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RESUMEN. 

Las leishmaniasis son un problema de salud publica y 

sus agentes etiológicos son los miembros del género 

Leishmania. Un aspecto fundamental en el ciclo biológico de 

las leishmanias es su capacidad para establecer parasitismo 

intracelular en los macrófagos de los huéspedes vertebrados. 

De los eventos más sorprendentes para el establecimiento de 

este parasitismo intracelular, es su capacidad de resistir 

los procesos de degradación y su diferenciación de 

rpomastigotes a amastigotes. El cómo las leishmanias 

resisten la actividad de las enzimas hidroliticas de los 

macrófagos 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 macrófagos. 2. 

Las leishmanias poseen una cubierta protectora formada por 

proteinas y antígenos de superficie, resistentes a la acción 

de las enzimas lisosomales, que durante el proceso dG 

diferenciación se conservan o se modifican por otros más 

resistentes. Por t~l motivo ~1 nhjA~iv0 d~ ~~t~ t~~~~jo e= 

llevar a cabo el seguimiento de algunos antigcno:: del 

promastigote de Leishmania mexicana, durante su 

internalización en el macrófago, con la finalidad de obtener 

moléculas candidato resistentes a la degradr1c:i.ón de 1?nzimas 

hidroliticas. Para ello fue necesario producir anticuerpos 
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policlonales cenera promastigotes de L. mexicana, los que se 

utilizaron para realizar el seguimiento de antígenos del 

promastigote durante la interacción e internalización 

Leishmania-macrófago, in vitro. Pudimos observar que el 

suero reconoció únicamente moléculas de la superficie 

celular y flagelo del parásito y no cruzo con proteínas del 

macrófago, además estas moléculas persistieron hasta 48 

horas la actividad de degradación de los macrófagos. El 

suero policlonal reconoció 35 proteínas del patrón total de 

promastigotes, por lo que seria de interes estudiar tales 

proteínas como posibles candidatos de resistencia a la 

hidrólisis. 
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I . IN'I'R.ODUC:::C:::ION. 

1. GENERALIDADES DE LEISHHANIA. 

La gran mayoria de las especies de protozoarios de 

la Familia Trypanosomatidae son organismos patógenos 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 géneros tienen especies 

patógenas para el hombre y para otros mamiferos .. Entre las 

enfermedades que provocan podemos mencionar la enfermedad 

.del sueño, la enfermedad de Chagas y las leishmaniasis 

(Chang, 1983; Hutt y col., 1973 Brown y Neva, 1983). 

siendo estas últimas las de nuestro interés. 

Los miembros del género Leishmani ;¡ F>on 1 o~ ;=u1Pn1:~s 

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 pública en todos los 

continentes excepto en Australia (Zuckerman y Lainson, 



1977) • Actualmente se desconoce la incidencia anual exacta 

de las leishmaniasis en el mundo, sin embargo, las cifras 

estimadas varían de 400,000 (Chance, 1981) a 12 millones de 

casos (Walsh y Warren en Chang y col., 1985). 

La distribución geográfica de las leishmanias 

codistribuye con aquella de los insectos hematófagos 

responsables de la transmisión 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 Hastigophora, Clase 

Zoomastigophorea, Orden Kinetoplastida, suborden 

Trypanosomatina y Familia Trypanosomatidae ( Levine y col. , 

1980). 

Las leishmanias son protozoarios dimórficos, es 

decir, presentan en su ciclo biológico dos formas distintas, 

el promastigote y el amastigote. El 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 móviles con forma 

de huso ~uya longitud ~rc:~dic es ~º 15-20 µm y un ancho de 

1. 5-3 .5 µm. Poseen un flilgelo único anterior cerca del 

cinetoplasto, cuya longitud aproKimada es de 15-28 µm 

(Chang, 1983; Olsen, 1974; Hanson-Bahr y Apted, 1982; Person 

y col., 1933), Lámina lA. 

El amastigote crece y se multiplica en el huésped, 
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principalmente dentro de los macrófagos (Olsen, 1974). Los 

amastigotes son células pequeñas, redondas u ovaladas de 2-4 

µm de diámetro. Poseen un flagelo no funcional, el cual está 

confinado en el reservorio flagelar de la célula ( Chang, 

l98J), Lámina lB. 

En base a estudios ultraestructurales de Leishmania 

se ha observado que poseen una variedad de organelos 

celulares, muchos de los cuales están presentes tanto en 

promastigotes como amastigotes. En el . citoplasma se 

encuentra el núcleo relativamente grande y excéntrico en 

cuyo interior se localiza el nucléolo. El cinetoplasto con 

forma de varilla, es una sección de la mitocondria y está 

rodeado por una doble membrana. Dentro de este organelo hay 

DNA superenrrollado que forma una red de microcirculos y 

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 endoplásmico liso y rugoso. Tanto 

p:o::~~t!-;ot!?~ C'='~'::' em~st'i 'J'OtP.!=; poseen cuerpo basal, lámina 

basal y axonema (el que emerge cerca del cinetoplasto y se 

extiende hacia el extremo anterior). El axonema se encuentra 

más desarrollado en promastigotes (Chang y col., 1985; 

Manson-B~hr y Apted, 1982). 



LAMINA l. 

FOTOMICROGRAFIA DE PROMASTIGOTES (A y C) Y 
AMASTIGOTES (B y D) DEL GENERO Leishmania. 
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (A y B) Y 
MICROSCOPIA ELECTRONICA. DE TRANSMISION (C y D). 
TOMADA DE CHANG Y COL., 1985. 
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Por estudios de microscopia electrónica de 

transmisión, se ha observado que las leishmanias están 

rodeadas por una membrana plasmática, debajo de la cual se 

localiza una hilera de 130-200 microtúbulos que componen un 

sistema micro tubular submembranal que da forma y 

fleKibilidad al parásito. El flagelo (que surge del cuerpo 

basal) está constituido por 9 pares de microtúbulos 

perifericos y 2 pares centrales (Olsen, 1974; Manson-Bahr y 

Apted, 1982; Wyler y Marsden, 1984). La mitocondria (que es 

sólo una) se ramifica en muchas secciones formando una 

estructura alargada que se localiza justo por debajo del 

sistema microtubular 

(Zuckerman y Lainson, 1977; Olsen, 1974; Wyler y Marsden, 

1984). Lámina 2. 

No se ha encontrado una fase sexual en los 

organismos del género Leishmania, por tal motivo no pueden 

hacerse distinciones entre machos y hembras (Chang y col., 

1985). 

Tanto promastigotes como amastigotes se reproducen 

por fisión binaria longitudinal que se inicia en el 

cinetoplasto que se elonga y divide; en seguida el núcleo se 

elonga y divide mitóticamente. Despuén de que el 

cinetoplasto se ha dividido surge un nuevo aKonema del 

cuerpo basal hijo. Finalrncnte el citoplasma se divide dando 

como resultado la formación de dos células (Chang y col., 

1985; Manson-Bahr y Apted, 1982). 
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LAMINA 2-

ESQUEMA DE LAS ESTRUCTURAS SUBCELULARES DE 
Leishmania. TOMADO DE CHANG Y COL. 1985. AG= 
APARATO DE GOLGI: AX= AXONEMA: C= CINETOPL.>.STO: 
CB= CUERPO BASAL; CMV= CUERPOS MULTIVESICULARES: 
CP= CUERPO PARAXIAL O PARAFLAGELAR; O= 
DESMOSOJ.!AS; GL= GOTAS LIPIDICAS; GLI= GLICOSOMAS: 
L= LISOSOMAS; M= MITOCONDRIA; MSM= MICROTUBULOS 
SUBMEMBRANALES; N= NUCLEO; NU= NUCLEOLO; PBl= 
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 biológico de Leishmania involucra una 

existencia alternada dentro de un vertebrado Y un insecto. 

Los huéspedes vertebrados además del hombre son perros 

domésticos, roedores (de los bosques o desiertos l , 

perezosos, zorros y otros. Los huéspedes transmisores son 

los moscos jejenes hembras que pertenecen a la Clase 

Insecta, Orden Diptera, Familia Psychodidae, subfamilia 

Phlebotominae, Género Lutzomya. 

cuando el jejen hembra se alimenta con sangre de un 

huésped infectado, los amastigotes que se encuentran dentro 

y fuera de los macrófagos son ingeridos (junto con la 

sangre), pasan al intestino medio en donde se transforman en 

promastigotes y proliferan por !isión binaria lo~gitudinal. 

Po::>teriormente, los promastigotes migran hacia la porción 

anterior del intestino en cuyo epitelio se adhieren con 

ayuda de su flagelo. Esta porción del intestino puede ser 

obstruida por una gran cantidad de flagelados, los cuales se 

mueven hacia la región anterior del tracto digestivo y 

contaminan la región faríngea y la cavidéiU Lucal, d:::: t.el 

manera que cuando el insecto se alimenta nut:vamantc, su 

saliva junto con los parásitos son inyectados en la piel del 

vertebrado. En la región de la dermis los promastigotes son 

reconocidos como cuerpos extraños y son ¿ndccit.::tdc!: por los 



macrófagos, dentro de los cuales se diferencian a 

amastigotes y comienzan un proceso de multiplicación. cuando 

un macrófago está altamente parasitado se lisa, los 

amastigotes se liberan y posteriormente son endocitados por 

otros macrófagos. 

alimente de la 

Cuando otro mosco hembra no infectado se 

sangre del huésped vertebrado con 

leishmaniasis se infectará y se repetirá el ciclo biológico 

del parásito (Hutt y col., 1973; Brown y Neva, 1983; Olsen, 

1974; Manson-Bahr y Apted, 1982). Lámina 3. 

3. TrPOS DR r.RTSJTl<AlH1'SIS. 

Leishmaniasis es el nombre común que se da a las 

enfermedades crónicas causadas por algún miembro del género 

Leishmania. Al menos cuatro especies de Leishmania son las 

que infectan al hombre: Leishmania donovani, Leishmania 

tropica, Leishmania braziliensis y Leishmania mexicana 

(Brown y Neva, 1983), 

3.1. Leishmaniasis visceral. 

Leishmania donovani es el agente etiológico de la 

leishmaniasis visceral, también conocida como Kala-azar. En 

la leishmaniasis visceral los parásitos que son.fagocitados 
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LAM::r:NA 3. 

CICLO BIOLOGICO DE Leishmania. A: CUANDO UN MOSCO 
JEJE!l 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 MOSCO, 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 AJ.!ASTIGOTES Y SE 
REPRODUCIRAN POR FISION BINARIA. H: CUANDO LOS 
MACROFAGOS ESTEN ALTAMENTE PARASITADOS, SE 
LISARAN Y SE LIBERARAN LOS AMASTIGOTES. I: LOS 
AMASTIGOTES SERAN ENDOCITADOS POR OTROS 
MACROFAGOS. CUANDO OTRO HOSCO SE ALIMENTE DE ESTE 
HUESPED INFECTADO, SE REPETIRA EL CICLO. 
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se encuentran en mayor nlimero dentro de los macrófagos del 

bazo, higado, nódulos linfáticos y mucosa intestinal. Los 

individuos que adquieren esta enfermedad y que no reciben 

tratamiento, generalmente mueren debido a la producción de 

anemia severa o hemorragias gastrointestinales (Wyler y 

Harsden, 1984). 

3.2. Leishmaniasis cutánea. 

10 

La leishmaniasis cutánea también conocida como 

úlcera oriental es provocada por Leishmania tropica. como su 

nombre lo die~, ~Q infección está limitada al tejido cutáneo 

y ocasionalmente, en el caso de la cara, a las membranas 

mucosas. Esta enfermedad se caracteriza por formar lesiones 

ulceradas, que· se pueden infectar secundariamente co~ 

bacterias. Las lesiones que no se infectan pueden sanar en 

un periódo de 2 a 10 meses dejando cicatrices no pigmentadas 

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

J.3 Leishmaniasis muco-cutánea. 

La laishrnaniasis muco-cutánea, también conocida como 

leishmaniasis américana, espundia, uta o úlcera del 

chiclero, es producida por Leishmania mexicana y Leishmanía 

bra;:ilic~is. 

Leishmania mexicana está principalmente distribuida 



en el sureste de México, Belice y Guatemala. La infección 

está confinada a la piel de la cara, brazos y piernas o 

puede ocurrir metástasis de la infección a las membranas 

mucosas. Durante el desarrollo de la infección se forman 

lesiones ulceradas que pueden llegar a provocar mutilación 

en el paciente (Wyler y Marsden, 1984) . 

. La enfermedad causada por Leishmania braziliensis 

comienza con lesiones en la piel. La infección puede tener 

metástasis a la mucosa oronasofaringea, probablemente por 

medio del torrente sanguíneo, de tal manera que la pared 

cartilaginosa del septo es destruida y sí la destrucción 

progresa se desarrollan deformaciones faciales con pérdida 

total de la nariz y el labio superior, incluyendo también 

los párpados inferiores, (Brown y Neva, l98j; Wyler y 

Marsden, 1984) • 



I I - ANTECEDENTES -· 

un aspecto fundamental en el ciclo biológico de los 

organismos del género Leishmania es su capacidad para 

establecer parasitismo intracel.ular obligado en los 

macrófagos de los huéspedes vertebrados Chang ( l.983) 

reconoce cuatro eventos secuenciales para el establecimiento 

de este parasitismo intracelular y son: 

l..- Rec~nocimiento e interacción entre macrófago y 

parásito. 

2.- Endocitosis del parásito por el macrófago. 

3.- Sobrevlvencia y diferenciación intracelular del 

parásito. 

4.- Proliferación intracelular del parásito. 

1.- RECONOCIMIENTO E INTERACCION ENTRE HACROFAGO Y PARASITO. 

Se han propueto, al mencsr tres mecani~mry~ 1istintc~ 

de reconocimiento e interacción Leishmania-macrófago y son: 

a) Via moléculas opsonizantes y receptores C3b. 

b) Via fibronectina. 

c) Via glicoconjugados y receptores tipo lectinRs, 

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

l.2 



Edelson ( 1984) · propusieron que el reconocimiento e 

interacción de las leishmanias con los macróf agos se realiza 

mediante los receptores C3b de macrófagos (estos receptores 

son especif icos para uno de los dos productos de la ruptura 

de la molécula C3 de la casacada del complemento). Estos 

investigadores observaron que los promastigotcs pueden fijar 

moléculas opsonizantes sobre su superficie (por ejemplo 

anticuerpos y moléculas del complemento), facilitando de 

esta manera su unión a los receptores C3b de los macrófagos. 

Wyler y col. (1985) sugirieron la posible 

participación de la fibrcnc=tina (glicoprotAínn de 220 kOa) 

en la adherencia de promastigotes a monocitos humanos. 

Por otro lado, estudios realizados por Chang (1981, 

1983), Zenian (1981) y Bray (1983) sugirieron que la unión 

macrófago-Leishmania es una interacción mediada por 

glicoconjugados de la superficie del . parásito 

( glicoproteinas o glicolipidos con residuos terminales de 

manosa, fucosa, galactosa, glucosa, N-acetil-glucosamina o 

ácido siálico) y receptores del tipo de lactinas en la 

superficie de los macrófagos. 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 

debido a 

en las interacciones leishmanias-macrófagos, 

que observaron que la presencia de este 

glicoconjugado inhibe la unión de los promastigotes a los 
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macrófagos hasta en un 50%. 

Wilson y Pearson (1986) propusieron que el receptor 

tipo fucosa-manosa (RFM) de macrófagos juega un papel 

importante en el reconocimiento e interacción de las 

leishmanias. 

2.- ENDOCITOSIS DEL PARASITO POR EL KACROPAGO. 

se ha observado que el fenómeno de internalización 

de los parásitos por los macrófagos depende del buen 

funcionamiento raetaból1co U.e lo::> macrúíagos. 

Alexander (1975) mostró la participación del 

citoesqueleto (microfilamentos) en la internalización de los 

parásitos. Este autor observó que durante la interacción de 

leishmanias y macrófagos en presencia de citocalasina B los 

parásitos no eran endocitados. Además, observó que el efecto 

de la Ci tocalasina B era reversible, debido a que cuando 

puso a interaccionar macrófagos (previamente incubados en 

presencia de la droga) , con parásitos en medio sin 

citocalasina B, las leishmanias eran fagocitadas. 

Por otra parte, Blackwell y Alexander (198J), 

sugirieron que la internalización de las leishmanias se 

inicia con la interacción secuencial entre los receptores 

del macrófago y los ligandos del parásito; además de que 

requiere de la participación de la actina y miosina asi como 
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de la energía génerada por el fagocito. 

3.- SOBREVIVENCIA Y DIFEREHCIACION INTRACELULAR 
DEL PARASITO. 

Los eventos más sorprendentes durante 

establecimiento del parasitismo intracelular de 

el 

las 

leishmanias son su sobrevivencia y diferenciación dentro de 

los macrófagos (Chang, 1983). 

3.1. Sobrevivencia. 

Actualme.nte no se sabe con exactitud cómo las 

leishmanias resisten la actividad de las enzimas 

hidrolíticas de los macrófagos, sin embargo, se han 

propuesto dos hipótesis para explicar el ~enómeno de 

sobrevivencia y son: 

3.1.A: CUbierta protectora (Chang y Dwyer, 1976), 

Esta hipótesis propone que las leishmanias poseen en su 

superficie moléculas resistentes a la acción de las enzimas 

lisosomales. La hipótesis ha sido apoyada por investigadores 

que han estudiado proteínas y antígenos de la superficie 

membrana! del parásito. Chang, K-P. (1980) y Nogueira y col. 

(1981) al estudiar la interacción de promastigotes con 

macrófagos, observaron que moléculas de la superficie del 
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parásito persistieron por más de 36 horas sin que fueran 

degradadas. Estas moléculas fueron identificadas como 

glicoproteínas de superficie de 68 000 y 43 000 daltones. 

Por otra parte, Handman y col. (1981, 1982), Kahl y 

MacMahon-Pratt ( 1987) observaron que proteínas de la 

superficie de promastigotes y amastigotes fueron resistentes 

a la degradación por la proteasa estafilococal V-8, papaina 

o quimotripsina así como al tratamiento a 37°C, siendo aún 

más resistentes las moléculas de amastigotes. Este hecho 

sugiere que dichas proteínas pueden conferir al parásito 

resistencia a la acción de las enzimas lisosomales. 

3.1.B: Factores inhibitorios. Esta hipótesis su~iere 

que las leishmanias liberan factores que participan en la 

biología y sobrevivencia del parásito actuando como 

inhibidores de las enzimas lisosomales (Alexande7 y 

Vickerman, 1975: El-On y col., 1!180) o bien, como 

inhibidores metabólicos de los macrófagos, es decir, se ha 

sugerido que estos factores son probablamente los 

responsables de cambios metabólicos de macrófagos infectados 

con Leishmania (Handman y Greenblatt, 1977; Kutish y Janovy, 

1981: Rodríguez y col., 1983). Estos dos hechos se basan en 

los siguientes antecedentes. 



a: Inhibidores lisosomales. 

En 1977 Lewis y Peters observaron que la actividad 

de la fosfatasa ácida de macrófagos infectados con 

Leishmania era inhibida, por lo que sugirieron que algún 

componente liberado por los parásitos 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 parásitos). El-On y col. (1980) observaron 

que el factor secretado y parcialmente purificado de 

Leishmania inhibió, aproximadamente en un 72% la actividad 

hidrolitica de la B-galactosidasa de macrófagos. 

Schnur y col. (1972), Oecker-Jackson y Honigberg 

(1978), Slutzky y Greenblatt (1979) encontraron un compuesto 

dentro de macrófagos 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 secreción. 

b: Inhibidores metabólicos. 

Slutzky y Greenblatt (1979) observaron que la 

síntesis de proteínas de macrotagos ertt ttí~c~aüa cuando 

estas células estaban infectadas con leishmanias, por lo que 

sugirieron que los parásitos (al igual que otros parásitos) 

afectan la maquinaria de síntesis de proteínas de la célula 

huésped. Por otra parte, Kutish y Jlinovy (1961) describieron 

que la actividad digestiva de macrófagos infectados con 
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Leishmania disminyó en un 50% durante una segunda 

interacción con el parásito, en comparación con la actividad 

de macrófagos no infectados. Posteriormente, Rodríguez y 

col. ( 1983) observaron que la actividad endocítica y la 

capacidad digestiva de macrófagos tratados con el factor de 

secreción, purificado del medio de cultivo de Leishmania, 

también disminuyó hasta en un 50%. En base a estos 

resultados, estos investigadores sugirieron que la capacidad 

digestiva de los macrófagos era afectada por un proceso 

activo de moléculas liberadas por los amastigotes, 

inhibiendo funciones específicas del macrófago. 

Po= et~~ pü4to, ne¡:-¡¡¡ün y Dwy~r (19Slj demostraron la 

presencia de antígenos del parásito en la membrana 

plasmática de macrófagos infectados y sugirieron que quizá 

algún (os) antígeno (s) del amastigote sea(n) procesado (s~ 

por el fagolisosoma después liberado y readsorbido, sin 

embargo, aún no es claro cual es la función del antígeno en 

la membrana del macrófago, pero se cree podría ser un 

mecanismo de sobrevivencia del parásito. 

Se ha sugerido que el microambiente intracelular y 

la temperatura corporal del huésped mamífero pueden ser de 

importancia en la rliferenciación de proruhstigotes et 

amastigotes ( Lamy y col., 1967; Frothingham y Lehtirnaki, 
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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 morfológicos de algunas especies de Leishmania, sin 

embargo, es necesario realizar más investigaciones con el 

fin de dilucidar el control de los mecanismos para la 

diferenciación intracelular de leishmanias. 

Fong y Chang (1981, 1982); Chang y Fong (1982) 

estudiaron los cambios moleculares y antigénicos que 

acompañan la diferenciación intracelular de Leishmania en 

sistemas in vitro. Estos autores observaron que uno de los 

cambios moleculares durante el proceso de diferenciación 

19 

intracelular de Leishmania es 

proteína de aproximadamente 

molecular que decrece en 

la biosíntesis de tubulina, 

55 ooo daltones de peso 

intensidad durante la-

diferenciación de los parásitos, y proteínas 9uyos pesos 

moleculares están entre 24 y 68 KDa. Además, encontraron que 

la diferenciación intracelular ocurre a 35"c y que se lleva 

a cabo aproximadamente en una semana. 

Por otra parte, Handman y HÓcking en 1982 observaron 

que el bloqueo de los antígenos de la superficie celular de 

promastigotes inhibió la diferenciación intracelular de los 

parásitos. 

En l9BG Williams y col. identificaron un antígeno 

principal de la superficie membranal de promastigotes de 

Leishmania, que se conserva durante la diferenciación 



intracelular de ·1os parásitos. Estos autores observaron que 

este antigeno es resistente a la degradación lisosomal y 

después de 6 horas post-infección in vitro, se expresa en la 

superficie de macrófagos infectados, sin embargo, se 

desconoce cuaL es la función del antígeno en la superficie 

del macrófago. 

4.- PROLIFERACION IN'rRACELULAR.DEL PARASITO. 

La proliferación de las leishmanias dentro de los 

macrófagos es el til timo evento en el establecimiento del 

parasitismo intracelular. De este evento no se sabe mucho, 

debido a que el cultivo continuo de amastigotes en sistemas 

in vitro no ha podido ser posible (Chang K-P., 1980; Handman 

y Spira, 1977) Se sabe muy poco de las condiciones 

fisicas y nutritivas necesarias para la proliferación de los 

amastigotes, excepto que requieren de la temperatura de la 

dermis de sus huéspedes mamíferos, 34-35°c (Chang, 1983). 
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:c:c:c - PLANTEAM:CENTO DEL 
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), El-On y col. (1980), Russell y 

Wilhelm (1986), entre otros, se han propuesto algunas 

hipótesis que tratan de explicar cómo se llevan a cabo cada 

uno de estos eventos, sin embargo, aún hacen falta más 

investigaciones que permitan tener un conocimiento amplio de 

cada uno de ellos. 

Los eventos más sorprendentes durante el 

establecimiento del parasitismo son la sobrevivencia y 

diferenciación de las leishmanias dentro del s~stema 

vacuolar de los macrófagos, fagosoma-lisosoma. Los 

mecanismos precisos mediante los cuales estos parásitos 

evaden los factores microbicidas del fagolisosoma no han 

sido aclarados, pero se ha sugerido que antigenos de la 

superficie celul ñr rl~ la lei::h::~:ni::: j. facLvL·~::; secret:.ados 

por el parásito juegan un papel importante. 

Tomando en consideración lo anteriormente descrito 

nos propusimos llevar a cabo el siguiente estudio: 
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SEGUIMIE.NTO DE ALGUNOS ANTIGENOS DEL PROMASTIGOTE DE 

Leishmania mexicana DURANTE SU INTERNALIZACION EN EL 

MACROFAGO. 

Para abordar este problema nos propusimos como 

objetivos particulares: 

l. Localizar los antigenos reconocidos por el suero 

policlonal anti-Leishmania en promastigotes crecidos en 

cultivos in vitro y en proteinas totales de 

promastiqotes, transferidas a papel de nitocelulosa. 

2. Seguir los antigenos reconocidos por el suero 

policlonal anti-Leishmania en los promastigotes durante 

su internalización a macrófagos en cultivos in vitro. 
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III- MATERIAL Y METODOS-

Para cumplir con los objetivos propuestos en éste 

trabajo fue necesario: 

Mantener, en cultivos axénicos e in vitro, una cepa 

de promastigotes de Leishmania mexicana. 

Mantener la infectividad del parásito infectando 

animales de laboratorio. 

Producir anticuerpos policlonales contra 

promastigotes de Leishmania mexicana. 

Obtener el patrón total de prote1nas de 

promastigotes de L0ishmania mexicana. 

1. CULTIVO DE PROMASTIGOTES DE Leishmania mex~cana. 

Los parásitos utilizados en este trabajo fueron de 

la especie Leishmania mexicana, los cuales fueron aislados 

de un paciente que presentó leishmaniasis cutánea difusa. 

Las metodolog1as empleada para el cultivo de los parásitos y 

para mantener infectivos a los parásitos fueron establecidas 

en el laboratorio del Dr. Carlos Argüello, del CINVESTAV., 

Departamento de Patologia Experimental. 

Los promastigotes se mantuvieron en medio mínimo 

esencial, MEM (Gibco Laboratories, U.S.A.), Na 2HP04 (6 mH), 
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KH2P04 (1 rnM), pH 7.5, penicilina (100 U/ml), estreptomicina 

( 50 µg/ml) , suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(Gibco Laboratories, U.S.A.). 

Los promastigotes ( lx106) fueron resembrados cada 

ocho di as (fase estacionaria) en 10 ml de medio minimo 

esencial (MEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino en 

botellas de cultivo de 25 cm2 (Falcon) y se incubaron a 25 

'c. 

Para mantener infectivos a los parásitos, 5xlo5 

promastigotes fueron inoculados en las extremidades 

posteriores de hamsteres dorados de dos meses de edad. 

Después de dos m~r;~¡:::; Jo¡::; hnrnsteras rn01nifcstaron la 

enfermedad (leishmaniasis) en el área donde fueron 

inoculados los parásitos. 

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

La metodologia empleada para la purificación de 

amastigotes fue la propuesta por Hart y col., 1981. 

r.os hamsteres dorados infectados con L. mexicana 

fueron sacrificados por sobredosis de éter. Las extremidades 

posteriores :e limpiaron con alcohol al 70%, se amputaron y 

se lavaron con abundante PBS estéril (O .14511, pH7. 4). Las 

extremidades se colocaron en una caja de Petri ·estéril con 

medio de cultivo (MEM) y se descarnaron con ayuda de 
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tijeras. El te]ido se cortó en pedazos pequeños y 

posteriormente se homogenizó durante 1 min., con un 

homogenizador mecánico, de velocidad constante (1725 rpm). 

El homogenado se centrifugó a 35 x g durante 5 minutos a 

temperatura ambiente y se recuperó el sobrenadante, el que 

se centrifugó a 1300 x g durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. La pastilla se resuspendió en 2 ml de Tris-NH4cl 

(0.017 M, 0.144 M respectivamente) pH 7.2 y se incubó a 37 

"e, 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 suspensión se pasó a través de una pipeta 

Pasteur con punta de diámetro reducido. Las células se 

centrifugaron a 1300 x g por 15 minutos y la pastilla se 

resuspendió en 4 ml de Percoll al 45% (Sigma). Se preparó un 

gradiente de Percoll discontinuo en tubos de pol.icarbonato 

estériles de 15 ml (Nalgene), de la siguiente manera: 

primero se agregaron 1. 5 ml de Percoll a.l 70%, en séguida 

4. O ml de Percoll al 45% con las células resuspendidas y 

finalmente 4.5 ml de Percoll al 25%. El gradiente se 

ccnt::-i!':.:gó 

centrifuga Bacl<man Accu spin FR. Una vez centrifugado el 

gradiente se recolectó la interfase entre el gradiente de 

45% y 25% (donde se encontraban los amastigotes) y se lavó 

con 45 rnl de PBS, pH 7,4, Los amafitigotes se resuspendieron 

en 2 ml de medio mínimo esencial (MEM) suplementado con 10% 
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de suero fetal bovino y se sembraron en botellas de cultivo 

de 25 cm2 (Falcan), 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. 

J. INTERACCION E:ll'l'RE HACROFAGOS PERITOHEALES DE RATON BALB/C 
Y PROHASTIGOTES DE L. mexicana. 

3.1 Obtención de macrófagos peritoneales de ratón Balb/c. 

Las metodologías empleada para la obtención de 

macrófagos e interacción con los parásitos se establecieron 

en el laboratorio del Dr. c. Argüello. 

Se utilizaron ratones Balb/c de dos meses de edad. 

Los ratones se sacrificaron por dislocación cer.vical. La 

piel del abdomen se limpio con alcohol y se retiró para 

dejar al descubierto el peritoneo. En la cavidad peritoneal 

del ratón se inyectaron 5 ml de medio mínimo esencial (MEM) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino a JS 'c. Pasados 

~p:-o::i::::::d:::~~nte 1 '!"i rmtoR se extraio el medio de cultivo 

junto con los macrófagos, se cuantificó el número de 

macrófagos y se sembraron 2x106 macrófagos en cajas de Petri 

estériles de J cm de diámetro, las cuales contenían 

cubreobjetos perfectamente limpios y estériles. Las cajas se 

incubaron durante toda la noche a J7 ·e en cámaras húmedas 
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para que los macrófagos se adhieran a los cubreobjetos. Los 

cultivos se lavaron tres veces con medio MEM estéril a 35 ·e 

para eliminar macrófagos que no se adhirieron. 

3.2. Interacción macrófagos-promastigotes de L. mexicana. 

A cultivos de macrófagos peritoneales de ratón 

Balb/c se les adicionaron promastigotes (cosechados de 

cultivos en fase estacionaria) previamente lavados con MEM 

fresco, en una relación 1:5 respectivamente. Los cultivos en 

lnterü.cción ::e dejaron duro.nte 1 hora a 28 ·e y después se 

incubaron a 36 ·e durante 2 1 5, 24 y 48 horas. Los cultivos 

de 24 y 48 horas de interacción se lavaron con medio de 

cultivo fresco a 36 ·e, después de haber transcurrido 6 y 24 

horas de interacción y nuevamente se agregó medio fre;sco. 

Los cultivos de 2 y 5 horas de interacción se fijaron para 

su uso posterior. 

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

La metodología empleada para la obtención de suero 

preinmune, producción de anticuerpos policlonales anti-

Leishmania y obtención de suero inmune fue asesorada por el 

Dr. Leopoldo Santos de la Escuela de Ciencias Biológicas del 
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IPN., Departamento de Inmunología. 

4.1. Obtención de suero preinmune de conejo. 

Antes de comenzar a inocular al conejo con 

promastigotes de L. mexicana, se obtuvo suero del mismo 

(suero preinmune), el cual se utilizó corno suero control en 

todos los experimentos. 

Con una jeringa de 20 rnl y aguja gruesa se obtuvo 

::;41ng::-c de 1:: .. ~ene. central rlA la oreja del conejo. La sangre 

se vació a un tubo estéril (previamente frío) y se incubó a 

37 ·e durante 30 minutos. Pasados los 30 minutos, el coágulo 

formado se pico en repetidas ocasiones con una varilla y se 

incubó por l hr a 4 ·c. Posteriormente, se centr
0

ifugó a 300 

x g durante 10 minutos. El sobrenadante (Suero preinmune) se 

colectó y se dosificó en tubos Eppendorf estériles. El suero 

se almacenó a -70 ·e hasta su uso • .>.ntes de utilizar el 

suero se inactivó a 56 ·e durante 120 minutos. 

4.2. Producción de anticuerpos policlonales anti-Leish.mania. 

Cien millones de promastigotes se cosecharon en fase 

estacionaria y se lavaron con PBS estéril (0.145 MJ pH 7.4 

mediante centrifugación a 850 g, durante 10 minutos ·a 
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temperatura ambi"ente, La pastilla se resuspendió en l ml de 

PBS estéril y las células se lisaron mediante siete ciclos 

de congelación-descongelación. El lisado se emulsificó en 1 

ml de adjuvante completo de Freund (Dibco Laboratories, 

U.S.A.) y se inoculó subcutáneamente en el dorso del conejo. 

Después de quince di as de la primera inoculación, lx10B 

parásitos lavados, resuspendidos en 1 ml de PBS estéril, 

lisados por congelación-descongelación y emulsificados en 1 

ml de adjuvante incompleto de Freund ( Difco Laboratories, 

u.s.A.) se inocularon subcutáneamente al conejo. Quince dias 

después' por tercera ocasión se inocularón por via 

subcutánea lxlos promastigotes lavados, resuspendidos en PBS 

e::;t:C:ril (1 :::l) lis ad os medi~nte cong~lrt.c~.ón-

descongelación. Después de 15 dias se realizaron 16 

inoculaciones por via intravenosa (en la oreja del conejo), 

con 100 millones de parásitos lavados y resuspendidos en. 0.1 

ml de PBS estéril y Timerosal 0.01%, dichas inoculaciones se 

realizaron cada tercer dia. Después de 12 dias de la última 

inoculación se obtuvo el suero inmune (de la misma manera 

como se obtuvo el suero preinmune) y se almacenó a -70 ·c. 

Antes de utilizar el suero inmune, se inactivó a 56 ·e 

durante 120 minutos. 
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4.J. Titulación del suero policlonal anti-Leishmania por la 
técnica de ELISA. 

La metodología 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 Patología Experimental. 

Noventa y seis pozos de una placa de microtitulación 

.se recubrieron con 200 ¡.¡l de una solución de antígeno de 

promastigotes lisados de L. mexicana ( 20 ¡.¡g/ml de proteína 

) en amortiguador de carbonato de sódio 10 mM, pH 9.6 y se 

incubó toda la noche a 4 "c. El sobrenadante se eliminó y 

lo.!-3 pozos .!'3~ ldVa.ron tres v.ac.:s con FDS-T'...:can o.es~, d~=:::.ntc 

3 minutos cada vez. Los pozos se bloquearon con leche 

descremada al 5% en PBS-Tween o.05%, por 30 minutos a J7 "c. 

El sobrenadante·se eliminó y los pozos se lavaron con PBS­

Tween 0.05%. En seguida se agregaron 100 µl. de suero 

policlonal anti-Leishmania a diferentes di luciones ( 1/25, 

1/50, 1/100, 1/200, 1/500 y 1/1000, una dilución por pozo y 

por duplicado) y se dejaron incubando toda la noche a 4 "c. 

El sobrenadante se eliminó y los pozos se lavaron con PBS­

Tween 0.05%. Posteriormente a cada pozo se le agregaron 100 

µl 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 si, se dejó 

incubando a 37 "e por 90 minutos. Después de la incubación, 

el sobrenadante se eliminó, los pozos se lavaron con PBS-
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Tween 0.05% y eh seguida se añadieron a cada pozo, 200 µl 

del sustrato recién preparado, ortofenildiamina 0.04% y H2o2 

0.01% disueltos en amortiguador de fosfatos 50 mM y citrato 

25 mM pH 5.0, se incubó por JO minutos a J7 ·c en oscuridad. 

Posteriormente se agregaron 50 µl de H2so4 2. 5 M por pozo 

para detener la reacción y se leyeron las absorbancias a una 

longitud de onda.de 492 nm en un lector de ELISA (Minircader 

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 

estableció en el laboratorio del Dr. c. Argüello. 

Promastigotes de L. mexicana fueron cosechados de 

cultivos en fase estacionaria mediante centrifugación a 850 

g por 10 minutos. Las células se lavaron con PBS frie y se 

fijaron durante JO minutos con formaldehido al J%. Los 

parásitos se lavaron con PBS frío, se trataron durante JO 

(para bloquear los grupos aldehído), SE; lavaron con tlaCl 

0.145 M pH 7.o y finalmente con suero bovino al 1% en NaCl 

O .145 M pH 7. O. Los promastigotes se incubaron durante 20 

minutos a temperatura ambiente con ~uPro d'? conejo anti-
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Leishmania (dilución 1/100 en NaCl 0.145 M). Las células se 

lavaron con NaCl 0.145 M y se incubaron con Anti-IgG de 

conejo conjugado con fluoresceina ( FITC, de Polysciences, 

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 resuspendieron en 25 µl de Glicerol al 66% en PBS. 

La preparación se montó y se observó al microscópio de 

fluorescencia (Microstar, Vertical Fluorescence, American 

optical, u.s.A.). 

Not&l: Los. ensayoi:; control ¡:;e hici~ron ex:actame!it-2 

igual, excepto que como primer anticuerpo se utilizó suero 

preinmune de conejo, (diluido 1/100 en NaCl 0.145 M pH 7_.0J. 

5.1 Reconocimiento de antígenos de promastiqotes de L. 
J110Xicana, durante su interacción con macrófagos peritoneales 

de ratón Balb/c. · 

Los tiempos de interacción que se utilizarón fueron 

2, 5, 24 y 48 horas. 

Concluidos los tiempos de interacción, los cultivnR 

se lavaron con PBS a 36•c y se incubaron con suero normal de 

ratón 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 bloquearon con cloruro de 

amonio O. 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, dilución 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 l/50 en 

PBS. Las células se lavaron con PBS, las preparaciones se 

montaron con glicerol al 66% en PBS y se observaron al 

microscópio de fluorescencia. 

Las células que interaccionarán 5, 24 y 48 horas se 

fij.::=-cn ccn en PES 

permeabilizarón con acetona fria durante J minutos. 

Posteriormente los cultivos se bloquearon con cloruro de 

amonio 0.005 M durante JO minutos y se siguió la misma 

metodologia anteriormente mencionada. 

El control negativo se hizo para cada tiempo de 

interacción, sólo que como primer anticuerpo se utilizó 

suero preinmune de conejo diluido l/100 en PBS y se siguió 

la metodologia anteriormente mencionada. 

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

Cien millones de promastigotes de cultivos en fase 

estacionaria fueron cosechados por centrifugación a 850 K g 

por 10 minutos. Las células se lavaron con PBS frío y la 
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pastilla se resuspendió en 10 µl de p-hidroximercuribenzoato 

100 mM (SIGMA). Las células se lisaron mediante siete ciclos 

de congelación-descongelación. Al extracto obtenido se le 

agregaron 40 µl de amortiguador de muestra, que contenía 

Trizma-base 0.27 M pH 6.7, EDTA 0.2 M pH 8.0, SOS 2%, 

Glicerol 10% y B-mercaptoetanol 5%. La muestra se hirvió por 

5 minutos, se centrifugó por 1 minuto a 16000 x g 

(Microcentrifuge Eppendorf, modelo 5415) a 4 ·e y al 

sobrenadante se le determinó la concentración de proteínas. 

6.1 cuantificación de prote!nas. 

La técnica empleada para la cuantificación· de 

proteínas fue la descrita por Ausubel y col. (1985), que es 

una técnica modoficada a partir de Lowry (1951). 

A 2 µl de muestra de prote!nas se le agregaron· 198 

µl de agua bidestilada. En seguida se adicionaron 20 µl de 

desoxicolato de sodio o .15%, se mezcló mediante el uso de 

vortex e incubó a 4 ·e durante 5 minutos. Se adicionaron 20 

µ1 "·"'" éiclUu lL·ll:loruacéi.:lco 72:;;, se mezclo e incubó 5 

minutos a 4 ·c. se centrifugó a 16000 x g por s minutos a 4 

·e, se decantó el sobrenadante y se dejó secar la pastilla. 

La pastilla (proteinas) se disolvió en 200 µl de agua 

bidc<:tilada y se adicionó 1 ml d.;, ;;olu.::lón C (un volumen de 

CuS04 al O. 5% y 50 volumenes !laco3 al 2% en !labH al O. 4% y 

tartrato de sodio y potasio al 0.02%). Se mezcló bien y se 
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dejó 10 minutos· a temperatura ambiente. Posteriormente se 

agregaron 100 µl del reactivo de Folin-Ciocalteus, en una 

relación 1:1 con agua bidestilada, se mezcló bién y se dejó 

a temperatura ambiente por 45 minutos. Pasado el periodo de 

incubación, se determinó la densidad óptica en un 

espectrofotómetro (Spectronic 1001) a la longitud de onda de 

660 nm. 

Para conocer la concentración de proteínas de la 

muestra problema, se utilizó una curva de calibración con 

albúmina bovina a las siguientes concentraciones, 10, 20, 

JO, 40, so, 60, 70, BO, 90, 100 µg de proteina. Cada una de 

las concentraciones de proteína se pusieron en tubos por 

separado y por duplicado. Cada tubo con la albúmina se 

completo a 200 µl con agua bidestilada y se "mezcló. En 

seguida se adicionaron 20 µl de desoxicolato de sodio 0.15%, 

se mezcló perfectamente con vortex y se incubó 5 .min a 4 ·c. 

A cada tubo se adicionaron 20 µl de ácido tricloroacético al 

72%, se mezcló con vortex y se incubó 5 min a 4 ··c. La 

muestra se centrifugó a 16000 x g durante 5 min a 4 "c. El 

:::obrcrmdante se -elimin0 '1 lñ pRRtilla se dejó secar. La 

pastilla se resuspeandió en 200 µl de agua bidestilada. A 

cada tubo se agregó l ml de solución c (un volumen de cuso4 

al O. 5% y 50 volumenes de Naco3 al 2% en NaOH al O. 4% y 

tartrato ñe soñio y potasio al 0.02%). Se mezcló bién y se 

dejo 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se 

agregaron 100 µl de reactivo de Folin-Ciocalteus en una 
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relación 1:1 con agua bidestilada, se mezcló bien y se dejó 

a temperatura ambiente por 45 minutos. Finalmente se midió a 

cada tubo su densidad óptica a una longitud de onda de· 660 

nm en un espectrofotómetro spectronic 1001. Las 

concentraciones de albürnina de cada tubo con sus respectivos 

valores de densidad óptica fueron graficados y analizados 

por regresión lineal. Ya obtenida la curva de calibración, 

la densidad óptica de la muestra problema fue interpolada en 

la ecuación de regresión, obteniendo de esta manera su 

concentración de proteínas. 

6.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida-sos. 

Las proteínas totales de los promastigotes se 

analizaron alectroforéticamente en geles de poliacrilam~da­

sos al 10%, de acuerdo al método descrito por Laemmli 

( 1970). 

Los geles se prepararon en moldes de 10 x 10 cm y 

o.75 mm de grosor, para lo cual se vaciaron ~ ~1 tl~ s~lución 

del gel separador, que contenía acrilamida 10%, N,N-

metilenbis-acrilamida 0.27%, sos 0.1%, glicerol 5%, 

persulfato do amonio o.OS'ii y TEMED 0.14%, disueltos en 

amortiguador de trizma l. 5 M el cual quArló a una 

concentración final de 0.282 M pH 8.8 con EDTA 2 mM. Ya 

polimerizado el gel separador, se añadió en el espacio 
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restante el gel· concentrador que contenia acrilamida 5%, 

N, N-metilenbis-acrilamida O. 016%, sos o .1%, persulfato de 

amonio 0.1%, TEMED 0.15% disueltos en amortiguador de trizma 

O.lM pH 6.6 con EDTA 2 mM. Inmediatamente después de poner 

la mezcla del gel concentrador se colocó el molde formador 

de pozos. Ya polimerizados los geles, se montó la cámara de 

electroforésis y se agregó el amortiguador de corrida que 

contenia Trizma. 0.025M pHB.J, Glicina 0.192M Y SOS 0.1%. A 

las proteinas, que se disolvieron en amortiguador de 

muestra, se les agregó 1 µl de azúl de bromofenol al 0.2% y 

se hirvió por 1 minuto, se centrifugó por JO segundos a 

16000 x g y la proteina preparada se colocó en los pozos del 

gel. Se colocaron 70 µg ó JO µg de proteina por pozo, para 

pozos de 7 mm y J mm de ancho respectivamente. Inicialmente, 

la corrida electroforética se realizó a 50 volts para 

concentrar la muestra; cuando el frente llegó a. nivel del 

gel separador, la corrida se llevó a cabo a 100 volts. 

cuando el colorante o frente de 'corrida llegó 

aproximadamente 0.5 cm antes del extremo inferior del gel se 

dió por concluida la electroforesis. 

6.J. Tinción de geles de poliacrilamida. 

concluida la electroforesis, se sacó el gel y se 

sumergió en solución teñidora, la cual estaba compuesta por 
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azul de coomassie al 1% en metano! al 50% y ácido acético al 

10% en agua bidestilada. Después de una hora de agitación 

constante, se retiró el colorante y el gel se lavó con agua 

destilada para eliminar el exceso de solución teñidora. El 

gel se destiñó con una solución de metano! al 50%, ácido 

acético al 10% en agua destilada. La solución desteñidora se 

cambio cada vez que se saturó con colorante hasta que 

aparecieron algunas bandas en el gel, inmediatamente después 

el gel se transfirió a un recipiente que contenía ácido 

acético al 10%, esta solución se cambió en varias ocasiones 

hasta que el fondo del gel adquirió un color azúl muy ten.ue 

o transparente. El gel se lavó con abundante agua corriente 

para eliminar el exceso de ácido acético y se pusó a secar 

entre dos hojas de papel celofán previamente húmedas, 

montadas en un bastidor de acrílico y sujeto por pinzas a 

los lados. El secado del gel se realizó a tempera~ura 

ambiente, durante 48 horas. Pasado ese tiempo se desmontó el 

bastidor y se cortó el exceso de papel celofán. 

7. RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS DEL PATRON TOTAL DE 
PROMASTIGOTES (TRANSFERIDAS A PAPEL DE NITROCELULOSA), COH 

SUERO POLICLONAL ANTI-Leishmania. 

7 .1. Electrotransferencia de proteínas totales de 
promastigotes a papel de nitrocelulosa. 

La electrotransferencia se realizó de acuerdo a 
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Towbin y col,. (1979). 

Terminada la electroforesis, el gel se saco del 

molde y se sumergió por 10 minutos en una solución de trizma 

0.025 M pH 8.J, glicina 0.192 M y metanol al 20% 

(Amortiguador de transferencia). Pasados los 10 minutos, la 

cámara de Transferencia (Idea Scientific, modelo Genie) se 

montó de la siguiente manera: primero se puso una malla de 

plástico sobre la cual se colocó el electrodo negativo, en 

seguida se pusieron tres fibras de material inerte 

previamente húmedas con el amortiguador de transferencia y 

sobre éstas una hoja de papel filtro (Whatman No.J). Sobre 

el papel filtro se colocó el gel y sobre éste el Papel de 

nitrocelulosa ( PNC, Hoefer Scientific Instruments 0.45 µm 

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 húmedas, el electrodo positivo y 

finalmente la malla de plástico. La transferencia se realizó 

durante 50 minutos a 12 volts y 500 mA. concluida la 

electrotransferencia, la cámara se desmontó y el papel de 

nitrocelulosa con las proteinas transferidas se bloqueó 

durante toda la noche a 4 ·e con albúmina al J%, gelatina al 

0.1% en PBS-Tween 0.05% con azida de sodio al 0.1%. El PNC 

se lavó una vez con PBS-Tween O. 05%, se dejó secar y se 

almacenó en el congelador hasta su uso. 
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7.2. Inmunod~tección de prote!nas del patrón total de 
promastigotes con suero policlonal anti-Leishlllania. 

El papel de nitrocelulosa con proteinas totales· de 

promastigotes transferidas, bloqueado y lavado con PBS-Tween 

0.05%, se cortó longitudinalmente en tiras delgadas de J 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 p~pcl de nit~ccelulosa s~ incuh~ron toñ~ 1~ nacha a 4 •c. 

Terminada la incubación, las membranas de nitrocelulosa se 

lavaron con PBS-TWeen 0.05% y se incubaron por 5 horas en 

oscuridad y a 4 "e con Anti-IgG de conejo conjugado 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 solución de 4-Cl-1-

Naftol ( J mg/ml) , tt2o 2 al o. 01% en PBS. Ya reveladas las 

prote!nas, la reacción se detuvó lavando las tiras de papel 

con agua destilada. El papel de nirocelulosa se secó sobre 

papel filtro Whatman No. 3. 

Nota: En el ensayo control se utilizó como primer 

anticuerpo, suero preinmune de conejo, diluido 1/100, 1/200, 

1/500, y 1/1000 en PBS-Tween 0.05%-suero bovino al 1%. 
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V. RESULTADOS. 

1. - PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRI• 
PROMASTIGOTES DE Leish.mania 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 

"Tituló" con la prueba de EL ISA. Se analizaron las 

diluciones l/25, l/50, 1/100, l/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 óptica a 492 nm, obtenidos para el suero preinmune 

fueron de o. ooo 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 preinmune no 

reconoció moléculas del parásito. El valor de o. 005 nos 

podría estar indicando únicamente, el rango de error del 

lector dondg se leyeron las muestras. Comparando los valores 

de densidad óptica del suero inmune con respecto al suero 

pr~lruuu11t:: del conejo, se observó que el suero anti­

I.eis/1mania reconoció componentes del parásito cuando se 

utilizó a Ja" diluciones l/25, 1/50, l/100, l/200 y 1/500. 

El valor obtenido para la dilución 1/1000 fue cercano a los 

valores d~l suero preinmune, lo que nos indicó que el suero 

anti-Leishmania 
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TABLA :L 

PRUEBA DE POSITIVIDAD DEL SUERO POLICLONAL ANTI-Leishmania, 

PRODUCIDO EN CONEJO, MEDIANTE EL HETOOO DE ELISA. 

·.,,"ñLCRZS D ........................ ................... ' ....... :¡::: 
DILUCION 

SUERO PRE INMUNE DE SUERO INMUNE DE 
PROBADA. CONEJO. CONEJO. 

l/25 0.005 l.55 • 
l/50 o.ooo l.09 • 
l/100 0.000 o.so • 
l/200 o.ooo 0.40 • 
l/500 o.ooo 0.15 • 
l/1000 0.005 0.04 

• Valoras considerados positivos a la prueba de 
ELISA. 
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lo diluimos tanto que escasamente reconoce alguna(s) 

molécula(s) del parásito. 

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 aproximación de la dilución 

óptima para utilizar el suero anti-Leishmania. 

2. LOCALIZACION DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS POR EL SUERO 
POLIC"'WññL ñIITI-Loi:::h=::."'!i:: E!f PP..O~~..STI~..O'T'RS nR r .. z::a:;dc.nnn 

CRECIDOS EN CULTIVOS in vitro. 

Con la finalidad de conocer la localización de los 

componentes del parásito reconocidos por el suero 

policlonal, se procedió a incubar a los promastigotes .con 

dicho suero (anti-Leishmania). Para revelar los sitios de 

unión de este suero, se utilizó un suero ant'i-IgG de conejo 

conjugado con Fluoresceina (FITC). 

Debido a que en la prueba de ELISA se utilizó 

extracto total del parásito para el reconocimiento de 

moléculas con el suero inmune y, en este ensayo se 

utiliza ron parásitos completos, se decidió 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 observó que la marca fluorescente de los 



parásitos incubados con el suero inmune diluido, 1/25 y 1/50 

fue tan intensa que no permitió distinguir con exactitud en 

que parte del parásito se localizó la marca, es decir, que 

sitios del parásito habia reconocido el suero. 

En la dilución 1: 100, la marca fluorescente 

disminuyó en intensidaa, sin embargo fue más nitida. En este 

ensayo observamos que la marca se localizó, exclusivamente, 

en la superficie celular del parásito asi como en su 

flagelo. 

En la dilución 1: 200, la marca fluorescente que se 

observó fue poco intensa y por lo tanto poco perceptible, 

sin embargo, la marca fluorescente se localizó en la 

membrana celular del parásito y en el flagelo del mismo. 

Con estos resultados, se logró determinár que la 

dilución óptima para los ensayos de inmunofluorescencia 

indirecta con el suero inmune fue l: 100 y que. el suero 

reconoció componentes de la superficie celular asi como del 

flagelo del parásito. Figura l. 

En los controles negativos, en los cuales se 

utilizó suero preinmune de conejo a las diluciones 

correspondientes con los experimentales no se observó marca 

fluorescente en los parásitos, lo cual nos indicó que el 

suero inmune reconoció específicamente componentes del 

parásito. 
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F:r:GURA. 1 -

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE ANTIGENOS 
RECONOCIDOS EN PROMASTIGOTES DE L. mexicana. 
LO:> t'ROM5TIGOTE:; fUE!':C!'! !!'!CUE'.~f\OS CON SUERO 
POLICLONAL ANTI-Leishmania 'l POSTERIORMENTE 
CON SUERO ANTI-IgG CONJUGADO CON FITC. 
OBSERVE QUE LA MARCA FLUORESCENTE ESTA A 
NIVEL DE LA SUPERFICIE CELULAR 'l EN EL 
FLAGELO DEL PARASITO. 
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3. SEGUIMIENTO DE LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS EN PROHASTIGOTES 
POR EL SUERO ANTI-Leish111ania, DURANTE su INTERNALIZACION A 

MACROFAGOS, EN CULTIVOS in vit:ro. 

Con la finalidad de llevar a cabo el seguimiento de 

algunos antígenos del promastigote durante su 

internalización en el macrófago, se utilizó el suero inmune 

anti-Leishmania en los ensayos de interacción. 

concluidos los diferentes tiempos de interacción 

promastigotes-macrófagos (2, 5, 24 y 48 horas), se llevó a 

cabo la inmunodetección de antígenos de los parásitos, 

mediante el uso de suero policlonal anti-Leishmania y anti-

IgG de conejo conjugado con Fluoresceina (FITC). 

A las dos horas de interacción se observó a un gran 

número de parásitos libres en el medio de cultivo y algunos 

ya habían establecido contacto con los macrófagos. Como se 

puede observar en la figura 2-A, el suero anti-Leishmania 

reconoció componentes de la membrana celular y flagelo de 

parásitos libres o unidos al macrófago. Por otra parte se 

observó que la unión entre las leishmanias y los macrófagos, 

en general se realizó mediante el flagelo del parásito y la 

A las cinco horas de interacción, un mayor número de 

promastigotes ya habían establecido contacto con los 

macrófagos y, al igual que en la interacción de dos horas, 

varias leishmanias nadaban libreii1enta en el medio de 

cultivo. El suero anti-Leishmania reconoció exclusivamente 
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componentes de la superficie membranal asi como del flagelo 

de leishmanias libres y adheridas a los macrófagos, los que 

previamente fueron permeabilizados antes de incubar con el 

suero policlonal. Figura 2-B. 

En las interacciones de 24 horas, los parásitos sólo 

se observaron dentro de las vacuolas parasitóforas de los 

macrófagos que los fagocitaron. No se observaron parásitos 

libres en el medio de cultivo debido a que las leishmanias 

que no establecieron contacto con los macrófagos después de 

seis horas de interacción, fueron retiradas cuando estos 

cultivo~ fuaron lavados can medio fresco. El suero anti-

Leishmania reconoció unicamente componentes de los 

parásitos. La marca fluorescente se observó dentro de las 

vacuolas parasitóforas de los macrófagos permeabilizados con 

acetona fria. Figura 2-c. 

En las interacciones de 48 horas, al ig~al que lo 

observado en las interacciones de 24 horas, el suero 

policl.onal reconoció componentes del parásito, es decir, la 

marca fluorescente se observó dentro de las vacuolas 

parasitóforas de los macrófagos infectados, permeabilizados 

con acetona fria. La forma y tamaño de las vacuolas 

parasi tóforas de los macrófagos infectados fue homogénea, 

caso contrario al observado en las interacciones de 24 

horas. Figura 2-D. 

Para cada tiempo de interacción 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 su 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 LOS ANTIGENOS RECONOCIDOS, SE 
LOCALIZAN PRINCIPALMENTE EN LA SUPERFICIE 
MEMBRANAL Y FLAGELO DE LOS PARASITOS.. ESTA 
FLUORESCENCIA llO SE PIERDE AUN CUANDO LOS 
PARASITOS HAN COMENZADO A 
PROMASTIGOTES A AMASTIGOTES 
PARASITOFORA. 

DIFERENCIARSE DE 
EN LA VACUOLA 
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suero normal 

de conejo (a las mismas diluciones utilizadas para los 

experimentales) y anti-IgG de conejo conjugado con 

fluoresceina. En cada caso, el suero preinmune no reconoció 

componentes del parásito. 

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

El patrón electroforético de proteinas totales de 

promastigotes, obtenido bajo nuestras condiciones, mo~tró un 

total de 55 proteínas cuyos pesos moleculares oscilan entre 

lJ a 138 kDa. De las 55 bandas teñidas con azul de coomassie 

una es la más evidente (quizá sea la proteína más abundante 

en el parásito), posee un peso molecular aproxit11ado de SJ 

kDa. Por otra parte, las proteínas del patrón 

electroforético con pesos moleculares mayo.res de 83 kDa 

fueron escasas y muy tenues. Esta metodología nos permitió 

una buena visualización de proteínas cuyos pesos moleculares 

están entre lJ y BJ kDa. Figura J. 

Los pesos moleculares aproximados de las proteínas 

más evidentes y quiza las más abundantes del parásito, que 

se observan en el patrón total son: 80, 61, 53, 45 1 41, 27, 

22, 16, 15, 14 y lJ KDa. Figura J. 

En la ·rabla 2 se muestran los pesos moleculares de 
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las proteínas del patrón total de promastigotes, observadas 

en geles de poliacrilamida al 10% y teñidos con azúl de 

coomassie. 

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

PROTEINAS DEL PROMASTIGOTE. 

Ya obtenido el patrón electroforético, las proteínas 

se transfirieron a papel de nitrocelulosa (PNC) para 

posteriormente llevar a cabo el reconocimiento de antígenos 

del patrón total de proteínas 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 observó que dicho suero reconoció proteínas diferentes 

dependiendo de la dilución utilizada, es decir, cuando se 

utilizó una dilución 1:100 se reconocierón J5 proteínas 

cuyos pesos moleculares oscilan entre 23 y 136 kDa. A. medida 

que se aumentó la dilución del suero el número de bandas 

reconocidas también disminuyó. Las proteínas que fueron 

rcccr:ccid:::::: el diluido l: lCO "l q:.:c ...... ~!!eren 

reconocidas por el suero a mayor dilución son las que tienon 

pesos moleculares que oscilan entre 23 y JJ KDa. 

Por los patrones obtenidos del reconocimiento de 

proteinas con el suero policlonal podernos sugerir que dicho 

suero tiene mayor afinidad por proteínas cuyos pesos 
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moleculares aproximados son de 74, 70, 68, 63, 61, 49 y 45 

KDa, debido a que se observan muy intensas en el papel 

revelado. También se observan otras proteínas menos 

evidentes y por lo tanto, menos afines al suero. Figura 3. 

Al comparar el patrón de proteínas totales teñido 

con azúl de coomassie y el patrón de proteínas reconocidas 

por el suero inmune anti-Leishmania, se observó que muchas 

proteínas tuvieron mejor definición y fueron más evidentes 

cuando se utilizó el suero para revelarlas que cuando fueron 

teñidas con azul de coomassie. La proteína que en los geles 

es la más evidente y ancha, proteína de 53 kDa, también fue 

revelada por el suero inmune, sin c:bergo, ~a observó como 

una banda poco evidente. Por el contrario, dos proteínas 

cuyos pesos moleculares aproximados fueron de 60.y 61 kDa, 

las cuales se observaron como bandas poco evidentes en geles 

teñido con azul de coomassie, fueron proteínas muy evidentes 

y bien definidas reconocidas por el suero policlonal. 

El control negativo consistió en poner a incubar el 

papel de nitrocelulosa con proteínas totales de 

promastigotes transferidas, con suero preinmune de conejo a 

las mismas diluciones que se utilizó el suero inmune (l/lOO, 

l/200, l/500 y l/100). En ninguno de los ensayos el suero 

normal de conejo reconoció proteína alguna del patrón total 

de proteínas, por lo que nosostros suponemos que el suero 

producido en el conejo realmente reconoció componentes de 

promastigotes. 
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FIGURA 3. 

PROTEINAS RECONOCIDAS POR EL SUERO POLICLO!IAL 
ANTI-Leishmania, DEL PATRON TOTAL DE 
PROl-IASTIGOTES. M: MARCADORES DE PESO MOLECULAR. 
A: PATRON TOTAL DE PROTEINAS DE PROMASTIGOTES, 
TE~IDO CON AZUL DE COOMASSIE. B: PROTEINAS 
RECONOCIDAS POR EL SUERO POLICLONAL, DlLUCION 
1/100. e: PROTEINAS RECONOCIDAS POR EL SUERO 
POLICLONAL, DILUCION 1/200. 
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TABLA 2. 

PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS DEL PATRON TOTAL DE 
PROMASTIGOTES DE L. mexicana, EN GELES DE 

POLIACRILAMIDA-SDS. 

Distancia.* Rf. P. M. 
(mm). (mm). Da. 

l. 27279 0.0145591 138547.0 

l. 34241 0.0153555 138278. o 
2.07778 0.0237673 135473.0 
4.6182 ü.ü5202ú5 L2521510 
5.12795 0.0586575 124434.0 
7.02898 0.0804028 118014.0 
7.36024 o. 0841921 116930.0 
0.63277 0.0987483 112856.0 
9.38988 0.107409 110500.0 

11. 3181 0.129466 104719.0 
12.6802 0.145046 100819.0 
13.829~ 0.158192 97641. 2 
15.707 0.179668 92664.0 
J.7.4863 o. 200022 89181. 4 
17.5217 o. 200426 88094.5 
18.7638 0.214634 85097.5 
19.4154 0.222088 83566.2 
20.8151 0.238099 80369.5 
:?l.71'51 0.248749 78311. l 
22.9581 0.262613 75710. 5 
23.599 0.269943 74370.4 
25.7378 0.294409 70067.2 
26.5928 0.304189 68417.6 
28.3731 0.324553 65106.J 
29.3646 0.335895 63332.0 
30.4497 0.348307 6!.! 15. 7 
34.3047 0.392403 5t1S7.l 
35.7785 0.409262 53589.5 
36.4381 0.416807 52001. 8 
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37.6578 0.430759 50264.0 

37.9169 0.433723 49902.4 

40.0579 0.458213 47012.2 

40.1616 0.459399 46876.5 

41. 4634 0.47429 45206.5 

42.7061 0.488505 43667 .8 
44.6356 0.510576 41381.9 

46.9957 0.537573 38747.9 
48.7273 0.55738 36922.6 
50.6484 0.579356 34997.9 
51.6393 0.59069 34044.7 
53.7185 0.614473 32128.3 
55.5724 0.63568 30510.6 
57.1111 0.65328 29230.0 
59.58 0.681522 27286.6 
62.0226 0.709463 25491.1 
64.8026 0.741262 23590.9 
65.9545 0.754439 22845.7 
67.49Bl u. 77;:;'.035 2l~B1.A 

69.8066 0.798502 20520.4 
72.3455 0.827543 19118.8 
74.2675 0.849529 18121. 7 
77.1648 0.88267 16716.1 
79.7286. 0.911997 15563. 5 
81. 738 0.934982 14716. o 
85.7159 0.980484 131'71.9 

* Distancia recorrida por la proteína en el gal 
de poliacrilamida-sos. Medida dada en mm. 
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VI DISCUSIC>N-

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 interacción de las leishmanias con los 

macrófagos, endocitosis de los parásitos por los macrófagos, 

sobrevivencia y diferenciación de los parásitos dentro de 

los fagocitos mononucleares y, finalmente su proliferación 

en los macrófagos. Cada uno de estos eventos es igualmente 

importante para el establecimiento del parasi~ismo, sin 

embargo, el que más ha llamado nuestra atención es el de 

sobrevivencia y diferenciación de los parásitos dentro de 

los macrófagos. Este evento es especialmente interesante 

debido a que se sabe que los macróf agos son células 

cspcciali2adas para la destrucción do agentes patógenos o 

extraños a nuestro organismo. El cómo los parásitos de este 

género evaden la actividad de los macrófagos aún no es 

clara, sin embargo, a la fecha se plantean dos hipótesis que 

tratan de explicar este fenómeno. Una de las hipótesis 

propone que las leishmanias poseen una cubierta, formada por 

moléculas de su superficie, que evitan el que las enzimas 

lisosomales degraden a los parásitos y la segunda hipótesis 

sugiere que los parásitos liberan factores de 7ecreción que 

inhiben la actividad de las enzimas lisosomales. 
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con la f ihalidad de llevar a cabo el seguimiento de 

antígenos de promastigotes durante su internali2ación a 

macrófagos y su posible participación en la sobrevivencia se 

realizó el presente trabajo que involucra ensayos de 

interacción Leishmania-macróf ago y reconocimiento de 

antígenos durante su interacción e internalización con el 

uso de anticuerpos policlonales anti-Leishmania. 

cuando se realizó 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 parásitos nos. estaba 

reconociendo el suero, de ah! que se realizó el 

reconocimiento de antígenos en promastigotes cultivados in 

vitro. 

A pesar de que la prueba de ELISA nos había dado una 

aproximación de la dilución a la cual se podia usar el suero 

inmune, decidimos trabajar con dos diluciones por debajo y 

dos por arriba de la "óptima". Esta idea surgió debido a que 

se desconocía a que moléculas en especial reconoceria el 

mayor afinidad (moléculas de la membrana plasmática, 

flagelo, citoplasma u organelos). 

Los resul tactos obtenidos en este ensayo nos 

sugirieron que al parecer, el :;;ucrc imnuna anti-LeisiJmania, 

reconoce preferencialmente moléculas de la superficie 

membranal y flagelo de los parásitos. Sin embargo, debido a 
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que los anticuerpos son moléculas grandes que no pueden 

pasar al citoplasma de las leishmanias a través de su 

membrana celular, por el momento no pudimos descartar la 

posibilidad de que el suero reconociera moléculas del 

citoplasma u organelos de los parásitos. En base a lo 

anterior, se decidió llevar a cabo una permeabilización de 

la membrana de los parásitos, utilizando acetona fria (la 

finalidad de la permeabilización es solubilizar lipidos de 

la superficie celular y así permitir la entrada libre de 

moléculas grandes al citoplasma) , no obstante, la 

permeabilización se realizó cuando se hicieron loi:; Ansa~1os 

de seguimiento de antígenos durante la interacción 

Leishmania-macrófago. 

Con los ensayos de interacción Leishmania-macrófago, 

confirmamos que el suero inmune anti-Leishmania, reconoce 

específicamente moléculas de la superficie celular y fla~elo 

de los parásitos. Este hecho se basa en lo siguiente: 

El procesamiento de los ensayos de 2 horas de 

interacción fue igual que el realizado para los ensayos de 

localización de antígenos reconocidos por el suero inmune en 

p:t'vruastlyot~s, de tal manera que no se esperaba cambio 

alguno en los resultados, sin embargo, en el procedimiento 

de los ensayos de interacción de 5, 24 y 4 8 horas, se 

realizó la permeabilización de las células ( leishmanias y 

rnac::ófagos}; htt::ité:1. ese momento supimos qu': el suero 

unicarnente reconoció, moléculas de la membrana y flagelo, y 
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no moléculas del citoplasma u organelos del parásito. 

En resumen, el suero policlonal anti-Leishmania 

reconoce exclusivamente moléculas del parásito y en 

especial, moléculas de la superficie celular y flagelo de 

las leishmanias. 

En los ensayos de 24 horas de interacción, el suero 

policlonal reconoció moléculas sobre el parásito, sin 

embargo la marca fluorescente, aunque difusa, se observó 

tilmbién en toda la vacuola parasitófora. Este resultado 

podría sugerir al menos tres cosas: 

a: Que el suero policlonal puede estar reconocieTido 

moléculas de la superficie de los parásitos endocitados por 

los macrófagos. 

b: Que el suero inmune quiza reconozca moléculas que 

el parásito libera en la vacuola parasitófora. Esta 

posibilidad e>Ciste si consideramos los trabajos realizi:idos 

por Ale>Cander y Vickerman ( 1975), El-On y col. ( 1980), y 

Hernández y col. ( 1981), quienes observaron que las 

leishmanias liberan al medio e>Ctracelular factores de 

secreción (que son moléculas que formaban parte de la 

superficie celular del parásito), que procaclemem:e .,,.t,;11 

involucrados en inhibir ·la acción de las enzimas lisosomales 

de las vacuolas parasitóforas y por lo tanto, en dar 

protección al parásito para su sobrevivencia dentro de los 

macrófagos; suponemos que la marca fluorescente _librt: tan la 

vacuola podria deberse a que el suero reconoció estos 
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factores. 

c: Que el suero puede tener reacción cruzada con las 

enzimas lisosomales vertidas a la vacuola parasitófora. 

Aunque estas tres posibles explicaciones pueden ser 

factibles, hacen falta algunos experimentos para probarlas. 

En los ensayos de 48 horas de interacción, el suero 

policlonal continuó reconociendo algunas o quiza todas las 

moléculas que reconoc ia en los experimentos de 2, 5 y 24 

horas de interacción. La marca fluorescente se observó 

dentro de las vacuolas parasitóforas, sin embargo, la marca 

se localizó sobre la superficie celular de los parásitos que 

tenian aproximadamente 40 horas dentro de las vacuolas de 

los macrófagas, (tiempo al cual los prom~=tigctes h~n 

comenzado a diferenciarse de promastigotes a ama.stigotes). 

Si consideramos el trabajo realizado por Chang en 1981, 

quien observó que moléculas marcadas de la superficie de los 

parásitos, con pesos moleculares aproximados de 68 y 43 KDa, 

persistieron por más de 36 horas sin que fueran degradadas 

dentro de los macrófagos infectados con los parásitos, 

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 

diferenciación y que posiblemente estén protegiendo al 

parásito contra la acción de las enzimas lisosomales, sin 

embargo, no podemos decir, si estas moléculas cambian o no 

una vez que el parásito se ha diferenciado totalmente. 
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En 1981, 8erman y Owyer observaron que los parásitos 

del género Leishmania insertan moléculas de su superficie a 

la superficie membrana! de los macrófagos que los endocitan 

y, sugirieron que ésto podria ser un mecanismo de evasión de 

los parásitos para sobrevivir dentro de los macrófagos, sin 

embargo, bajo nuestras condiciones en ninguna de las 

preparaciones de interacción, el suero policlonal reconoció 

moléculas de la membrana de los macrófagos infectados, por 

lo que nuestros resultados contradicen esta suposición. 

Con la finalidad de conocer que moléculas del 

parásito fueron reconocidas por el suero policlonal, es 

decir, comenzar a caracterizarlas conociendo sus pesos 

moleculares, se procedió a incubar el suero policlond~ con 

proteinas totales de promastigotes, transferidas a papel de 

nitrocelulosa. Nuestros datos mostraron que el suero 

policlonal reconoció 35 proteinas del patrón total, sie~do 7 

las más evidentes. Si consideramos los traba jos 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 parásito es 

1" glic~p~ot~ín~ de 63 KOa y, nuestros resultados de 

localización de anti ge nos reconocidos por el suero 

policlonal anti-Leishmania, era de esperarse que la proteína 

más evidente revelada en el papel de nitrocelulosa fuera la 

glicoprotPina de 63 KDa, o una molécula con un peso 
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molecular cercano al de la gp63, sin embargo, la proteina de 

6 3 KDa fue reconocida, pero no fue la más evidente. Otra 

proteína que se ha reportado que es de membrana y muy 

antigénica es una de 43 KOa; en nuestro patrón se reconoció 

una de aproximadamente 45 KDa que forma parte del grupo de 

las más evidentes, así es que podría tratarse de la misma 

molécula. Finalmente estos resultados nos sugieren que el 

policlonal es poco afín a estos antígenos principales del 

parásito, lo cual quiza se deba a que si el suero reconoce o 

tiene mayor afinidad por la estructura terciaria de estas 

proteínas y, como las proteinas transferidas a PNC han 

perdido su estructura terciaria, entonces el suero no las 

reconozca eficientemente. Esta suposición se basa en los 

resultados obtenidos por Bouvier y col. en 1985, quien 

observó que la glicoproteina de 63 KDa (proteína integral de­

la membrana plasmática de Leishmania, puede transformarse en 

una molécula hidrofílica durante su purificación, lo cual 

quiza se deba a la hidrólisis del lípido que es el punto de 

anclaje de la proteína a la membrana. Con estos resultados 

no se puede decir que todas las proteínas reconocidas por el 

.5U.:=rü SoidO.ü t::K~lu:::.lVc.t::í U~ la mt!mUrauct y flagelo de los 

promastigotes. 



VII. CONCLUSIONES. 

1. Se obtuvo un suero policlonal especifico contra 

componentes de promastigotes de Leishmania mexicana. 

2. El suero policlonal reconoció unicamente 

componentes de membrana plasmática y flagelo del parásito, 

aún cuando los promastigotes comenzaban a diferenciarse a 

amastigotes. 

3. El suero policlonal tuvo mayor afinidad por 

proteínas con pesos moleculares de 74, 70, 68, 63, 61, 49 y 

45 KOa. 
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