de la superficie celular y flagelo de
las leishmanias.

En los ensayos de 24 horas de interaccidén, el suero
policlonal reconocié moléculas sobre el pardsito, sin
embargo la marca fluorescente, aunque difusa, se observd
también en toda la vacuola parasitéfora. Este resultado
podria sugerir al menos tres cosas:

a: Oue el suero policlonal puede estar reconociendo
moléculas de la superficie de los pardsitos endocitados por
los macroéfagos.

b: Que el suero inmune quiza reconozca moléculas que
el pardsito 1libera en 1la vacuola parasitéfora. Esta
posibilidad existe si consideramos los trabajos realizados
por Alexander y Vickerman (1975), El1-On y col. (1980), Yy
Herndndez y col. (1981), quienes observaron que las
leishmanias liberan al medio extracelular factores de
secrecién (que son moléculas que formaban parte de la
superficie celular del pardsito), Qque propablemente esten
involucrados en inhibir la accién de las enzimas lisosomales
de las vacuolas parasitéforas y per lo tanto, en dar
proteccién al pardsito para su sobrevivencia dentro de los
macrofagos; suponemos que la marca fluorescente libre en la

vacuola podria deberse a que el suero reconocié estos
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factores.

c: Que el suero puede tener reaccidn cruzada con las
enzimas lisosomales vertidas a la vacuola parasitdfora.

Aunque estas tres posibles explicaciones pueden ser
factibles, hacen falta algunos experimentos para probarlas.

En los ensayosvde 48 horas de interacciodn, el suero
policlonal continué reconociendo algunas o quiza todas las
moléculas que reconocia en los experimentos de 2, 5 y 24
horas de interaccién. La marca fluorescente se observé
dentro de las vacuolas parasitéforas, sin embargo, la marca
se localizd sobre la superficie celular de los pardsitos que
tenian aproximadamente 40 horas dentro de las vacuolas de
los macréfagos, (tiempo al cual 1los promastigetes han
comenzado a diferenciarse de promastigotes a amastigotes).
Si consideramos el trabajo realizade por Chang en 1981,
quien observd que moléculas marcadas de la superficie de los
pardsitos, con pesos moleculares aproximados de 68 y 43 KDa,
persistieron por mds de 36 horas sin que fueran degradadas
dentro de los macrdfagos infectados con los pardsitos,
entonces nuestros resultados nos sugieren, la posible
existencia de moléculas en la superficie de promastigotes
que no se modifican en las primeras horas de su
diferenciacién y que posiblémente estén protegiende al
parasito contra la accidn de las enzimas lisosomales, sin
embargo, no podemos decir, si estas moléculas cambian o no

una vez que el pardsito se ha diferenciado totalmente.



En 1981, Berman y Dwyer observaron que 1lo0s pardsitos
del género Leishmania insertan moléculas de su superficie a
la superficie membranal de los macréfagos gque los endocitan
Yy, sugirieron que ésto podria ser un mecanismoc de evasidén de
los pardsitos para sobrevivir dentro de los macrdfagos, sin
embargo, bajo nuestras condiciones en ninguna de las
preparaciones de interaccién, el suero policlonal reconocio
moléculas de la membrana de los macrdfagos infectados, por
1o que nuestros resultados contradicen esta suposicién.

Con 1la finalidad de conocer gque moléculas del
pardsito fueron reconocidas por el suero policlonal, es
decir, comenzar a caracterizarlas conociende sus pesos
moleculares, se précedid a incubar el suero policional <on
proteinas totales de promastigotes, transferidas a papel de
nitrocelulosa. Nuestros datos mostraron gque el suero
policlonal reconocié 35 proteinas del patrén total, siendo 7
las mas evidentes. Si consideramos los trabajos realizados
por Fong y Chang (1982); Colomer-Gould y col. {(1985);
Bouvier y col. (1985); Russell y Wilhelm (1986); Kweider, M
(1987) y Wright y El Amin (1989), quienes sugirieron que el
principal antigeno de la superficie celular del pardsito es
1z glicoproteina de 63 KDa y, nuestros resultados de
localizacidén de antifigenos reconocidos por el suero
policlonal anti-Leishmania, era de esperarse que la proteina
mds evidente revelada en el papel de nitrocelulosa fuera la

glicoproteina de 63 KDa, o una molécula con un peso
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molecular cercano al de la gp63, sin embargo, la proteina de
63 KDa fue reconocida, pero no fue la mds evidente. Otra
proteina que se ha reportado que es de membrana y muy
antigénica es una de 43 Kpa; en nuestro patron se reconocis
una de aproximadamente 45 KDa que forma parte del grupo de
las mds evidentes, asi es que podria tratarse de la misma
molécula. Finalmente estos resultados nos sugieren que el
policlonal es poco afin a estos antigenos principales del
pardsito, lo cual quiza se deba a que si el suero reconoce o
tiene mayor afinidad por la estructura terciaria de estas
proteinas y, como las proteinas transferidas a PNC han
perdido su estructura terciaria, entonces el suero no las
reconozca eficientemente. Esta suposicién se basa en los
resultados obtenidos por Bouvier y col. en 1985, quien
observd que la glicoproteina de 63 KDa (proteina integral de-
la membrana plasmdtica de Leishmania, puede transformarse en
una molécula hidrofflica durante su purificacién, lo cual
quiza se deba a la hidrélisis del lipido que es el punto de
anclaje de la proteina a la membrana. Con estos resultados
no se puede decir que todas las proteinas reconocidas por el
SUELO Seail edclusivas de la membrana y flagelo de los

promastigotes.



VIX. CONCLUSITONES.

1. Se obtuvo un suero policlonal especifico contra

componentes de promastigotes de Leishmania mexicana.

2. El suero policlonal reconocid unicamente
componentes de membrana plasmdtica y flagelo del pardsito,
ain cuando los promastigotes comenzaban a diferenciarse a

amastigotes.

3. El suero policlonal tuvo mayor afinidad por
proteinas con pesos moleculares de 74, 70, 68, 63, 61, 49 y

45 KbDa.
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