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RESUMEN 

Las leishmanias son parásitos intracelulares de macrófaqos, los 

cuales necesitan de un diptero y un vertebrado para completar su 

ciclo de vida. Estos parásitos presentan una fase de promastigote 
flagelado que se encuentra en forma natural en el tubo digestivo 

del mosco vector, pero también se puede desarrollar en el 
laboratorio en medios de cultivo y una fase de amastigote aflagelar 

intracelular en el huésped vertebrado. 

En la superficie celular de la leishmania se encuentran moléculas 
de lipofosfoglicana ( LPG ) que también pueden ser excretadas al 
medio de cultivo. La LPG o factor excretor es muy abundante en la 

superficie del parásito, encontrandose mas de un millón de copias, 
su papel biológico es participar en la sobrevivencia del parásito 
dentro del macrófago, al confierirle virulencia y modular la 

respuesta inmune del huésped. 

El objetivo de este trabajo es aislar, purificar y caracterizar la 
LPG de 4 cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas de 

pacientes con diferentes manifestaciones clinicas, utilizando para 
su purificación columnas de cromatoqrafia de afinidad con 2 
lactinas, la Con A y la de lenteja, as1 como determinar alqunas de 
sus actividades biológicas sobre macrófagos. 

Se encontrarón diferencias en la composición sacaridica de las 4 

cepas analizadas, teniendo como carbohidratos comunes Galactosa, 
Manosa, Glucosa y N-acetil glucosamina, poro en todos los casos en 
diferentes proporciones. 

En la fracción retenida por la columna de Con A, para las 4 cepas 
se encontrarón moléculas inmunodominantes, identificadas con 
anticuerpos de conejo contra la LPG por inmunodifusión. La lactina 
de lenteja no fue capaz de reconocer a 1a LPG. 
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Se incubaron macrófaqos peritoneales de ratones Balb/C con 
diferentes concentraciones de las fracciones de LPG purificadas con 

Con A, disminuyendo significativamente el indice fagocitico en los 
macrófagos incubados con 2 hasta 0.4 µg/ml de la LPG. 

Concentraciones mayores o menores a este rango no presentan 
diferencias con respecto al control. Estos resultados fueron 

inhibidos al preincubar los ~acrófagos con a-Metil Manósido 0.2 
M, no encontrandose diferencias con el control, lo que sugiere la 
utilización de receptores para manosa en este proceso; además de 
existir una closis dependencia, o la posible existencia de 2 
receptores con diferente afinidad para la LPG. 
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:IllTRODOCC:IOll 

Las leishmaniasis son .infecciones intracelulares causadas por 

varias especies del gónero Leiahmania, las cuales son transmitidas 

por la picadura de dipteros hembras del género Lutzomyia en América 

y del género Phlobotomus en Europa, Asia y Africa. 

Esta enfermedad afecta al hombre y a otros vertebrados de 

importancia económica y es considerada entre las enfermedades 

tropicales importantes por la organización Mundial de la Salud, por 

ser cosmopolita a excepción de Australia y afectar a más de 
12,000,000 de personas al año. ( WHO.tropical diseases, l.990 ). 

En México no se ha llegado a establecer con precisión, la 

incidencia anual y la mortalidad, asi como tampoco la distribución 

geográfica exacta, ni los reservorios ni transmisores, pero se han 

reportado todas las formas clinicas de leisrnaniasis, tales como el 

Ka1a-azar o leishmaniasis viscera1 (LV), la espundia o 

leishmaniasis mucocutánea LMC), la leishmaniasis cutánea 

localizada (LCL) asi como la leishmaniasis cutánea diseminada 

(LCD): esto habla de un problema de salud grave, ya que estas 

formas clinicas por su severidad, además de repercutir en la salud 
de1 individuo, también tienen efectos psicosocioecon6micos 

importantes. 

En todos estos casos, los amastigotes localizados dentro de los 

macr6fagos, son morfol6gicamente idénticos a los amastigotes de 

Trypanosoma cruzi y a los de las distintas especies de Leishmania, 

pero la enfermedad producida es clinicamente diferente, por lo que 

se han recurrido a otros criterios como los anatomoclinicos, 

inmunológicos, moleculares y bioqt.-.ímicos para clasificar1as y 
estudiarlas. 



Las moléculas de superficie del parásito son importantes porque 

estan relacionadas con la patogénia, con la interacción con el 
sistema inmune y para el reconocimiento y sobrevi vencia del 

parásito dentro de la célula huésped. 

Por lo anterior se considera de interés de estudiar las 
estructuras de estas moléculas y su interacción con el huésped, 

sobre todo la estructura y función del glicoconjugado complejo 

llamado Factor Excretor o lipofosfoglicana, al que se le atibuycn 

una serie de importantes funciones en la interacción 
huésped-Parásito. 



AHTBCBDBHTBS 

CLASIFXCACION DE LAS LEISHMAlllAS 

Pertenecen al Phylum Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth, l.963), 

Subphylwn Mastigophora (Diesing,1866), Clase Zoomaetigophorea 
(Calkins, 1909), Orden Kinetoplaetida (Honingberg, l.963), Suborden 

Trypanosomatina ( Kant, 1880), Familia Trypanosomatidae, Género 

Leisbmanin ( Levin, 19BO ). 

Antiguamente la clasificación del género so basaba en las 
diferentes manifestaciones clinicas y en aspectos epidemiológicos. 

Más tarde se propusieron métodos bioquimicos de clasificación, como 
l.a determinación de isoenzimas, analisis del coeficiente de 

sedimentación del DNA nuclear y del cinetoplasto y por anticuerpos 

monoclonales ( Monroy, 1986 ). 

El género Leishmania es tan heterogéneo que actualemente se 
encuentra agupado en 4 complejos y a cada uno de ellos pertenecen 

diferentes sub-especies ( Monroy,1906 ): 

1) Complejo L. tropica. Produce leihmaniasis cutánea (LC) y se 

localiza en paises de Asia, Africa y Europa. Se transmite por 

dipteroa del género Ph1ebotomus. 

2) Complejo L. donovani. Produce leishmaniasis visceral (LV) y 
ocasionalmente algunas especies producen leishmaniaais cutánea 
difuaa del viejo mundo. Se le encuentra en o.lgunos paises de Asia, 

Africa y Europa, se transmite por dipteros del género Phlobot011Us. 

En Sudamérica se encuentra una sub-especie que es L.donovani 

chagasi, que es transmitida por Lutzomyia longipa.lpis y en México 

han sido reportados varios casos. 

3) complejo L. braziliensls. Produce la mayor1a de las 
leistunaniasis muco-cutánea del nuevo mundo, incluyendo a México. 
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4) Complejo L. mexicana. Se encuentra unicamente en el nuevo 

mundo y está compuesto por las siguientes sub-especies: 

a) L. mexicana mexicana • Ocasiona la Ulcera de los chicl.eros, rara 

vez ocasiona LCO. Tiene como reservarlos a roedores selváticos. Su 

transmisor es L. o1meca olmeca y se encuentra distribuida en 

Yucatán, Tabasco, Chiapas e Itsmo de Tehuantepec, asi como en la 

región de los Tuxtlas, Guatem8l.a y Belice. 

b) L. mexicana amazonensis. Es rara la infección en el hombre 
porque el transmisor L. flaviscutelata es de hábitos nocturnos y no 

es antropofilico. Produce leishmaniasis diseminada, asi como 

úlceras localizadas. 

e) L. mexicana pifanoi. Es causante de LCD en el hombre y es 

transmitida por L. fl.aviscutelata. se localiza en Venezuela, 
cuenca del Amazonas y Brasil. 
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LBIBllMANIASIB EN MEXICO 

FORMAS CLINICAS 

LEISHMANIASIS CUTl\NEA LOCALiiADA (LCL) O ULCERA DE LOS CHICLEROS. 

Esta forma clínica es producida por L. mexicana mexicana. su 
distribución va desde la frontera con los Estados Unidos hasta la 
peninsula de Yucatán y desde Chiapas a Nayarit. 

Está forma se caracteriza generalmente por una ulceración pequefia 
y dnica, aunque puede ser grande y ~dltiple, si el transmisor pico 
varias vecas al huésped o fué picado por varios insectos. 

En la mayoria da los casos tiende a la curación espontánea en 6 a 
24 meses, siempre y cuando no se localice en el pabellón auricular, 
la lesión se vuelve crónica y puede llegar a mutilarlo. ( Velasco, 
198? ) 

LEISHMANIASIS CUTANEA DISEMINADA ( LCD). 

Es de presentación esporádica y se encuentra distribuida desde el 
sur de Texas y Coah.uila a Chiapas. No se ha reportado hasta el 
momento en Yucatán ni QuintAna noo. También es producida por L. m. 
mexicana. 

So ha observado qua en épocas calurosas el enfermo sufre de 
remisión espontánea de las leaionee y en ese momento las 
intradermoreacciones {IDR) a leisblDanina se vuelven positivas. 
Estas remisiones también se han observado en pacientes con 
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infecciones virales como dengue (Velasco, 1991 ). 

LEISHMANIASIS MUCOCUTANEA (~C) O ESPUNDIA. 

Infección producida por L. brazilienais brazil.ienuis. solamente se 

han encontrado caGos en Vera cruz, Tabasco, Chiapas y Oaxaca 
(Val.asco, 1989 ). 

Presentan lesiones destructivas de las mucosas nasal. y orotaringea, 

que puede entorpecer l.a fonación y la degl.ución e incluso causar 

inanición, debido al intenso dolor. No cura espontáneamente y es 

muy resistente a la quimioterApia especifica. 

LEISHMANIASIS VISCERAL ( LV) O IQ>LA-AZAR. 

Es causada en México y latinoamérica por L. donovani chagasi. En 
México se han encontrado 8 casos en Huitzuco, Gro. ( en la 

cuenca del rio Balsas), aparentemente es la única zona endémica 
del. pais, tatnbién se han encontrados casos aislados en Puebla, 
Oaxaca y Moral.os. 

La LV se puede presentar en tres modalidades: la endémica, la 

esporádica y la epidémica, ha~iendo en México solo las dos 

primeras, que una vez caracterizadas como tal, no curan 

espontáneamente y llevan al paciente a la muerte ( Velasco, 1989). 



BIOLOGIA DB LA Ll!ISllMANIA 

CICLO BJ:OLOGJ:CO 

Las leishmanias son parásitos heteróxenos, es decir que necesitan 

2 huéspedes para realizar su ciclo biológico ( un diptero y un 

vertebrado) .. Parte de su ciclo l.o realiza en el intestino del 

mosquito en donde toma la forma de proma~tigote y el resto de su 

ciclo lo completa en los tejidos de los vertebrados, en los que se 

encuentra solo la forma de amastigote. 

Los huéspedes vertebrados de Leishmania ssp, generalmente son 

mamiferos a excepción de unas cuantas especies que pueden parasitar 

lagartijas. Los diptoros do los géneros Lutzomyia en el nuevo 

mundo y Phlebotomus en el viejo mundo, son los huéspedes mas 
importantes y vectores de la leishmaniasis. 

Cuando los diptero a chupan la sangre de un huésped vertebrado, 

ingieren los amastigotes. Estos pasan al intestino medio, en donde 

se transforman en promastigotes y se multiplican por fisión 

binaria. Los parásitos se adhieren a las paredes del intestino, 

también se les puede encontrar en el intestino anterior y posterior 

del mosquito. Hacia el 4 o 5 dia de la picadura se desarrollan 

promastigotes en el esófago y en la faringe. Cuando las leishmanias 

empiezan a obstruir el esófago, el mosquito al estar alimentándose, 

expulsa su contenido esofágico hacia el exterior para eliminar la 

obstrucción y de eata manara inocula los promastigotes en la piel 

de la victima. También se ha encontrado la transmisión cuando se 
aplasta a los mosquitos contra la piel lesionada o mucoaas. 

Una vez dentro del huésped mamifero, los parásitos son fagocitados 

inmediatamente por los macrófagos, donde se multiplican rapidamente 

por fisión binaria, matando a la célula huésped. Los parásitos 

se.len inmediatamente de la célula muerta, y penetran a otros 
macrOfagos a los que también destruyen, por este mecanismo es como 
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van ocasionando los daños al huésped (Schmidt, 1983 ). 

MORFOLOGIA 

De las dos fases del parásito, el amastigote que vive detltro de los 

macrófagos su forma es ovoide y mide de 2 a 3 µ de longitud, con 
un núcleo, b1efaroplasto y cinetoplasto. El flagelo se reduce a 

una fina fibrilla totalmente incluida en el citoplasma r no presenta 
flagelo libre. 

El promastigote, es alargado y con un gran núcleo. Hay u11 flagelo 

libre de tamaño pequeño de 15 a 28 µ de largo, que se origina en un 

cinetoplasto localizado en el extremo anterior del cuerpo. Mide de 

15 a 25 µ de largo por 1.5 a 3.5 de ancho. 

En los cultivos se pueden observar formas de flagelo largo, como el 
descrito anteriormente, pero también se pueden encontrar formas 

flageladas cortas y anchas, asi como formas de promastigotes 

redondas de 4 a 5 µ de diámetro, pero con un flagelo muy largo. En 

cultivos viejos, se encuentran muchas formas degenerativas, en las 

cuales la morfología tipica se ha perdido. En el intestino del 
mosco, se encuentran formas idénticas a los cultivos ( Chester, 

1991 ) • 

METACICLOGENESIS 

La generación de promastigotes no infectivos, asi como las formas 

metaciclicas infectivas han sido reportadas para algunas especies 
de leishmanias. A este proceso se le conoce como metaciclogónesis. 

El estado infectivo in vitro corresponde a la fase estacionaria del 

crecimiento del parásito, en cambio la fase no infectiva 
corresponde a la fase logarítmica de crecimiento ( sacks, 1992 ) • 

Este proceso presenta cambios muy marcados tanto en la morfoloq1a 
como las caracteristicas bioquimicas y risiológicas para algunas 
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especies, tales como en L. m.ajor en la que se realizan los 
siguentes cambios ( Chang, 1990 ): 

a) cambios en la longitud del parásito on la tase de crecimiento 
logaritmlca y transformación a formas activamente móviles en la 
fase estacionaria. 

b) cambios bioquimicos y antigénicos en los az~cares terminales de 
una molécula de superficie llamada fosfolipoglicana o LPG, 

relacionada con la sobrevivencia y virulencia del parásito, 
resultando on la adquisición de resistencia a la citoliais mediada 
por complemflnto y en la perdida de la aglutinabilidad para las 
lactinas especificas para lactosa. Estos 2 cambios aparentemente 
son menores en las leishmanias de nuevo mundo, o no han sido 
debidamente estudiados. 

Otros cambios que le ocurren a las leishmanias es durante el paso 
del mosco al huésped mamifero, en primer lugar por el cambio de 
temperatura. In vitro se ha visto que el cambio de temperatura de 
35 a 37°C originan la pérdida de la movilidad en especies de 
Leishmanias del nuevo mundo y los parásitos empiezan a redondearse. 

Estos permanecen viables por un tiempo y después adoptan formas 

parecidas a amastigotes y pueden seguir viviendo if]Ual que si 
tuviera las condiciones optimas, pero no son infectivos, ni se 
reproducen. 

En presencia de macrófagos, los promastigotes permanecen flagelados 
y móviles un largo periodo de tiempo y se diferencian a amastigotes 
dentro del macrófago muy lentamente. 

El hecho de que los amastigotes se encuentren en el f agosoma del 
macrófago y que son metabólicamente activos al pH ácido, lo que 
suguiere que son acidófilos y resistentes a las enzimas del medio 
o que tienen algdn mecanismo para protegorae. Handman y 
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Greenblat,(1977) encontraron que los promastiqotes y amastigotes 

in vitro liberan una liposfosfoglicana compleja llamado Factor 

Excretor o LPG, que puede intensificar el crecimento del amastigote 

en macrófagos peri toneales de roedores normalmente resistentes, 

además de darle otras propiedades al parásito ( Handman, 1977 ). 

La capacidad biosintética de la leishmania es tal, que es 
importante considerar: a) crecimiento como parás.ito intracelular, 

b) su resistencia a los factores microbicidas del macr6fago y e) la 

capacidad de modular la inmunidad del huésped. 
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Rl!Ll\CION BUESPEO-PAltASI~O 

Diversos autores han demostrado diferencias en la infectividad de 

los promastigotes dependiendo de la fase de crecimiento del 

parásito en cultivo (Channon,1986). 

Los primeros mecanismos de defensa que deben salvar los 

promastigotes de leishmania son los factores humorales y celulares 

inespecificos. 

So ha visto que los promastigotas no infectivos activan la via 

alterna del complemento y son rapidamente lisados por l.os 
componentes del suero, pero los promastigotes metaciclicos 
infectivos, son p·arcialmente resistentes a la muerte por 

componentes del suero y son incapaces de activar la via al.terna del 
complemento, pero estos últimos por si solos activan eficientemente 

la via clásica con la fijación de CJ ( BO\ CJb ) en la superficie 

del parásito. ( Bodgam, 1990 ). 

Esta sobrevivencia de los promastigotcs metaciclicos a loa 
componentes del complemento es debida en parte a la activación de 
la via clásica, pero también intervienen una serie de moléculas 

presentes en la superficie del parásito. 

La glicoproteina gp63 y la lipofosfoglicana ( LPG ) son 2 de las 

moléculas mejor caracterizadas de la superficie de la leishmania, 

ambas moléculas que intervienen en el proceso de reconocimiento por 
el macrófago y funcionan como ligandos para varios receptores de 

los macrófagos. Entre los receptores mas importantes de 

reconocimiento del macr6f ago están lo receptores para complemento 

CRl ( = CJbR) y el CRJ ( = CJiR ). ( Bodgam, 1990). 

En las condiciones naturales de infección participan los 

componentes del sistema del complemento, se ha demostrado que los 

macrófagos son capaces de producirlos para la activación de l.a via 
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alterna del complemento depositando C3bi en la superficie del 

parásito. ( Rusell, 1989 ).También se ha encontrado otro tipo de 

receptores en el macróf ago que participan en el reconocimiento del 
parásito, y son receptores parecidos a lactinas (Chanq, 1981). Se 

observó que agregando oligosacáridos ricos en manosa a cultivos 

de macrófagos con leishmanias, se inhibla la fagocitosis ( wiison, 
1986 ) . 

La secuencia Arg-Gly-Asp ( RGO) de la qlicoprote1na de superficie 
de leishmania ( gp63 ), par~icipa en el reconocimiento y adhesión 

al macr6fago. Esta secuencia también se encuentra presente en la 

fibronectina. La anti-fibronectina reconoce a la gp63 y este 

reconocimiento puedo ser bloqueado por un peptldo sintético con esa 

secuencia. Por lo que ol sitio do reconocimiento de la gP63 debe 

ser estructuralmente similar a1 receptor de la fibronectina. 
También se encontró que las anticuerpos anti receptores CRJ, 

inhiben la unión de gp63. Estos datos muestran la: interacción 
directa que existe entre gp63 y CRJ cuando los componentes del 

complemento astan ausentas y no hay opsonización del parásito con 
C3. (Russell, 1989). 

La otra molécula importante de la superficie de la leishmania es la 

Lipofosfoglicana ( LPG ), para L. major se vió que tienen el papel 
de aceptar para el tercer componente del complemento, el cual es 

convertido en CJb por la activación de la via clásica del 

complemento. Por consecuencia los receptores CRl unidos a C3b de 

macrófagos opsonizados, ocasionan la internalización del parásito. 

La entrada de L. ~exicana al macrófago , puede ser mediada por la 
qp63, 1a cual se une a 1os receptores CRJ de las c61ula del huóspod 

junto con la Ll?G. La LPG además es capaz de unirse a receptores 

parecidos a lectinas de los macr6fagoa. Es de gran importancia para 
la sobrevivencia de la leishmania utilizar el CR1, o ei CRJ, para 
introducirse a la célula huésped ya que no se produce el estallido 

oxidativo o lo hacen de manera poco agresiva para ol parásito .. 
(Turco,l.990}. 
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Se ha prestado mucha atención a existencia de receptores en los 
macrófagos afines con la leishmania, tanto en su estructura como en 

su función, debido a que se encuentran relacionados al 

reconocimiento y fagocitosis del. parásito sin ser destruido (cuadro 
1 )1 sobretodo los receptores para complemento porque son los que 
participan de manera mas directa en la interacción del parásito con 

el macrófago, además de estar relacionados con la infectividad y el 

tropismo hacia ciertos tejidos. 

Muchas especies de Leishmania pueden modificar su superficie para 

la adecuada fijación de complemento para unirse a CR1 y entonces 

ser endocitado.s para producir un débil estallido oxidativo, el cual 

no será letal para el parásito y le permitirá sobrevivir dentro del 

macrófago. ( Mosser, 1987 ) • 

Los promastigotes no infectivos pueden entrar al macrófago a través 

de otros receptores como el CR3, el cual reconoce a CJbi y activa 

la via alterna del. complemento y produce un fuerte estal.lido 

oxidativo, ocasionando lo. destrucción del parásito, pero aun no se 

conocen bien estos mecanismos ( Russell., 1989 ). 

CUADR0.1. PRINCIPALES RECEPTORES QUE PART:tCIPAN EN LA RELACION 
LEISHMAN:tA-MACROFAGO ( Russell, 1.989 ) 

RECEPl'OR 

CRJ 
Pl.50/95 
VLA5 
CRl. 
Fe l 
Fe 2 
Manosa-fucosa 

LIGANDO 

CJbi, qp63, fibrin6geno, LPS y LPG 
C3bi, LPS, LPG 
Fibronectina 
CJb/CJbi 
IgG Monomérica 
Complejos :tgG 
Ol.igosacáridos con manosa-fucosa
glucosamina 
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Una vez que se l1evo a callo el reconocimiento, 
ingerido por 1os macr6fagos mononucleares 

transformandose en amastigotea aflagel.ados 

el. parásito es 

del huésped, 

inmóviles. La 

sobrevivencia del. parásito depende de la capacidad de este para 

transformarse a amastigote, ya que se ha demostrado que el. 

promastigote es mas susceptible a la destrucción por los elementos 

liticos del fagolisosoma (Mauel, 1990 ). 

La sobrevivencia del parásito en el fagolisosoma está dada por la 
presencia de nol.éculas de superficie que le confieren resistencia, 

por la producción de enzimas y otros productos que son excretados 
por el. parásito y por la inhibición de metabolitos. 

La severidad del estallido oxidativo depende del receptor 

utilizado, sobre todo de complemento, por la leishmania para entrar 

al macr6fago y de la fase de crecimiento del parásito. La fase 

logaritmica de crecimiento induce un alto consumo de oxigeno en e1 

macr6fago, en cambio en la fase estacionaria (metaciclica) los 

amastigotes no permiten la producción de metabolitos oxidativos. 

Los amastigotes pueden crecer al pH ácido de las ve.cuelas 

parasitóforas, además de neutralizar y degradar los productos 

tóxicos del macrófago, por la presencia de enzimas sumamente 

activas como la glutatión peroxidasa, la superóxido dismutasa y la 

cata1asa. Además la LPG elimina a los radicales l.ibres de oxigeno, 

previene la muerte del parásito por radicales hidroxilo y es capaz 

de inhibir a la ,8-galactosidasa lisosomal y a la proteina e kinasa. 

( Bod9am, 1990 ). 

También los macr6fagos sintetizan y liberan fibronoctina ( Fn ), 

con la cual pueden opsonizar a las leishmanias y facilitar la 

:fagocitosis. El receptor de fibronectina ( FnR ) es de menor 

importancia porque no es especifico para macrófagos y mas bien 

promueve activamente a los mediadores de la fagocitosis. Los 

mediadores de l.a fagocitos is como el receptor de manosa-rucosa 
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(MFR) y el receptor para Fe ( FcR ), frecuentemente ocasionan un 

fuerte estallido respiratorio y por lo tanto, la entrada del 

promastiqote a traves de estos receptores es muy desfavorable para 

la sobrevivencia del parásito. (Chang, 1990 ) 

Para el caso de leishmania, los macrófagos presentan antiqenos en 

el contexto de moléculas del MHC clase II a las células T que junto 

con la interleucina 1, permiten la activación de las c~lulas T. Los 

macrófagos infectados con L.donovani, son refractarios n la 

activación del intorferón gama (IFN-y). cuando los macrófaqos son 

infectados por L. majar , se induce ampliamente la respuesta de las 

células T y un aumento importante de interleucina 1 (IL-1). 

Se ha visto que L. majar puede llevar al sistema inmune hacia la 

resistencia, o puede promover la enfermedad. En estudios de la 

respuesta inmune en ratones se ha demostrado que esto esta mediado 

por linfocitos T CD4+ funcionalmente distintos, pero que difieren 

en la expresión de marcadores de superficie adicionales. Además hay 

diferencias en la conce1'ltración de sus linfocinas y la estimulación 

de cada población de linfocitos depende de la naturaleza del 

antígeno y de la manera como es presentado (Michell, 1985). 

Los resultados de inmunizaciones experimentales usando diferentes 

formas de LPG, una con l 1pidos que puede inducir una respuesta 

protectora por células T y otra sin lipidos, la cual no produce 

protección. 

Los linfocitos T de ratones suceptibles, como los Balb/c, producen 

altas cantidades de IL-3, 

resiatentes como loa C57/Bl. 

comparativamente con los ratónos 

con la progresión de la enfermedad en los animales susceptibles, 

las células CD4+ del bazo disminuyene la producción de IL-2 y INF-II 
y la sintesis del RNAm para INF-y. Por otro lado se incrementa el 

RNAm para IL-4 durante el curso de la enfermedad. Los linfocitos 
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T de ratones susceptibles aumentan significativamente la producción 

de IL-3 comparada con los animales resistentes. 

En los animales resistentes la IL-2, el INF-y y RNAm para INF-ll 

aumentan, pero el RNAm para IL-4 disminuye. 

Los linfocitos THl producen gran cantidad de INF-y, pero no de IL-

4 y los linfocitos TH2 producen preferentemente IL-4, pero no 

IFN-y, pero atnbos secretan IL-3 y GM-CSF, por lo que TH1 participa 

en la resistencia y TH2 en la susceptibilidad a la inf ecci6n por 

Loisbmania. 

Parece que la falta de INF-y en ratones susceptibles y en 

pacientes con leishmaniasis visceral es resultado de la activación 

inadecuada de los macrófagos, los cuales reqqieren de esta 
linfocina para la destrucción efectiva de los amastigotes. 
El aumento relativo de IL-4 y GM-CSF también contribuye a la 

progresión de la enfermedad debido a que hay una regulacion 

negativa en la produccion de INF-y y de IL-4. 
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CARACTERISTICAS Y COMPOSICION BIOQDIHICA DE LA SDPERFICIB CBLDLJ.R 

DE Leishmlulia mexicana. 

Las evidencias bioquimicas indican que la mayoria de las células 

eucariotes tienen carbohidratos en la superficie de su membrana, 

los que tienen un importante papel en la estructura y la función de 

la célula, estos carbohidratos se encuentran asociados a péptidos, 

a proteinas y a lipidos formando glicosaminoglicanas. 

Estudios realizados en Leishmania donovani han demostrado la 

presencia de varios carbohidratos polianiónicos en la superficie de 

su membrana en los diferentes estadios de desarrollo, como el 
glicosil-fosfatidil-inositol (GPis) y mediante el uso de lactinas 

se ha demostrado la presecia de ligandos unidos a la superficie de 

la membrana en configuraciones en a-1,4 y a-1,6 ( Dweyer ,1977 y 

Dawidowiez, 1975 ). 

El mayor glicoconjugado de la superficie de Leisbmania es una 

lipofosfoglicana (LPG), o también llamado Factor Excretor (FE), o 
lipopolisacárido (LPS). Es relativamente abundante, se estima que 
existen mas de un millón de moléculas en la superficie de los 

promastigotes de L. donovani, L. major y en L. mexicana ocupando 

cerca del 25% de la superficie total de la célula. La LPG presenta 

diferencias estructurales de acuerdo a la fase de desarrollo de la 

Leishmania, las que abordaran posteriormente, (Sack, 1992 y TUrco, 

1990). 

La LPG también ae han encontrado en la superficie celular de 

macrófagos infectados de leishmanias, a partir de las primeras 6 

horas post-infeción ( Williams, 1986 ). 

La LPG o Factor Excretor estb relacionado con la superficie del 
promastigote además puede ser excretado al medio de cultivo. Esta 

liberación al medio puede ocurrir en 2 formas estructuralmente 
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distintas, una unida fuertemente a la albúmina sérica del medio, 
la cual se piensa esta interactuando con la parte hidrofóbica de la 

albümina. La otra es una forma hidrofilica, ( Turco, 1988 ) , que es 
similar a la LPG celular. 

La LPG es una molécula altamente polimórfica y varia de acuerdo a 

la especie y cepa de la que se trate, su peso oscila entre 5 a 9 
kDa. La estructura inicial propuesta por Turco (1988), para la LPG 

de L. donovani y detallada por Tho:mas (1992), tiene un peso 
molecular aproxim~do de 9 koa, la cual consiste en un núcleo 
heptasacárido fosforilado, común para todas las especies de 
Leishmania, un lipido ( lisoalkil-fosfatidil-inositol ) (Turco, 
l.989b ) , con una cadena alifática de C24 o C26 saturados, que 

también es comün para todas las especies y un oligosacárido de 16 
unidades repetitivas caracteristico de la especie, el cual se 
encuentra fosforilado y tiene un corazón fosforilado comün para 
todas las especies. En esta región sacaridica se encuentra en su 
parte terminal formando un oligosacárido neutro a manera de 
cubierta ( CAP ) que también es especie especifico formado por 2 
disacáridos y 3 trieacáridos, aunque no se conoce la estructura 
exacta de la LPG de esta especie ( figura 1 ). 

En cambio la estructura propuesta por Me convil1e (1990), para 
L. majar es una fosfoglicana con 27 unidades repetitivas con a 
diferentes tipos de tri y tetrasacá.ridos fosforilados, pero aun no 
se conoce la estructura exacta. El CAP está formado por el 
disacárido neutro Manp (al-2) Manpal- ( figura 2 ). 

La estructura de L. mexicana propuesta por Il9 (1992), presenta 20 
unidades de repetición de oligosacáridos especificos de la especie 
en la LPG unida a la superficie del promastigote y 28 unidades en 
la LPg libre en el cultivo. Al igual que las otras 2 LPGs, consta 
de su n~cleo heptasacá.rido, la parte lipidica lisoalkil 
-fosfatidil- inosito1 ) y el CAP. En esta especie el CAP también 
es rico en manosas, pero solo presenta 1 disacárido y 2 
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FIG. 1 
ESTRUCTURA DE LA LPG DE 
Leishmania donovani 

OH 
1 0-r·OH 
o 
1 

o 6 
1 1 

o..r-0-6Ga1 111-fiGal a1-3Ga~ B1-3Man a1·3M!n!f-4GlcN 111-6 
OH 

/ 

/ 
/ 

/ 

/ 
/ 

~ ,J~iW-rnc1~NJ:si.CAR;D¡&f 
,,.,..,,.....,....,,.,_.,..,.., ___ , 
~ilucLi;o•P:si.~~R1nfco~H"lfiYsií-"u0i!Pí}'~ 

I 

1 

I 
I 

I 

Mana1·2Man1-
Mana1·2Man1· 
Gal81·4-l 
Mana1 -2Man a1 ·2Man1-
ManU1 ·2Man a1 ·2Man1-
GalB1·4-l 

' Gal81-4Man1· 

' ' 20 
58 

6 

5 

16 

' 
I ' 

I ' 

I ' 
/ ' 

1
1 ! '1 
1 

[ 0Jo .. ba1s1"'M•••'·] : 
dH 1 

161 

~r.:~~.?-¿~:!:'...';.';O:>;.;_-~'o.~'.':-;::~.- ~tJi.i;)',,._\·.t~~,!M.;t'l 

1 

/ 
I 

I ' 
/ ' 

I ' 
/ ' 

I ' 
/ ' 

l i::~CH,bCH, 

INOS\TOL·O-r-0-!H, 

CH 

' 1 
1 



Mana1-2Mana1-

FIG. 2 ESTRUCTURA DE l.A LPG DE Leishmania 
majar 

/ 

1 

OH 
1 

O·F·OH 
o 
1 

o 6 
' 1 

' ... O·\O.SGol a1 ·5Gal U1-30a~ B1·3Man 01·3ManCll-4GlcN111-6 
/ 

/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

R 

' ' ' ' 

[ 0J:-6LB1-4r.tana1-] 
MOL% 

R• H 13 
• Ga1B1· 31 
"'ha 1·2Gal81· 29 
• GalB1...0Ga51· 13 
• Gle81..3GalB1· 1 
•Ara 1-2Ge.IB1-3C3-1B1· 6 
• a.JB1...3Ga!IJ1-3GalB1· 3 

' 

-. Ara 1·2GelB1-3Gall51-30alB1 •1 

OH 

' 1 
1 
1 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 

ir~=:~-C:~·:::~ 

/ 

/ 
/ 

/ ' 
/ ' 

/ ' 
/ 

1 CH-0-(CH~, 11CH, 

I O bH-OH 

INOSITOL·O·t·0-6H, 

OH 

' ' 1 



I 
I 

I 

1 

FIG. 3 ESTRUCTURA DE LA LPG DE Leishmania mexicana 
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trisacáridos ( fiqura 3 ). 

La parte lipidica de la LPG es similar al fosfatidil inositol 

unido a carbohidratos que ha sido reportado para un gran nWnero 

de proteinas en membranas de eucariotes, pero la LPG es el primer 

caso de un lipido de este tipo unido a un polisacárido. La 

principal diferencia estructural consiste en que los 2 lipidos 

estan anclados a un fosfatidil-inositol PI ) convencional 

diacilados para la proteina y un liso-alkyl PI para la LPG. 

Las Leishmanias pueden ser los primeros organismos reportados que 
pueden usar diferentes glicolipidos para anclarse a 2 distintas 

superficies de macromoléculas ( LPG y la proteasa de superficie de 

promastigotes conocida como GP63 ), ( Chang, 1990 ). 

La inusual estructura de la LPG puede dar lugar a las propiedades 

altamente antigénicas, además la gran diversidad en las unidades de 

repetición sacaridicas de la molécula, de acuerdo a la especie y 
cepa de la que se trate, da por resultado una gran diversidad 

antlgénica. 

La heterogeneidad antigénica probablemente sea mas importante para 

otro grupo de moléculas relacionado con la superficie de membrana, 

como los glicolipidos inositol (GIPLs), los cuales estan 
compuestos por unidades de azücar de dimensiones variables 

similares a la LPG, pero estan ancladas a la membrana por cua1quier 
alkil-alcil-glicerol o llao-alkil-glicerol. 

Los GIPSs son antigénicamente diferentes, no obstante pueden ser 

precursores de LPG y de g1icosil-fosfatidil-inoaitol (GPI), o de 
l ipidos anclados a ciertas gl lcoproteinas de membrana como la 

gp6J, que es una metaloproteinasa asociada con la actividad 

proteolitica ( Chang ,1990 ). 

Estudios funcionales paralelos al análisis estructural han 

demostrado que la LPG juega un papel importante en la interacción 
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y supervivencia de la Leishmania dentro del macrófago ( Hand.man, 

1986 ). 

Las evidencias experimentales sugieren que la LPG se combina con 

l.oe radical.es l.ibres del oxigeno; inhibe a enzimas relevantes como 

las qlicosidasas lisosomalea y l.a proteina C kinasa ( Me Neely, 

l.987 } asi como la inhibición de enzimas digestivas del mosco 

vector • otra de la acciones biol.ógicas propuestas es la inhibición 

de la respuesta lin!oproliferativa ( Chang, l.990 ). 

Las proteasas tienen importantes papeles biológicos, como el 

asociado a la virulencia de los microorganismos. Recientemente se 
han encontrado en células eucariotas una gran variedad de esas 

enzimas,( Mc.Kerrow J., 1988 ). La caracterización bioquimica de 
estas moléculas es interesante, para comprender su posible papel 

biológico en las infecciones 

Asociada con la actividad proteolitica, se ha reportado la 

presencia de una glicoproteina de membrana de 63 kDa en el género 

Leishmania, llamada gp63. Está molécula se encuentra en la 

superficie de parásitos en 1as especies mas patógenas en ambos 
estadioa de desarro1lo, ( Chaudhuir, l.989 ) • So estima que 

constituye cerca del 1 t de las proteinas de la superficie de la 
célula, con aproximadamente soo,ooo copias por célula y tiene 

actividad de proteasa a un pH alcalino de 4. 

La qp63 fue reconocida inicialmente como la 9licoproteina más 

antigénica de Leisblzsania mexicana amazonensis ( Chang,K.P.1983 )· 
La gp63 de L. m. a.mazonensis fué purificada con anticuerpos 

monoc1onales y se encontró que tiene actividad proteolitica contra 

algunas proteínas na ti vas a pH superior a 4. Esto es de gran 
relevancia. para la Leishm.ania como pará.sito del compartimento á.cido 

del fayolisosoma del macrótago. (Chaudhuir 1989 ). 

Aun no se conoce el papel de esta molécula en la virul.encia del 
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parásito. La gp63 de L. mexicana purificada en ambos estadios con 

anticuerpos mono y policlonales indican que : 

La gp63, es una metaloproteinasa ácida, poaiblemente con Zn 

(II) en su sitio activo. 

Esta presente en ambos estadios del desarrollo del parásito, 

con cambios moleculares durante la evolución de este. 

La actividad bioquimica que tiene es de una proteinasa 

(Chaudhuir, 1989 ), 
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UTXLXZACXON DB LAS LBCTXNAS COKO UNA HBlUU\KXBNTA PARA 

LA XDBNTXPXCACXON DB LA LPO. 

Re~ientemente se han realizado trabajos utilizando lactinas como 
herramientas para la identificacci6n de los polisacáridos de 

superficie de la membrana de los promastigote mediante aglutlnaci6n 

con lactinas espec1ficao y por medios histoqu1micos ( OWyer,1974 ) • 

Las lactinas son prote1nas o glicoprote1nas de origen no in:mune que 

posen la capacidad de reconocer espec1f icamente estructuras que 

contienen carbohidratos y de aglutinar diversas células, as1 como 

de precipitar glicoconjugados. Estas moléculas poseen por lo menos 
dos sitios do enlace que se unen a residuos carbohidratos de manera 

no covalente y sin provocar ninguna modificaci6n a su estructurta 

primaria. En el reconocimiento participan las cargas de superficie, 

el anomer1smo de los azó.carea (alfa o beta ) y el reconocimiento y 
la localizaci6n de uno o mas residuos de azücares en las cadenas de 

carbohidratos. 

Estas moléculas fueron descritas a finales del siglo pasado y hasta 

la fecha se han identificado un gran nümero de ellas, provenientes 

tanto de plantas, como de animales, bacterias entre otros 

organismos. 

Se han utilizados técnicas de inhibici6n con diversas estructuras 

con carbohidratos para su identificaci6n y determinaciOn de su 
especificidad o bien mediante la precipitaci6n de glicoconjugados. 

Por la capacidad de reconocer espec1f icamente a estructuras 
sacar1dicas, se ha utilizado ampliamente a las lectinas para aislar 
glicoprote1nas y polisac&ridos y reconocer azQcares de la 
superficie de numerosas células (Lis, 1986 ). 
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La lectina de con A tiene una elevada afinidad por una estructura 

bicatenaria constituida por un centro trimanos1dico sustituido por 

2 res1duos de N-acotil-D-glucosamina y la lectina de lenteja 

reconoce con elevada afinidad a una estructura bicatenari& del tipo 
N-acetilactosam1nco con residuos de galactosa en una posici6n 

terminal no reductora, su uniOn aumenta considerablemente si se 
encuentra unido a un residuo de fucosa por enlaces a(l-6) en la 

GlcNac que se en'cuentra unida a la Asparagina ( figura 4 ) , 

(Debray, 1981 ) • 
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FIGURA 4. ESTRUCTURAS GLICOSIOICAS RECONOCIDAS POR LAS LECTINAS DE 
CON A Y LENTEJA 

CON A 

&-GlcNac-(l-2)-a-1an-(l-J) 

B-Man-(1-4)-BGlcNac-(l-4)-B-GlcNac-Asn 

1 
&-Glc-(l-2)-a-Man-(l-6) 

-~~HM)-~l~•o-<>-7•-<MJ i' 

&-Man-(1-4)-&-GlcNac-(l-4)-&-GlCN¡c 

~ a(l-6)-FUC 

-B-Gal-(~-4)-&-GlcNac-(l-2)-a-Man-(1-6) 

26 



O B J B T X V O B 

l) Aislar y caracterizar parcialmente al Factor Excretor o 

Lipofosfoglicana (LPG) de Leisbmania mexicana mexicana de 

varias cepas aisladas en México con diferentes caracteristicas 

cl.inicas, purificadas cromatografia de afinidad con lactinas. 

2) Determinar alguna actividad biológica do las fracciones del 

Factor Excretor purificadas. 

3) Determinar la utilidad de las lactinas Con A y de lenteja como 

herramienta para aislar e identificar las diferentes cepas de 

Leishmania existentes en México. 
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H I P O T E S I S 

se ha demostrado que existen notables diferencias en la 

composición eacari·dica y en la estructura del Factor Excretor, 

que son moléculas de lipofosfoglicanas o LPG de la superficie 

del parásito, en diferentes especies y fases de desarrollo del 

género Leishm.ania, se supone entonces que debe existir tales 

diferencias aun entre cepas de la misma especie. 

Si la LPG es una molécula que interviene en la penetración y 

sobrevivencia d~ la Leishmania dentro del macrófago además de 

estar relacionada con su virulencia, entonces debe haber 

diferencias en la evolución la ent'ermedad en ratones 

susceptibles si son inmunizados previamente con la LPG. 
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J u s T i F i e A e i o N DE L TRABAJO 

Se han reportado numerosos casos en México de leishmaniasis 
cutAnea que en ocasiones se diseminan o que curan espontáneamente, 
siendo que el agente etiológico identificado es el mismo. 

Esto hace suponer que existen diversas cepas, varias de las 

cuales ya han sido caracterizadas parcialmente de acuerdo a la 
evolución de la enfermedad, por medio de isoenzimas y por 
hibridación de DNA, pero aun no so han determinado las diferencias 

bioquimicas ni moleculares que existen entre ellas. 

En este trabajo se pretende contribuir al conocimiento de estas 

caracteristicas, además de sentar las bases para estudios 
subsecuentes que permitirán determinar la estructura primaria y 

la conformación de moléculas que aparentemente tienen un papel 

relevante en la sobrevivencia del parásito dentro del macrófago 

y que le confiere virulencia, como es el caso de la 

lipofosfoglicana de la superficie de la membrana del parásito, 

tanibién llamada Factor Excretor o LPG. 

Se pretende además establecer una metodologia para la 

identificación y purificación de fracciones de la LPG que pudieran 

utilizarse como antigenos puros para inducir una verdadera 
protección contra el parásito. 
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HATBRI~L ~ HBTODO 

1. CULTIVO DB LlllBHMANIA 

Se trabajó con 4 cepas de Leistunania. moxican11 mexicana, de las 

cuales la cepa Gustavo Solis ( LCD ) fué ais1ada en el laboratorio 
de Inmunobioloqia. de los Parásitos, del departamento de Inmunoloqia 

de la Escuela Nacional de Ciencias Biolóqicaa del IPl.J, por 1a Ora. 

Alllnlia Monroy a partir de. un pacienta con leish:mania.sis diseminada 

proveniente de Cárdenas, Tabasco. Las cepas Heriberto Frias ( H. F. ) 

y Soberano fueron donadas por el Instituto Diagnóstico y 
Referencia Epidemiológica de la Secretaria de Salud ( :rnoRE ) • 
Finalmente la cepa Yucatán, fué donada por el or. Fernando Andrade 
de la Universidad Autónoma de Yucatán. Todas fueron tipificadas en 
el laboratorio de referecia de la Organización Mundial de 1a Salud 

( OMS ) en la Medicine T~opical and Hygiene Schoo1 por e1 Dr. J. 
Evans. 
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CUADRO 2. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS DE LEISHKl\NIA HEXICAHA 
MEXICANA UTILIZADAS EN ESTE TRABltJO 

CEPA 

Yucatl\n (YUC) 

HERJ:BERTO FRIAS 
( H.F. ) 

Gustavo So11s 
( LCO) 

Soberano (SOB) 

CLAVE OMS 

MHOM/MX/83/UAVCV 

MHOM/MX/84/ISETHF 

MHOM/MX/84/ISETGS 

Ml!OM/MX/88/HRCJS 

CARACTERISTICAS 

cutánea, localizada, sin 
cura espontánea, aislada 
de un paciente de 
Quintana Roo 

cutánea, localizada, 
aislada de un paciente 
de Veracruz 

cutanea, diseminada con 
cura espontánea, aislada 
de un paciente de 
Cárdenas Tabasco 

cutánea, localizada, sin 
cura espontánea, aislada 
de un paciente de 
Cárdenas, Tabasco. 

Los parásitos fueron mantenidos en el. laboratorio en ratones 
Balb/C y C57BL inoculados en el cojinete plantar izquierdo y en 
cultivos con medio RPMI con 10 % de suero fetal de ternera (Sigma 
Chem, USA ) y el medio bifásico de Seneckji. Para epte trabajo 
unicamenta se utilizó e1 medio RPMI co~p1ementado con suero fetal: 

100 ml de RPMI ( Sigula Chem,USA ) 
suero Fetal de bovino el 10% ( In Vitro ) 
2 ml de NaC03 al 7.St ( J.T. Baker ) 
l ml estreptomicina-penicilina (100 µg/ml) 
ajustando el pH a 7 con HC1 
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La curva de crecimiento para cada una de las cepas se realiz6 en 
tubos de cultivo con S ml de medio RPMI. inoculandose 1X10 ' 
promostigotes y se incubaron a temperatura ambiente. se realiz6 la 
cuantificaci6n de los parásitos en cAmaras de Neubauer cada tercer 
d1a para detEn~·minar lila tases de crecizniento. (Garcia, 1993 y 

FUentes, 1993). 

Para cada cepa se inocularon de 6 a a frascos de 500 m1 de medio 
RPMI con promnstigotes para obtener un gran volü.lnen de material 

para purificar la LPG. Estos se incubaron a temperatura ambiente de 
7 a 10 dias para posteriormente purificar el Factor Excretor. 

2.- BXTllACCXON DB LA LZPOPOSPOQLXCANA ( LPQ ) 

A partir de los cultivos de RPMI con 7 a 10 d1as de crecimiento, a 
temperatura ambiente, equivalente a la fase estacionaria del 

crecimiento del parAsito y con una concentración de1 par&sito de 

aproximadamente 6 x 106 promastiqotes/ml, &e procedi6 a extraer la 
lipofosfoglicana ( LPG ) , seqOn la metodologia propuesta por 
Slutzky G., ( 1979 ), para esto se usaron de 3 a 4 litros de medio 
para su procesamiento. 

PROCEDZHIEHTO 

a) so centifu96 el ~edio de cultivo a 3000 rpm durante 15 
minutos para separar los p4rasitos y el material particu1ado 
del medio. 

b) se centrifuq6 nuevamente el medio a sooo rpm durbnte 30 
minutos,parn eliminar todos los residuos celulares del medio. 
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e} Se filtró el sobrenadante del medio con una tnetabrana 

Millipore de o.45 ~m para eliminar part1culas. 

d) El material filtrado se calent6 a bafto Maria a 70º e y se 

le agreq6 Ac. acético glacial al 10 \ hasta alcanzar un pH 
aproximado de 5, y se continu6 cAlentando JO min hasta que se 

precipitar6n las proteínas. 

o) Las protelnaa precipitadas se eliminar6n tnediante 

centrifu9aci6n a una velocidad de 5000 rpm durante 15 
minutos. 

f) El medio se concentr6 por iiofilizaci6n. 

g) El medio concentrado se dializó exhaustivamente contra agua 

destilada usando un~ membrana Spectrapor con poro de G,ooo A 

8 1 000 Da, durante 48 hr, con un recambio del agua cada 12 hr. 

h) Las protetnas restantes se eliminar6n aqreqando al medio 

concentrado una soluci6n de fenol : preparada con 150 g de 

teno1 en 100 ml de agua destilada calentanda a 70° e y 

manteniendo la a esa t'emperatura en sano Maria, se homogeneiZo 
perfectamente la mezcla y posteriormente esa soluci6n se 

centrifugó a 15 000 rpm durante 10 minutos, esto se repitió 

4 a 5 veces o ha.ata que ya no quedar6n mas residuos de 

prote1nas: 

i) La purificaci6n de la LPG se realiz6 por cromato9raf1a de 

filtración en una columna do 150 x 2. 5 cm con Sephacryl s-100, 

equilibrada y elu1da con soluci6n salina O. 86 \ con una 

velocidad do flujo de 18 ml/hora con un volu~en total 

de 200 ml, colectando fracciones de 3 ml cada una~ 

j) Se determin6 el patrón de elución de las fracciones 
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espectofotómetro Beckman DU 70. 

k) Las fracciones que mostrarón una densidad óptica mayor de 

1.00 rua. se colectaron. Finalmente el material purificado se 

concentró por liofilización y se resuspendi6 en un vol\lmen de 

5 ml de solución salina 0.86 t. 

1) Se determinó la presencia de las moléculas con dominancia 

antigénica del eluido mediante una inmunodifución doble 

(Oüchtorlony) utilizando S\\ero hiper inmune de conejo, 

inmunizado con una mezcla de las 4 cepas de Leishmanla 

mexicana bajo el esquema del cuadro 5. (manual de prácticas de 

inmunologia.Depto Inm.unologia. ENCB,IPN) 

CUADRO 3. ESQUEMA DE INMUNIZACION DE CONEJOS CON LEISllMANIA 
MEXICANA * 

INMUNIZACION TIEMPO DOSIS VIA 

• 

dias ml 

1 o 0.25 1.v. 
2 4 o.so 1.v. 
3 8 1.0 1.v. 
4 12 1.s r.v. 

300 millones de promastigotes / ml 

m) Se cuantificarón los carbohidratos usando la técnica del 
Orcinol yac. sulfárico (Remington, 1940 ). 

Se utilizó una solución de Orcinol ( Sigma ) de 1.5 g en 100 

ml de 11,so4 al 30 %. 
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- se colocaron 0.2 ml de la sol. de Orcinol, 1.5 ml de H2S04 
al 60 ' y 100 µ1 de la muestra, calentandose a soº e por 20 
minutos y enfriando 45 min a temperatura ambiente en 

condiciones de oscuridad. se determinó la absorbancia de las 
muestras a 420 nM. 

3,- PORU'XCACXOH DB u LPO roa CROKATOGRAJ'Xl'\ DB UXJIIDAD OTILXZJUIDO 

LBCTXNAS 

Se utilizaron 2 columnas de cromatografia de 1.5 x 10 cm de 

Mini-Leak agarosa ) Kem-En-Tec, Copenhage, Dinamarca, 

activada con divinilsulfonato. Estas se acoplaron con 400 mg 

de lectinas de Canavalina ( Con A ) y de Le.ns culinaria 

(lenteja), ambaa obtenidas de Pharmacia Chemical, Suecia. 

Se colocaron 100 µl de LPG total de cada cepa en las columnas 

de cromatografia con Con A y lenteja. 

La fracción no retenidas ( F I ) fuá eluida con solución 

salina ( NaCl) 0.86 l y una fracción retenidas ( F II ), la 
que fuá eluida de la columna con Metil- a-o Manopir~nósido 

(a-MM ) 0.2M ( Sigma ) y una fracción mas, fué obtenida por 

la adición de CH2COOH al 3l ( FIII ). 

Se real.izó un espectro de absorbancia y se determinó el patrón 
de elución para los componentos aislados mediante la medición 
de la densidad óptica a 215 nm de cada fracción. 

Se dializarón exahustivamente cadi:J una de las fracciones 

obtenidas en agua destilada para eliminar las sales, el 

manósido o el ácido acético, para posteriormente liofilizarlas 

y resuspenderlaa con agua destilada. 
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Se les determinó la presencia de epitopes inmunodominates de 

las fracciones por medio de una inmunodifusión doble 

(Oüchterlony ) con suero de conojo hiperinmune. 

4.-COMPOBICION DB Cl\lU!OBIDRATOS POR CROMATOGRAJ'IA DB GASES 

A cada una de las fracciones purificadas por cromatografia de 

afinidad con lactinas se les determinó la composición dG 
carbohidratos, hidrolizando cada fracción con IDetanol /HCl o.s 
M a ioo0 e por 24 horas, provocando la formación de 
alditoles, los cuales se trifluoroacetilaron mediante la 

adición de piridina y ácido trifluoroacético, ( Montreuil J., 

l.986 ) y ( zanneta, l.972). Estas determinaciones fueron 

realizadas en el laboratorio de Quimica Biológica de l.a 

Universidad de Ciencias y Técnicas de Lille. Villanueva 

d'Ascq. Francia. 

5.- CARACTBRIBTICAS BIOLOGICAS DB LA LPG 

a) Inoculación de animales 

se utilizaron ratones singénicos de la cepa Balb/c hembras, de 
45 dias de edad obtenidos del bioterio de la Facultad de 

Medicina de la UNAM, se hicieron 6 grupos de 10 animales y se 
les inmunizó con la LPG de la cepa Soborano, a una 

concentración por ratón de 4.5 µg/ml ajustada en un volumen 

final 0.4 ml por animal, siguendo el esquema de vias de 

inoculación propuesto en el trabajo de J. Alexander y 
Rusell,1989 (cuadro 4 ). 
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CUADRO 4, ESQUEMA DE INMUNIZACION DE RATONES BALB/C CON LA LPG 

Grupo 1 
Grupo 2 

Inmunización con LPG por via intraperitoneal 
Inmunización con LPG por via subcutánea (cojinete 

plantar izquierdo) 
Inmunización con LPG por via subcutánea mas 
adyuvante completo de Freund l:l (v/v) 
Inoculado con adyuvante completo de Freund por via 
subcutánea. 
Testigos infectados con Leishmania subcutánea
mente en cojinete plantar izquierdo. 

Grupo 3 

Grupo 4 

Grupo s 

Grupo 6 Testigo inoculado únicamente con o. 4 ml de PBS en el. 
cojinete plantar izquierdo 

Se hizó una reimunización a los JO dias con el mismo esquema y 
final.mente 60 dias después se procedió a infectarlos con 
promastigotes en fase estacionaria ( cultivo de 10 dias de 

crecimento de Leishmanla mexicana mexicana cepa Soberano, 
inoculando 5 millones de Promastigotes resuependidos en PBS en 

el cojinete plantar derecho de cada ratón ( Rivas, 1990). 

se observó la evolución de la infección durante 3 meses, evaluando 

y midiendo el diámetro de la lesiones con un bernier cada 15 dias. 

Se sacrificaron los animales a las 12 semanas y se realizaron 
observaciones histopatológicas de las lesiones de las patas, 

fijandolas con formaldheido al 10 % y se utilizaron técnicas 
histológicas convencionales. A los cortes se les realizó la tinción 

de Hematoxilina-Eosina. 

5.2. EFECTO DE LA LPG SOBRE LA FAGOCITOSIS 
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So utilizaron ratones hembras Balb/c de 45 diae de edad, 

obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNl\M. 

Se obtuvieron los mncr6fagos de cavidad peritoneal en 

condiciones estériles, extrayendose con PBS estéril con 

heparina al o. l. \:, posteriormente se lavaron y se 

resuspendieron en 5 ml de medio RPMI con suero fetal de bovino 

(Sigma Chem) al 10 %., adicionado con l. ml de glutamina. 

Se colocarón 500 macrófagos por pozo en placas de cultivo de 

24 pozos para células a los que se les babia colocado 
previa~ente cubreobjetos esteriles cortados al tamaño de los 
pozos. 

Se dejarón adherir durante 2 Hr. y posteriormente se lavaron 
para agregar la LPG y io ooo eritrocitos de carnero 

resuspendidos en 300 µl de PBS, obtenidos del Rancho de 
Topilejo de la Facultad de Medicina Veterinaria y zootecnia, 

UNAM, siguiendo el esquema del cuadro 5, para cada una de las 

fracciones y para la LPG total. 

CUADRO 5. ESQUEMA DE INCUBACION DE MACROFAGOS PERITONEALES DE 
RATONES BALB/C CON LPG. 

1 4 µg/m1 de LPG 
2 2 µg/ml de LPG 
3 o.a µg/ml de LPG 
4 0.4 µg/ml de LPG 
5 0.2 µg/ml de LPG 
6 o. 004 ¡.¡g/ml de LPG 
7 0.0004 µg/ml de LPG 
a 2 µg/ml de LPG + ÓMM(0.2M) 
9 0.4 µg/ml da LPG +ÓMM(0.2M) 
10 Testigo 1 ÓHM(0.2M) 
11 Testigo 2 RPMI 

* Estos ensayos se realizarón por triplicado 
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Los macrófagos con la LPG y los eritrocitos se incubaron l hr 

a 37ºc con atmósfera de co2 y finalmente se lavaron de 4 a 5 

veces con PBS para eliminar los eritrocitos y se procedió a 

fijar con metanol absoluto durante 5 minutos y a teñir con 

Giemsa 1:20 durante 20 minutos. 

Se revisaron 4 campos a lOOx, contandose en cada 100 

macrófagos los eritrocitos dentro de cada macrófago, los 

resul tadoe ae expresan como indice fagocitico que es el número 

de eritrocitos por macrófago x 100. 
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RBBUL'rAIIOB 

:r. cuan DB CRBC:tK:tBNTO DB LOB PARAB:t'rOS 

Todas las cepas de Leishmania utilizadas tienen un crecimiento 

logaritmico que comprende hasta el 7o. dia en promedio 

presentandose una fase estacionaria que abarca del 7o. al lOo. dia 
en promedio. Finalmente ol parásito empieza a perder movilidad, 

alterar su morfologia y finalmente morir después del 14 o. dia. 

La cepa Yucatán presenta mayor número de promastigotes /ml en la 

fase estacionaria con 14 x 106, siguiendole la capa LCD con 11Xl06 

promastigotea/ml, la cepa H.F con 9 x 106 promastigotes/ml y 

finalmente la cepa Soberano con 6 x 106 promastiqotes/ml. (Garcia, 

1993 y Fuentes, 1993). (Figura 6 ). Estos datos muestran que los 
promastigotes de las cepas Yucatán y LCD tienen la capacidad de 

reproduccirse más rápidamente en cultivo que las otras 2 cepas, por 

lo que el rendimiento del cultivo para la obtención de LPG es 

mayor. Sin embargo la obtención de la LPG para las 4 cepas se 

realizó en el dia 10. 

:t:t. PUA:tF:tCACION DE LA LPG. 

II.a) OBTENCION DEL EXTRACTO TOTAL DE LA LPG DE LEISHMANIA 

Las diferentes cepas de Leishmanin mexicana que se utilizaron para 
este trabajo fueron aisladas directamente de pacientes con 

leishmaniasis de diferentes localidades de la Repllblica Mexicana, 
y tipificadas en el laboratorio del Dr. Evans en el Medicine 

41 



N 
o 16 

14 
p 
r 12 
o 
rn JO a 
s 8 
1 
1 6 g 
o 4 t 
e 

2 s 
/ 
rn 

3 1 

FIGURA 6 

CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS 4 CEPAS DE 
L. mexicana 

5 7 9 JI 
DIAS 

l--=~B- -+- YUC -- ~-::_:ni 

13 



Tropical and Hygiene school, Londres, mediante la identificación 

de la actividad de diversas isoenzimas e hibridización de DNA. 

Cada una de las cepas han sido conservadas en el laboratorio en 

cultivo en medio RPMI suplomentado con suero fetal de ternera al 10 

\ y en el medio bifásico de Seneckji y frecuentemente inoculando 

ratones para conservar la virulencia de las cepas. 

Se utilizó en este trabajo la Lipofosfoglicana (LPG} de 

promastigotes en fase de crecimiento estacionario correspondiente 

al d1a 7 al 10. 

La técnica de extracción de la LPG se realizó seg~n el protocolo 

propuesto por Slutzky,( 1979), que permite la desnaturalización 

de las proteinas mediante cambio de pH con ac. acético, 
calentamiento a 70ºC y posteriormente la utilización de fenal. 

Con esta técnica se pudo obtener por cada 6 x 106 promastigotes por 

ml. en cultivo concentraciones de carbohidratos que ocilan de los 

50 a los 100 µq/ml (cuadro 6 ) • 

En el proceso de aislamiento del Factor Excretor en primer lugar se 

dializó exhaustivamente cada una de los extractos de las cepas 

trabajadas con una membrana de dialisis de nitrocelulosa con un 

limite de corte entro 6 a a kDa y posteriormente por cromatografia 

de filtación en una colúmna con Sephacryl s-100 cuyo volúmen de 

exc1usión fué previamente calculado mediante la aplicación de 

diversas proteinas con pesos moleculares conocidos como; alb~mina 

sérica bovina, con P.M. de 68 000 : citocrómo e, con un P.M. de 12 

400 y mio9lobina con un P.M. da 18 ooo. 

como se presenta en el cuadro 6 la mayor concentración de LPG 

determinada por cor1tenido de carbohidratos totales mediante la 

técnica del orcinol, ( Remington, 1940) .fue obtenida en un voltlmen 

de exclusión de aproximadamente 100 ml. como puede observarse de 
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acuerdo a la absorbancia a 280 ron que es la indicada para la 

lectura de proteinas, no se encuentra material proteico en de las 

fracciones colectadas.( figura 7). 

Finalmente a cada una de las tracciones colectadas se les realizo 

una inmunodifusión doble ( Oüchterlony ) en placas de agarosa y 
suero hiperimune de conejo, para determinar en cual fracción se 

encontraba la LPG, obteniendose siempre entre las fracciones 

comprendidas entre los 105-111 ml de un total da 200 ml eluidos, 

por lo que de acuerdo a los marcadores de peso molecular que se 

utilizaron, la LPG tiene un peso molecular aproximado de 10 kDa. 

para todas las cepas estudiadas. 

CUADRO 6 • CONCENTRACION DE CARBDHIDRATOS DE LOS EXTRACTOS 
TO~ALES DE LA LPG DE LAS 4 CEPAS ESTUDIADAS (Tec. Orcinol) 

CEPA CONCENTRACION 

LCD 99.38 µg/ml. 

'iUC 75.27 µg/ml. 

SOB 55.17 µg/ml. 

H.F. 51.35 µg/ml. 

II.b) PURIFICACION DEL FACTOR EXCRETOR O LPG PDR CROMATOGRAFIA 

DE AFINIDAD CON LECTINAS 

La LPG de cada una de las cepa fué purificada por cromatografia 

de afinidad' usando una co1umna de agarosa conteniendo la 1ectina de 

canavalina ensiformis (Con A ) y por otro lado una colwnna acoplada 

con lectina de Lena culinaria (lenteja). 

43 



P.A?ROH DE ELUCION DE L1G DE L. MEXICANA 
CEPA SOIEUNO PURlFlCADA CON CON A 

'I 1 
r~A-A 0r- --ª ~- -~- ~- -- -- ~- -~ 1 

~ ol ' 
1 ~ o 13 ~ ~ ~ ~ 

fRMX'IOtf 

PA?JlON DE ELUCiOH DE LPG DE L. MUICANA 
CEPA TlJCAT>.N PURlFlCA.DA CON CON A 

~fil-·~¡ "L-mA ·:-·l~.· 
1 5 o 13 17 '2! ~ 

20 

2"-

l.!'--

º' 

PAT.ROH DE ELVCION DE LPS DE L. MlllCANA 
CEPA tCD PURIFlCAnA CON CON A 

a -

o)-<·, I'''!' ,i"'p--1.¡• •¡•M¡ • ••¡.\! 
1 13 17 ,. "' 

rllM:CIOH 

PAfROH DE ELUClOH K LPG DE L. MEXICANA 
CEPA H.F. POlllFICADA CON CON A 

13 17 ,. ,, 
Jllrll;CICH 



con lactina de Lens cullnaris (lentaja). 

Oe acuerdo al partil de eluci6h presentadas para cada cepa para Con 

A, se purificaron 3 fracciones, la primera fracci6n corresponde al 

material no retenido ( F I ) , que contiene hasta el 50 t del 

material aplicado a la columna, la segunda corresponde al material 
con gran afinidad por la lactina y que fue retenido por la columna 

( F II ), el cual tue olu1do mediante 1a adici6n a la columna do a 
Metil- Man6sido o. 2 K y finalmente una tercera f'racci6n la cual fué 
recuperada mediante la adici6n de Ac. acético al 3 t:. conao se puede 

observar en la figura e el perfil de eluci6n para cada una de las 

cepaa fué muy sitni lar.. En cambio para el caso de la lactina de 

lenteja no se pudo aislar ninguna fracci6n, ya que todo el extracto 

de la LPG que Ge agrag6 no fUé retenido ni reconocido por la 
lactina. 

Cada fracci6n purificada por cromatografía de atinidad con Con A 

fué liofilizad.a para posteriormente determinar la concentración de 

carbohidratos por la técnica del orcinol-ac. sulfO.rlco. Como se 
aprecia en el cuadro 7 e1 proceso de purificación de las 

diferentes LPGs por cromatograf1a de afinidad permito una 
recuperaci6n del material aplicado a cada columna superiQr al BO t 

en cada caso. La lactina de Lens culinarls no posee la capacidad do 

retener la LPG y practicamente todo al materia1 aplicado a la 

columna es recuperado con todas sus caracteristicas anti9énicas en 

111; fracción no retenida por la columna ( F l: ) , como lo revela la 

illlllunodifuai6n ( cuadro 8 ) • 



CUADRO 7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION • DE CARBOHIDRATOS 
DE CADA FRACCION PURIFICADA CON LECTINAS DE CON A Y 
LENTEJA 

CEPA TOTAL FI FII FIII 

CON A LENT CON A CON A 

LCD 99.39 43.10 95.53 32.02 24.26 

YUC 98.27 43.40 92.98 12.87 29.00 

SOB 98.17 49.92 93.20 34.77 10.48 

H.F. 97.35 45.53 94. 52 32 .13 13.69 

* valores reportados en µg/ml 

Se observo la presencia de determiantcs antig6nicos en las 
fracciones F II purificadas en la columna de con A para todas las 
cepas, los cuales pueden ser comdnes ya que fueron reconocidos por 
el suero hiperinmune en la inmunodifusi6n y que tienen identidad 
total (Cuadro e). Es interesante al hecho de que las fracciones 

F I y Y III para cada una de las cepas estudiadas no es reconocido 
por los anticuerpos excepto para las cepas de L. JDG.X'icana Soberano 
y H.F. 
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CUADRO 8. RECONOCIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS DE CONEJO cr LPG DE 
LAS FRACCIONES PURIFICADAS CON LECTINAS 

CEPA TOTAL p I PII 
Con A Lent Con A Lent 

SOB + + + 

LCD + + + 
YIJC + + + 

H.F. + + + 

FIGURA 9. INMUNODIFUSION DE LAS FRACCIONES DB LA LPG 

'-~ 

~ 
B 

F III 
Con A Lent 

+ 

+ 
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II.c) COMPOSICION DE CARBOHID!<ATDS 

Las compoaici6n de carboh1dratoa de la LPG determinados por 

cromato9raf 1a de gases muestran importantes dife~encias en cuanto 
a la composici6n de carbohidr~tos entre cada una de las fracciones 
purificadas con Con A y talllhián hay grandes diferencias entre las 
4 cepas entre si.( figura 10, ll, 12 y 13, cuadros 9, 10, 11. y 12). 

CUADRO 9. COMPOSICION SACARIDl.CA Di> LA CEPA SOBERANO PURil'ICADA 
CON CON A 

carbohidrato E:xt,Total F II F II:I 

Arabinosa 15.3 l.19 33.0 
Galactosa 6.B 7.7 4.9 
Manosa 7.6 46.0 lB.7 
GalNac o.s 
GlcNac 6.4 l.2 l.2 
Glucosa 1.5 o.a 2.5 
NaNa• 0.9 
Xilosa ll .o 

• Determinado como ~cido N-acetil-Neuram1nico. 
valores expresados en Mol \ considerando un P.M. de 10 kDa. 
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CUADRO 10. COMPOSICION SACARIDICA DE LA CEPA YUCATAN PURIFICADA 
CON CON A 

Carbohidrato Ext.Total F II F III 

Arabinosa 9.7 s.1 1.2 
Galactosa 4.6 1.0 21.0 
Manosa 34. 7 32.J 25.J 
Glucosa J. 4 8.6 a.o 
GlcNac l. 6 J.2 o.4 
Xi losa 2.0 

* valores expresado en Mol ' considerando un P.M. de 10 kDa. 

CUADRO ll. COMPOSICION SACARIDICA DE LA CEPA H.F PURIFICADA CON 
CON A. 

Carbohidrato Ext.Tolal l' II F III 

Arabinosa o.J 1.8 5.6 
Galactosa 6.5 1.0 22.s 
Manosa 25.0 45.51 2a.2 
Glucosa 6.0 1.3 l.l 
GalNac s.o 
GlcNac 10.2 6.1 

valores expresados en Mol. 'I; considrando un P.M. de 10 kDa. 
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CUADRO 12. COMPOSICION SACARIDICA DE LA CEPA LCO PURIFICADA CON 
CON A 

carbohidrato Ext.Total F II F III 

Galactosa 4.5 3.2 5.1 
Manos a 12.2 28.0 10.2 
Glucosa 2.6 
GlcNac B.2 1. o 

valores expresados en Mol \ considerando un P.M. de 10 kOa. 

Se puede apreciar que para todos los casos los ~arbohidratos mas 

abundantes son_manosa y galactosa en todas las fracciones y todas 

las cepas y el mas escaso es la glucosamina. La cepa Yucatán y 

Soberano tienen Xilosa en la LPG total, mas no en las fracciones 

purificadas y la copa H.F. junto con la Soberano son las O.nicas que 

tienen N-aceti D-Galactosamina an la LPG totalM Por O.ltimo la cepa 
Soberano es la ünica cepa que tiene una pequona proporción en la 

molécula de Ac. N-Neuramlnico, solamente presente en la LPG total. 

2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS 

2.a) EFECTO DE LA LPG SOBRE LA FAGOCITOSIS 

En el modélo de fagocitosis que se utiliz6, se aprecia una 
disminuci6n d~l indice fagoc1tico de 67 % para el control contra 
el 15 % en los macr6fagos peritonealoe murinos, incubados con 2 
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µg/ml y de cerca del 25 % para los macr6fagos incubados con o.4 

µg/ml, tanto para las 2 fracciones purificadas con la lactina de 

Con A como para la LPG total. En cambio para concentraciones 

mayores (4 µg/ml) o menores ( 0.04 y 0.004 µg/ml), no hubo grandes 

diferencias del indice fagocitico con respecto a los macr6fagos 

testigos, a los que no se les incubo con la LPG ( fig 14 y cuadro 

13 ) • 

Al incubar previa~ente durante 10 minutos los llltlcr6fagos 

peritoneales con la solucion 0.2 M de aMH, antes de adicionar ln 

LPG a concentraciones de 2 y 0.4 µg/ml, se observó que e1 indice 

fagoc1tico con respecto al control, no presentaba variaciones 

importantes, por lo que parece que la manosa adicionada a los 

macr6fagos bloquea los receptores antes de que se le agrega la LPG, 

por lo que hay una competencia por los mismos receptores ( cuadro 

14 ) • 

CUADRO 12. INDICE FAGOCITICO DE MACROFAGOS PREINCUBADOS CON LPG 
DE LA CEPA LCD. 

CONCENTRACION E.TOTAL FII FII:I 

4 µg/ml 69.0 ' 70.0 ' 71.0 ' 2 µg/ml 17 .4 ' 14.7 " 15.4 ' 0.4 µg/ml 26.8 ' ~2.5 " 37.0 ' 0.04 µg/ml 83.7 ' 48.7 " 82.0 ' 0.004 µg/ml 44.4 ' 51.5 " 91.2 ' viabilidad 93.0 ' 85.7 ' 89.3 ' 
control 67.0 ' viabilidad contro1 92.S " 
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CUADRO 16.EFECTO DEL a-METIL MANOSIDO SOBRE LA ACTIVIDAD 
FAGOCITICA DE MACROFAGOS INCUBADOS CON LA LPG. 

CONCENTRACION 

2 µg/ml + aMH 
0.4 µg/ml + aMH 
control manosa 
control eritrocitos 

E.TOTAL 

54.5 ' 
67.4 ' 
13.2 ' 
67.0 ' 

2.b) EVOLUCION DE LESIONES EN RATONES 

FII 

54.5 ' 
66.9 ' 

Después de inmunizar con la LPG y retar los ratones Balb/c con la 
Leishmania, se comenzaron a manifestar alteraciones en las patas da 
los ratones a partir de la 20. semanas posterior a la inoculación 
del parásito. En primer lugar hubo un engrosamiento paulatino del 
diámetro de las patas infectadas, el cual se midió con un bernier 
cada 15 dias. A partir de la 6 semana de evolución, aparecierón 

ulcoraoiones, las cuales empezarón a cicatrizar durante la a semana 
y finalmente presentaron una cicatrización muy marcada, la que 

permaneció durante todo el periódo de observación. 

Al grupo de ratones a los que previamente se les inmunizó con el 
Factor Excretor por la via subcutánea junto con Adyuvante Completo 

de Freund ( grupo J ) , las lesiones comenzarón a aparecer casi 
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slmultánei:\mente que en los demás grupos, pero la diferencia fué que 
las lesiones que se desarrollaron en la pata infectada tuerón 

significativamente mJ.yores en extensión , a la de los otros 3 

grupos. También se presentó diseminación en la otra pata, en la 

cola y en la cara principalmente a partir de la 6 ta. semana. El 

grupo de ratones que fueron inmunizados por la via subcutánea con 

el Factor Excretor pero sin adyuvante (grupo 2 ), las lesiones 

que presentarón fuorón mucho menores, comparando los con los ratones 

testigos. Para loe ratones a los que se les administró el Factor 
Excretor por via intaperitonoal ( grupo l ) , el desarrollo de 

lesiones fUé minimo y n partir de la lDma. semana empezaron a curar 

espontáneamente. ( fig 15 ). 

Finalmente los ratones a los que únicamente se les aplicó el 

Adyuvante Completo de Freund por vía subcutánea ( grupo 4 ), la 

evolución de las lesiones fué muy similar a los ratones testigos ( 

grupo 5 ) , cuadro 17 • 

CUADRO 17. EVOLUCION DEL DIAMETRO DE LAS LESIONES DE LAS PATAS 
DE LOS RATONES INMUNIZADOS CON LPG POR DIVERSAS 
VIAS. 

NO.SEMANA GPO 1 GPO 2 GPO 3 GPO 4 TEST-GPo 5 

1 0.1 o o o 0.04 
2 0.2 0.22 0.23 0.03 0.42 
4 0.41 0.41 o. 67 0.5 0.77 
6 0.6 0.67 1.22 0.1 O.B 
8 0.61 0.77 1.67 1.4 1..3 

10 0.63 0.98 2.03 1.5 1.41 
12 0.28 1.22 2.55 1.7 1.77 

valores expresado& en cm. 

p< 0.5 
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HISTOPATOLOGIA 

se revisó anicamente las lesiones de los ratones testigos con la 
finalidad de confirmar la existencia de1 parásito en las lesiones 
y descartar que lao lesiones tuvieran un origen bacteriano. 

Se encontró en las lesiones un gran número de macrótaqos vacuolados 
con numerosos amastigotes en su interior, además de múltiples 

eosinóf ilos y algunos neutrófilos. También se observarón zonas de 
necrosis én dermis y epidermis. 
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DXSCUSXOll 

El objetivo de este tJ:"abajo fue aislar y caracterizar e1 Factor 

Excretor de Leishmania mexicana mexicana de diversas cepas que ye 

se tenian aisladas y tipificadas por medio de isoenzimas e 

hibridación del ONA, la caracterización se realizó en ol centro de 
referencia de la D.M.S, en la Medicine Tropical and Hygiene School. 

Est.:as cepas provocan manifestaciones cl:Lnicas diferentes y la 

evolución de la enfermedad tiene distinto pronóstico en cada caso. 

En este trabajo Ge utilizaron 4 cepas/2 de las cuales pertenecen 

a la misma localidad geográfica; la cepa Soberano y la cepa LCD, 

ambas de Cárdenas, Tabasco, la primera provoca leishmaniasis 

cutánea diseminada con cura espontánea y la otra leishmaniasis 

cutánea localizada sin cura espontánea. Por ese motivo se consideró 

la importancia de analizar, purificar y conocer la composición 
sacaridica de una de las molécu1a de la superficie de1 parásito, 

que pueden estar interviniendo de manera importante en este proceso 

la cual se le ha identificado como una lipofos!oglicana denomina 
Factor Excretor. 

En cuanto a las curvas de crecimiento de l.os promastigotes de cada 

una de las cepas, se observó que el nümero de parásitos por ml era 

diferente para cada cepa bajo l.as mismas condiciones de cultivo. 

Esto sugiere que cada cepas poseo caracteristicas metabólicas 
diferentes que les permitan ap1;ovcohar mejor los nutrientes del 

medio para crecer y reproducirse. 

Inicialmente se realizó una evaluación del efecto de l.a LPG en l.a 
evolución de l.a parasitosis en ratones susceptibl.es a la 

infección, como 10 son los ratones singénicos Balb/C, de acuerdo 

a los datos de Pérez, ( 1979 ). 
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LOs ratones fueron inmunizados con la LPG via intraperitoneal 

(grupo 1 ) , subcutánea ( grupo 2 ) y subcutánea mas adyuvante 
completo de Freund ( grupo 3 ) y posteriormonte retados con 

promastigotes metaciclicos de Leishmania mexicana mexicana. Las 

lesiones desarroll.adas en las patas de los ratones del grupo 2 

fueron menores que las lesiones que presentaron los ratones 

testigo ( grupo 5 ) inoculados unlcamente con leishmani~, además 

de evolucionar hacia la curación. 

Sin embargo los ratones del grupo 3 presentaron lesiones de mayor 

vol~men· que el grupo 5, además de diseminarse hacia la otra pata 

la cola y la cara. Por lo contrario el grupo 4 ( ratones 
inmunizados unicamenta con el Adyuvsinte sin la LPG antes de la 

infección), presentarón lesiones similare5a los ratones testigos 

del grupo s. Finalmente en los ratones del grupo 1, la infección 
fue muy leve a comparación con los testigos. 

La via de administración de la LPG ea importante para obtener una 

respuesta protectora contra la infección de Leishmania, como 

también lo demostrarán Alexander y Rousell ( 1989 ) , quienes 

encontraron que la via intraperitoneal es la mejor para la 

aplicación de vacunas contra el parásito. Estos datos sugieren que 

la LPG es capaz de inducir una respuesta protectora en ratones 
susceptibles. 

Por otro lado se realizarón estudios histopatol69icos de las 

lesiones desarrolladas en las patas de algunos ratones para 

descartar que las lesiones fueran de origen bacteriano. Los 
hallazgos muestran un gran nútnero de macrófagos parasitados con 

amastigotes do Loishmania. 

La purificación de la LPG se realizó mediante cromatografia de 

afinidad con lactinas, puesto que esta molécula esta constituida en 

gran proporción por estructuras sacaridicas. Se aprovecho la 

capacidad de las lactinas de tener gran afinidad y especificidad 
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estereoquimica a las moléculas de carbohidratos especificas (Sharon 

and Lis 1989). Las lectinas tienen la gran ventaja de tener una 
fuerza de asociación muy baja ( 1.5 x 106 M-1 s-1), lo que permite 

recuperar perfectamente las estructuras sacaridicas que se 

purifican, sin alterar su estructura tal como lo describen Lis y 
Sharon ( 1986 ) • 

En este estudio se utilizarón las lactinas con A y lenteja debido 

a que se conoce su especificidad por estructuras que contengan 

manosa y glucosa y son capaces de identificar pequeñas 
modificaciones estructurales de una cadena oligosacárida y en los 

análisis de la composición de los carbohidratos realizada por Ilg, 

( 1992 ) para la LPG de L. mexicana y por otros autores para otras 

especies de Leishmania se estableció que contenían manosa en 

grandes proporciones. 

La capacidad de las lactinas para reconocer y aglutinar Leishmanias 

fué inicialmente descrito por Dweyer ( 1974 ) y Dawidowiez ( 1975 

) y posteriormente por Shottelius ( 1981 ), quien las utilizó como 
una alternativa para tipificar las especies de Leishmania del viejo 

y nuevo mundo. 

La lectina Con A reconoce y tiene una al ta afinidad por una 

estructura bicatenaria, constituida por un centro trimanosidico, 

Sustituido por 2 residuos de GlcNac: si estos residuos son 

sustituidos por otro azúcar como la galactosa, la afinidad 

disminuye. La lectina de lenteja reconoce estructuras parecidas 

pero con residuos de galactosa en la porción terminal, además 
requiere de fucosas para tener una eleva.da afinidad (Oebray, 1981). 

Utilizando a la lactina de Con A como matriz de afinidad fue 

posible purificar 2 fracciones para cada cepa. Una fraccción 

retenida por la lactina ( FII ) y eluida de la columna adicionando 
Q-Metil Manósido al 0.2M. La otra fracción purificada ( F III ) 1 

fué eluida de la mis1na columna con ácido acético al 3 t. 
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Estos resultados indican que el mecanismo de interacción de la 

lectina con cadn fracción es diferente, mientras que en el primer 

caso el reconocimiento es dirigido ünicamente por la interacción de 

los carbohidratos por esa razón fué posible eluir con e1 azócar 

es~ecifico. En el segündo caso los resultados sugieren la presencia 

de otro tipo de interacciones adicionales entre la lactina y los 

carbohidrato&, las cuales pueden ser de tipo hidrofóbico, por lo 

que se requiere para la elución de la F III, la disminución del pH 

del medio cromatográfico can el ac. acético al 3\ , con lo cual se 

modifica Unicamente la estructura terciaria de la lectina y la 

consecuente modificación alostérica de loa sitios receptores para 

los carbohidratos de las fracciones eluidas. (Lis and Sharon, 1986). 

La lectina de lenteja no tuvo afinidad por las estructuras 

sacaridicas de la LPG, lo qua indica que estas mol.éculas no 

contienen fucosa, ni galactosa en posición terminal. lAs datos 
aportados con la con A permite establ&cer que las 2 fracciones 

purificadas con esta lectipa deben tener secuencias a(1-3)Man-Man 

en alguno de sus extremos librea. 

Si se compara estos datos con las estructuras propuestas para la 
LPG de L. donovani por Turco ( 1899) y Thomas ( 1992 ), la de L. 

majar por Me Conville ( 1990 ) , para L. mexicana por I.lg ( 1992 ) , 

este tipo de moléculas tienen una estructura lineal, por lo tanto 

sol.o existen 2 sitios probables de reconocimiento, en los cuales se 

pueda encontrar Manosa-Manosa en posición terminal. El primero en 

la región de las unidades de repetición de oligosacaridoa y el 

segundo en el CAPS. oe acuerdo a la estructura propuesta por Ilg 

(1992 ), para L. mexicana, en la porción del CAP existe una gran 

cnntidad de secuencias Man-Man, por lo que seguramente el 

reconocimento por Con A corresponde a este sitio. 

Las estructuras propuestas por otros autores para la LPG de varias 
especies, parecen ser similares para todas conteniendo 2 regiones 
altamente conservadas y dos variables, las cuales son: para las 
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regiones conservadas un núcleo heptasacárido (conteniendo JGalp, 

2Manp, GlcNac y 1 Glc) y una parte lipidica constituida por 

liso-alkil fosfatidil inositol (F-I), el cual puede estar anclado 

a la membrana de la Leishmania, y una de las partes variables 

consta de unidades repetitivas de oligosacáridos, las que tienen un 

corazón común de ( P04-6Gal ,61, 4 Man crl ) en cada unidad y lao 

cuales pueden tener, o no, ramificaciones. Los oligosacáridos de 

estas unidades parece ser especie especifico, en estudios recientes 

se ha demostrado que esta cadena tiene una estructura helicoidal 

(Sacks, 1992 ) • En el extremo no reducido de la molécula de la 

región sacaridica se encuentra un oligosacárido neutro (CAP), que 

para L. major, contiene la secuencia Manal-2Manal ( sacks, 1992 ) , 

en el caso de L. donovani este CAP presenta heterogeidad teniendo 

5 secuencias ( 2 de ellas son di y 3 trisacáridos) diferentes, 
todas ricas en manosa, pero la estructura mas abundante contiene un 

trisacárido ramificado Galp1-4(Manal-2)Man. ( Thomaa, 1992) y para 

L. nexicana el CAP se encuentran 1 di y 2 trisacáridos 
(Manal-2Man, Manal-2Manal-2Man y Mancrl-2[Ga1Pl- 4]Man), (Ilq, 1992). 

Es interesante mencionar que los datos aportados por las 

lnmunodifusiones en placas de agar ( Oüchterlony ), muestran que 

las F Ir purificadas con la Con A de todas las cepas estudiadas en 

este trabajo poseen aparentemente epltopes inmunodominantes , que 

son comunes para toda la.s cepas y que en base a los datos 

obtenidos por la purificacion con con A esos epitopes pueden ser 

carbohidratos, posiblemente manosa y galactosa. Slutzky ( 1979 ) 

encontró que la galactosa forma parte del sitio de reconocimento de 

anticuerpos contra 1n LPG. Por otra parte unicamente en la F III do 

la cepa Soberano y la cepa H.F. también se encuentran molóculas 

inmunodominantes, 1as que posiblemente comparten estructuras con 
los epitopes identificados en F II.. La identificación y 

caracterización de estas estructuras podrian ser de gran valor para 

ser utilizadas en estudio para la elaboración de vacunas y pruebas 

diagnósticas eepec~ficas, ya que la LPG, parece ser una molécula 

altamente antigénica y pudiera ser una alternativa para la 
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elaboración de una vacuna contra la Leishmaniasis. Además es 

importante establecer si las fracciones obtenidas con la Con A son 

capaces de conferir protección para producir vacunas a partir de 

las fracciones de la LPG. 

El aislamiento de componentes oligosacáridos de la LPG con lactinas 

presenta muchas ventajas an comparación con otros métodos 

fisicoquimicos es mas simple, rápida y económica y el mecanismo de 

reconociMiento es reversible. Con esto se abre una amplia gama de 

posibilidades de estudio sobre este Factor Excretor o LPG. 

Este es el primer trabajo en el que se utiliza la lactina de Con A 

en la purificación y caracterización de las fracciones aisladas de 
LPG. La composición sacaridica para cada una de las fracciones 

purificadas por la con A es diferente (cuadro 16 ), pero en las 

LPGs totales de cada cepa y en cada una de las fracciones, el 

carbohidrato mas abundantes es la manosaª 

CUADllO 16. CARBOHIDRM'OS PRESENTES EN LA LPG DE LAS CEPAS DE L. 
MEXICANA 

CEPA YUCATAN H.F. SOBERANO LCD 

ARA ARA ARA GAL 
GAL GAL GAL MAN 
MAN MAN MAN GlcNac 
GlcNac GlcNac GlcNac GLC 
GLC GLC GLC 
XIL GALNAC XIL 

NANA 
GALNAC 
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Si comparamos estas composiciones sacaridicas con las reportadas 
por otros autores para las especies L. donovani (Thomas, 1992), L. 

major (Me. Conville, 1990) y L. mexicana ( Ilq, 1992) encontramos 

(cuadro 17 ). 

CUADRO 17. CARBOHIDRATO$ PRESENTES EN LA LPG DE ALGUNAS 
ESPECIES DE LEISHMANIA 

L. donovani 

MAN 
GAL 

GlcNac 
GLC 

L. major 

MAN 
GAL 

GlcNac 
ARA 

L. lnG:Kicana 

MAN 
GAL 

GlcNa 
GLC 

Es evidente que existen diferencias en la LPG de l~s cepas de L. 
:mexicana, asi co1110 entre especies. La composición de la LPG de la 

L. mexicana de acuerdo con los datos de Ilg, 1992 contiene todos 

las carbohidr~tos presentes en las 4 cepas analizadas en este 
trabajo, pero en 3 de las 4 cepas existen carbohidratos adicionales 
no reportados por Ilg, los cuales son: 

-Cepa Soberano 

- cepa H.F. 

Cepa Yucatán 

:Arabinosa, N-acetil-Galactosamina (GalNac ), 
Ac N-acetil-neuraminico ( NaNa ) y Xilosa. 

Arabinosa y N-acetil-Galactosamina. 

Arabinosa y Xilosa. 
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La cepa LCD es la Unica que tiene los miamos carbohidratos que la 

LPG de L. mexicana reportada por Ilg ( 1992 ) • 

Cabe resaltar que la \lnica cepa que presentó residuos de Ac. 

N-acetil-neuram1nico fué la Soberano, aunque este está en pequei\as 

proporciones. Los azúcares mas abundantes para todas las cepas 

analizadas fueron rnanosa y galactosa, estos datos coinciden con los 

reportados para las otras especies de Leishmania y entre los mas 

escasos esta la N-acetil-Glucosamina, la cual probablemente solo ea 

encuentre formando parte integral del núcleo heptasacárido 

fosforilado. 

La LPG caracterizada por otl:'os autores para las 3 especies de 

Leishmania anteriormente reféridas, se encuentra en la región del 

CAP la secuencia Man al-2 Man ~1 1 y según Thomas ( 1992 ) esto 
podria indicar la existencia de una Man (al-2)manosil- transferasa 

en el parásito. Esta enzitna puede actuar para detener la elongación 

de la LPG, con la formación de una cadena terminal conteniendo el 
oligosacárldo Manal-2Man. Estos datos pueden ser apoyados por los 
recientes hallazgos de Sacks ( 1990 ) en la LPG de L .. majar. en los 
cuales la LPG duplica su tatnañó durante la metaciclo9éneals de 

promasti9ote en la fasa de crecimiento logaritmica ( no infectiva 

), a fase estacionaria con organia=os infectivos. Sacka menciona 

en su articulo, que esta elonqn:ción de la LPG, puede ayudar al 

parásito a evadir el daño causado por el complemento sobre todo por 
CS-9, porque siendo la LPG una molécula tan grande, habr1a un 

impedimento entérico para que Íos componentes del complemento 

llegan a J.a membrana del parásito. Por lo anterior la 
Inanoslltranteraaa puede ser unn: entitu~ clave en la regulación do la 

biosintesis de la LPG. 

con estos datos se puedo sugerir una distribución aproximada de los 

ca.rbohidratos encontrados en las LPG de las cepas estudiadas de 
Leinhmania mexicana y solo existen dos sitios probables donde puede 
haber variación en los. carbohidratros; la. región de unidades de 
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repetición sacaridica y el CAP. El CAP podria estar constituido 

para todas las cepas analizadas por la secuencia Man-Man, por lo 

que es probable que este sea el sitio de reconocimiento de la 

lactina de Con A. La propuesta de estructura de la LPG de las 4 
cepas de L. mexicana estudiadas en este trabajo se muestra en la 

fig 16 y el cuadro 17. 

CUADRO 17. PROPUESTA DE COMPOSICION DE LAS UNIDADES DE REPETICION 
DE OLIGOSACARIOOS DE LAS LPG DE LAS 4 CEPAS DE 
L. MEXICANA 

CEPA SOBERANO H.F. YUC LCD 

MAN MAN MAN MAN 
GAL GAL GAL GAL 
ARAB ARAB ARAB 
XIL GalNac XIL 

GalNac 

La GlcNac presente en cada cepa se esta considerando como parte del 

núcleo heptasácar ido, ya que se encuentra en mínimas proporciones. 

La gran variación en la composición de azúcares entre especies y 
cepas indica la enorme diversidad biológica que existe en la 

naturaleza, y que cada ser tiene una caracteristica y función 
única, por lo que no solo a nivel de composición sacaridica existen 

diferencias, sino también a nivel genético, molecular, 
inmunológico, etc, pero es necesario conocer cada una de estas 

facetas poder entender las diferentes manifestaciones clinicas y 
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1os pronósticos de 1as leishmaniasis, los cuales son muy inciertos 

en muchas ocasiones. 

Aun no se conoce bien la relación estructura-función de la LPG, se 

supone que. una de las principales funciones es en el reconocimiento 

y entrada al macrófago, por lo que se realizó un ensayo sobre el 

efecto directo de la LPG en la fagocitosis utilizando como modélo 
la fagocitosis de eritrocitos de carnero, debido a que en la 

superficie de la leishmania existen otras moléculas como la gP63 

y el glicosilfosfatidil inositol ( GLPs ) ,que también participan en 
J.a interacc!.ón con macrófagos. En este estudio se encontraron 
diferencias importantes en el indice fagocitico (IF) de los 

macrófagoa incubados con diferentes concentraciones de la LPG. Los 

macrófagos incubados con ~ µg/ml de la LPG para las 2 fracciones 

purificadas con la l.ectina y para la LPG total no muestran 

diferencias con respecto al control. En cambio a concentraciones 

entre 2 µg/ml y de 0.4 µg/ml, hay una disminución significativa 

de1 IF de aproximadamente del 50%. Finalmente para concentraciones 

menores de 0.4 tampoco hubo diferencias importantes con respecto 

al control. Esto último se podria deber a que la cantidad do la LPG 

es tan pequena que no es capaz de inducir algün efecto biológico. 

se utilizó la concentración inicial de 4 µq/ml en base al trabajo 
de Alexander y Russell ( 1989 ). 

Esta respuesta de los macrófagos pre-incubados con la LPG ante los 

eritrocitos puede explicarse haciendo una analogia con el trabajo 

de Tartaglia ( 1992 ) , para los receptores del Factor Necrosante de 
Tumores (TNF). En este trabajo De reconocen 2 tipos de receptores 

para el TNF en laa células, uno de baja afinidad (R1) y otro de 

a1ta afinidad (R2), en los que una concentración baja de TNF induce 

un efecto especifico y una concentración alta induce otro. Dichos 

receptores comparten cierto grado de homologia en 1os dominios 

extracelulares, pero no en los dominios intracelulares. Estos 2 

tipos de receptores son redundantes en algunas de sus funciones, 

pero si se bloquea R1 con un anticuerpo monoclonal, se neutralizan 
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o bloquean solo algunos de los efectoa del TNF, pero otros no. Esto 
s\lgiare que cada receptor induce una serie de car.i.blos, que en 

ocasiones son los mismos. También ae na reconocido que la unión del 

TNF unieamente a R2, no es suficiente para estimular la serie de 
procesos que induce este inmunoregulador, por lo que se considera 
que el Rl tiene un papel relevante. 

En el modélo de Tartaqalia ( 1992 ), las señales para Rl producen 
una gran cantidad de efectos biológicos como citotoxicidad, 
inducción de la superóxido dismutasa mnnganeso y la inducción de 
NF-kB, mientras que para R2, unicamente se produce la señal para la 

proliferación de tilnocitoa y células T, pero a concentraciones 
bajas de TNF, las señales para R2, producen citotoxicidad e 
inducción de NF-kB. Las bajas concentraciones de TNF aon 
reconocidas y unidas con gran afinidad a R2 mucho mejor que para 
Rl. 

En nuestro lnodélo de fagocitosis es posible que el receptor que 
esta participando en la f aqocitosis mediada por la LPG sea el de 

manosa, por la alta concentración de ese carbohidrato en la 

molécula. Es probable que también existan por lo menos 2 tipos de 
receptores para la LPG por lo que se presentan respuestas 
diferentes de acuerdo a 1a concentración del Factor Excretor, pero 
hasta la fecha no hay reportea al respecto que respalden esta 
teoria, por lo que seria interesante hacer estudios, en los cuales 
se pudieran aislar y caracterizar dichos receptores. Los receptores 
de manosa median la endocitosis de moléculas con residuos 
terminales en manosa, fucosa, N-acetil-qlucosamina y glucosa 
(Tay1or, 1992 ) . 

Aunqu.e se sabe que los receptores para manosa intetvienen en el 
reconocimiento y penetración de la leishmania al macrófaqo (Wilson 
and Pearaon 1986) no se ha estudiado a fondo la relación que existe 
entre la estructura de la LPG y el reconocimiento de los 
receptorea. 

64 



En nuestros experimentos se observó que el efecto de inhibición de 

la fagocitosis por la LPG es revertido al agregar a-metil- manósido 

( a-MM ) 0.2 M. Estos resultados aun no son concluyentes, sin 

embargo sugieren que efectivamente las moléculas aisladas de LPG 

participan activamente en el procaso de interacción del parásito 

con ol h\.\esped. Es necesario realizar experimentos en los cuales 

se utilicen azucares presentes en la LPG de las cepas estudiadas, 

para determinar si realmente esos son los receptores que 
participan. 

Aun quedan muchas interrogantes sobre la estructura de la LPG y de 

sus funciones, asi como de los factores que interviene en el 

tropismo hacia diversos tejidos y de su consecuente patogéncsis, 

la cual puede estar relacionada en parte a esta molécula de 

superticie de la Leishmania a la que se le ha atribuido 

participación en la sobrevivencias y virulencia del parásito, asi 

como su colaboración en la regulación de la respuesta inmunológica 

del húeped. 

También es importante continuar el estudio de la LPG porque es una 

alternativa muy prometedora para la producción de vacunas y pruebas 

diagnósticas especificas. 
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CONCLUBZON 

l. El Factor Excretor o lipofosfoglicana ( LPG ) de las cepas de 

Leishmania mexicana analizadas en este trabajo presentó una qran 

heterogeneidad en cuanto a la composición sacaridica, la cual puede 

encontrarse en los carbohidratos de las regiones variables de la 

molécula que son : las unidades de repetición de carbohidratos y la 

región del CAP. 

Estas diferencias probablemente estan relacionadas con las 
manifestaciones clinicas que presenta la enfermedad de acuerdo a la 

cepa de Leiahmania mexicana mexicana responsable, ~{a que se ha 

reconocido a la LPG como una molécula que interviene en la 

regulación inmunológica de la enfermedad, asi como en la 
sobrevlvoncia y virulencia del parásito. 

2. Se demostró que la utilización de lectinas para purificar la LPG 

presentes en la Leishmania as una herramienta tltil, debido a que 

resulta económico, sencillo y rápido, además de que reconoce de 
mcmera especifica ciertas estructuras sacar1dica, las cuales pueden 
se facilmonte separadas de la lactinas sin a1teración de su 

estructura utilizando el azucar especifico para cada caso. La 
lectina de Con A fué mas especifica para reconocer estructuras 

sacaridicas de la LPG. 

Esta metodologia para la purificación de la LPG podría se una buena 

alternativa para la identificación, caracterización y purificación 

de antígenos oapocificos de Leishmania, pnra oor empleada como 

vacuna o para el desarrollo de pruebas diagnósticas que permitan 
reconocer el tipo y el posible pronóstico de la leishmaniasis. 

3. Los resultados indican la ex-istencia de secuencias al-3 Man-Man 

en alguno de los ex-tramos terminal.es de la LPG. En dichas moléculas 

se reconoció por medio de anticuerpos la presencia de epitc;>pes 
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inmunodominantes para todas 1as cepas analizadas. Por otro lado la 

lectina lenteja no tuvo especificidad por las estructura.e 

sacaridicas de la LPG, lo cual indica que no existen fucosas, ni 

galactosas en posición tenninal 

4. La. LPG parece interactuar directamente con receptores en el 

macrófago para el. proceso de fagocitosis. Dichos receptores 

probablemente sea par.a manosa, ya que la LPG analizada tiene gran 

cantidad de ese carbohidrato, parece existir diferente grado de 

afinidad al receptor, dependiendo de la concentración de la LPG 

utilizada. 
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