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ANTECEDENTES HISTORICOS 

La Leishmaniosis es una zoonosis con antecedentes desde el año 1500. En 
1788, Hipólito Ruiz describe "llagas corrosivas" en la cara de algunos peruanos. 
Cuningham en 1885 observa por primera vez al parásito. Leishman describió los parási
tos del Kala-azar, creando Ross el género Leishmania en honor a Leishman. En 1904 
Roger cultivó el parásito y descubre al promastigote. En 1911, Wenyon sugirió que el 
flebotomo era el transmisor de la leishmaniosis cutánea. 

En México, Diego López de Cogolludo en su libro "Historia de Yucatán" encon
tró indígenas ltzaes del Petén con "orejas podridas", se han descubierto ídolos con 
estas características. 

Uma Olmeca con lesiones sugestivas de Lelshmanla 

En 1912 Seidelín establece la "úlcera de los chicleros". En 1926 Montenegro usó 
promastigotes muertos y desarrolló la intradermorreacción ·que lleva su nombre desde 
1941. En 1953, Biagi observa que esta úlcera se comporta semejante a la leishmanio
sis cutánea producida por Leishmania trópica, a diferencia de la producida por L. 
braziliensis y la cultivó en medio de Novy, Nicolle, Mac Neal (NNN) y le llamó L. trópi
ca mexicana. Gamham le cambia el término a L. mexicana en 1972. En 1986 se pro
puso la notificación obligatoria de esta patología. Lainson y Shaw establecieron L. me
xicana mexicana y Grimaldi en 1987 confirmó por Anticuerpos monoclonales a L. me
xicana mexicana como responsable de la "úlcera de los chicleros". En 1987 Velasco y 
col. reportaron la presencia de L. braziliensis en el Istmo de Tehuantepec. (1), (2) y (5). 
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Es una parasitosis cosmopolita, exceptuando Alaska y Australia. Se han descu
bierto casos en el "Viejo Mundo" (en Europa, Asia y Africa) y en el "Nuevo Mundo" (en 
el Continente Americano, desde el sur de Texas hasta Argentina). 

En México, en 1970 se descubrieron casos en Coahuila. En 1990 se establece 
una zona endémica de Kala-azar, en el estado de Tabasco. En la República Mexicana, 
se han registrado casos en los estados de la Cuenca del Balsas, Puebla, Morelos, 
Guerrero, Chiapas, Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Campeche, Quintana Roo, Michoacán, 
Jalisco, Nayarit, San Luis Potosí, Hidalgo, Coahuila y en el sur de Texas.(1), (2), (3), (6), 
(8), (10), (11), (12) y (13). 

Distribución mundial .de Ja Lelshmanla 

Distribución en la RepUblica Mexicana 
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EPIDEMIOLOGIA 

En 1994 la World Health Organization reporta 400 000 casos nuevos anual
mente, con una prevalencia de 12 x 10• y un riesgo de 350 x 10• personas (25). En 
México y Sudamérica se calculan aproximadamente 59300 casos, Costa Rica tiene una 
prevalencia cercana a 1 por 1000 (12). De acuerdo a reportes de la Organización 
Panamericana de la Salud, hasta 1991, en México, se habían reportado 5 casos de 
leishmaniosis visceral (LV), todos originarios de la Cuenca del Balsas; en los últimos 3 
años se han registrado 7 casos en el estado de Chiapas (6 de ellos en menores de 5 
años y 1 caso de 22 años). La leishmaniosis cutánea se localiza en el Sureste de México 
(en Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chiapas, Yucatán, Quintana Roo y Campeche). En 
Nayarit, en 1993 se registraron 170 casos. En Tabasco, de 1987-1993 detectan 625 
casos. Esta patología prevalece en áreas, donde la infraestructura es deficiente, donde 
las habitaciones se encuentran expuestas al medio ambiente, en regiones selváticas, 
húmedas, donde el vector encuentra las características idóneas para existir. 

La Leishmaniosis influye en el área social, turística, laboral, en la Ingeniería civil, 
en los desarrollos urbanos. (1 ), ((2), (3), (4),(10), (11) y (12). 

Habitat donde predomina el vector de la leishmanlosls 

DEFINICION 

La leishmaniosis es una parasitosis producida por el género Leishmania, se ca
racteriza por requerir de un vector, un parásito y un huésped. Se manifiesta con lesiones 
dérmicas y/o viscerales, con tendencia a la curación espontánea, o bien a la cronicidad, 
provocando en ocasiones la muerte. A la leishmaniosis se le ha conocido con diversos 
términos; entre ellos: "dolor oriental", "El demonio de Allepo", el "dolor de Baghdad". 
"Rosa de Jericho". "úlcera de los chicleros", "uta", "espundia", "fiebre negra", "fiebre de 
Dumdum" y "kala azar". 
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AGENTE ETIOLOGICO 

El causante de esta patología es un parásito, que pertenece al reino protista, al 
phylum sarcomastigophora, al subphylum mastigophora, a la clase zoomastigophora, a 
la orden kinetoplastida (porque son organismos que poseen el kinetoplasto, estructura 
con DNA localizado en las mitocondrias, kDNA). 

CLASIFICACION 

El género Leishmania se divide en complejos y Especies: (2), (3), (4), (5) y (7). 

COMPLEJOS 

L. donovani 

L. tropica 

L. major 

L. aethiopica 

L. mexicana 

El género Viannia en Brazil se divide en 

L. lainsoni (no asignado) 

L. braziliensis 

L. guyanensis 
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ESPECIES 

L. donovani 
L. chagasi 
L. infantum 
L. archibaldi 

L. tropica 
L. killidi 

L. major 

L. aethiopica 

L. mexicana 
L. amazonensis 
L. garhami 
L. pifanoi 
L. venezuelensis 

L. braziliensis 
L. peruviana 

L. guyanensis 
L. panamensis 



AESERVORIOS 

Como reservorios de este parásito se encuentran roedores silvestres, la zorra, el 
coatí, cánidos silvestres y mascotas en las zonas indígenas como el gato y el perro (3), 
(4), (5) y (6). 

Reservarlos que participan en la lelshmanlosls 

VECTORES 

Es un parásito transmitido por vectores dípteros pilosos de la familia 
Phlebotomus (en el viejo mundo) y Lutzomia (en el nuevo mundo), conocido en lengua
je común como "Papalotilla". En México se han encontrado como principales vectores a 
Lutzomia Olmeca y diabólica. 

. ' .. ~ .... 

\ 
\ 

Vector que participa en la lelshmanlosls 
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La hembra de la Lutzomia, tiene hábitos nocturnos, al picar al reservorio, 
adquiere el parásito en su forma de amastigote y en el tubo digestivo se transforman a 
promastigotes, se dirigen así a la cabeza y a la faringe del mosco y los inoculan al nuevo 
huésped. (1), (2), (3), (4), (6), (8) y (12). 

Ciclo evolutivo de fa Laishmanla en el Interior del Vector 

ESTRUCTURA DE LA LEISHMANIA 

El amastigote tiene forma redondeada u oval, de aprox. 2-7 micras de diámetro, 
posee una membrana, citoplasma, un núcleo el kinetoplasto y el rizoplasto que se con
vierte en flagelo. El promastigote, otro estadía del parásito, de forma fusiforme, mide de 
16-18 micras de diámetro mayor, con un núcleo central, un blefaroplasto, de donde 
emerge el flagelo hacia la región anterior, es móvil, termolábil, de localización extracelu
lar, ambas formas se reproducen por fisión binaria (1 ), (2), (4), (6) y (8). 

CtNETOPLASTO 

NUCLEO 

Formas en que se presenta Ja Lelshmanla 
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Cada cepa de leishmania tiene diferente cariotipo molecular, el contenido del 
ONA en los parásitos se ha calculado menor de un picogramo en comparación con el 
de las células del mamífero y con un contenido de guanina-citocina (G-C), de 60%. 
Contiene menos de 10-13 g de DNA y para obtener este ácido nucleico, se requieren 
parásitos purificados, digeridos con endonucleasas. 

Los cromosomas de la leishmania no condensan, por lo tanto no se pueden ver 
en microscopio de luz y se recurre a la técnica de electroforesis en campo pulsátil, del 
inglés: "pulse field gel electroforesis" (PFG), en donde Schwartz y Cantor observaron 
que a altos voltajes en dos diferentes campos, el DNA mayor de 2-3 millones de pb, se 
podían resolver en geles de agarosa; se basa en el principio visco-elástico, donde las 
moléculas antes de moverse en un campo, se tienen que alargar y reorientar y el tiem
po que toma para ésto es proporcional a su tamaño. Se ha observado un gran polimor
fismo en estos parásitos. Los genes que regulan ef ciclo celular, son los que codifican 
para alfa y beta tubulina y se conservan en fas especies. 

El ONA de este parásito se distribuye entre el núcleo y el cinetoplasto (kDNA), 
éste último, compuesto por moléculas de doble cadena de DNA en forma de una red 
compleja, que in vitre se ha logrado compactar con proteínas parecidas a las histonas, 
se localiza en la base del flagelo, en la membrana mitocondrial, el kDNA se replica solo 
en fa fase de síntesis del ciclo celular, está integrado por una región variable, una región 
especie específica y una región conser
vada, existen aproximadamente 107 
pares de bases (pb) de DNA mitocondri
al, distribuido en maxlcírculos, de 20 
40000 pb, que codifican para el ANA 
ribosomal, mitocondrial y proteínico del 
parásito, se localiza en la periferia y los 
minicírculos, de 500 a 2500 pb, que co
difica para ef ANA de transferencia, sirve 
como guía, se le ha detectado una 
secuencia universal en los minicírculos, 
con residuos de adenina, con 4 o menos 
clases de secuencias, cada clase está 
representada por muchas copias (mas 
de 103) de secuencias de 600 pb, que 
están disponibles para la hibridación. 

Maxi y mini círculos que integran el kDNA de la Lelshmanla 

Para el estudio de la leishmania se aislan secuencias del kDNA que no codifican 
y que tienen una secuencia conservada de 120 pb, ef kDNA nos permite diferenciar 
especificidades taxonómicas, por ejemplo el kDNA de L. majar tiene 20 clases de 
minicírculos, con mayor número de secuencias diferentes, tiene una secuencia que 
cruza e hibrida con L. mexicana, otra con L. braziliensis y otra con L. donovani. El kDNA 
de L. mexicana, no tiene una secuencia extensa en común con L. braziliensis ni con L. 
donovani. Para detectar el ONA parasitario en ef DNA humano o animal, se recurre a 
la técnica de .Jeffrey's, que usa regiones de mini-satélites hipervariables de kDNA. El 
DNA mantiene sus características en todos los estadías, contribuye a designar las 
especies y con sus secuencias se logra hibridar con DNA homólogo, este ONA se 
encuentra libre de variación fenotípica (8), (20), (21), (22) y (23). 
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DETERMINANTES VIRULENTOS 

Entre los determinantes virulentos que posee la leishmania están los lipofosfogli
canos (LPG), la glucoproteína 63 (gp 63). los fosfolípidos, los glucoinositoles y la pro
teína específica HSP 70. 

Se han empleado anticuerpos monoclonales para identificar la gp 63 en ambos 
estadios de la leishmania, es una metaloenzima que protege a las proteínas de la 
degradación fagolisosomal de los macrófagos, con un peso de 63 kDa. Sus secuencias 
de aminoácidos 161-173 y 304-308, muestran gran homología a los sitios de unión del 
zinc con los ligandos de histidina y de glutamina en la proteinasa neutra del Bacillus sub
tilis, de la la termolisina, de la proteinasa Serratia y a la colagenasa de fibroblastos 
humanos. Se ha purificado por cromatografía de afinidad monoclonal de promastigotes 
y se inhibe su acción por iones quelantes de metales, esta acción es reversible al adi
cionar zinc. La gp 63 es proteolítica a un pH alcalino. Impide que se degraden los sus
tratos lipido-proteicos. Se ha visto que actúa como ligando para un receptor de manosa
fucosa en los macrófagos y como aceptar de C3b, ayuda a opsonizar al parásito, inter
viene en la virulencia de las infecciones y en la supervivencia del parásito intracelular. 

Los LPG, son compuestos immunogénicos de manosa, disacáridos fosforila
dos (galactosa + manosa, que constituyen el dominio de unión), los fostosacáridos y el 
fosfatidilinositol. Se unen a receptores del macrófago, tipo lectina, de Ja fibronectína, de 
la familia de las integrinas, del complemento (CA1 - CR3) y de Ja fracción Fe de los anti
cuerpos. Inhiben a la proteína cinasa, que es una molécula que activa al macrófago y el 
estallido respiratorio en macrófagos, reduciendo la concentración de agentes microbici
das como los aniones superóxidos, la producción de peróxido de hidrógeno, singletes 
de oxigeno y radicales hidroxilos. (24), (25), (26), (27) y (28). 

Determinantes virulenros de Ja Lelshmania 
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ASPECTOS INMUNOLOGICOS 

Al penetrar la leishmania al organismo, se activan las células NK, se estimula la 
presentación de antígenos protectores y se incrementa la expresión de moléculas de 
clase 11. El parásito es fagocitado por el macrófago, en forma de promastigote, y dentro 
de él se transforma en amastigote. · 

Macrófago que contiene promastfgote y amastigotes de Lelshmanla 

El macrófago, es una célula que actúa como célula hospedera del parásito, como 
célula presentadora de antígeno (APC) y finalmente como célula efectora, eliminando al 
invasor, producen además óxido nítrico dependiente de L-arginina. El macrófago infec
tado, a través de la interleucina IL-12, estimula a las células T CD4, (Th1) o (Th2). Las 
células C04, del tipo Th1 producen citoquinas, del tipo IL-2, interterón gama (IFNy) y 
factor de necrosis tumoral (TNF). En las células T se incrementa la expresión de IL- 2 
(demostrado con un anticuerpo monoclonal CD25), los receptores de transferencia (con 
CD 71) o bien moléculas del HLA clase 11. Cuando se estimulan las CD4 Th2, se induce 
también la producción de IL-4, que antagoniza el IFNy induce también la IL-5 que acti
va eosinófilos para la producción de protefna básica mayor, peroxidasa, proteína catióni
ca y neurotoxina eosinofflica. Otras linfoquinas inducidas por Th2 son la IL-6 y la IL-10, 
que participan en el crecimiento y diferenciación de las células B y en los precursores 
hematopoyétlcos. Durante el proceso de infección, se puede estimular uno u otro sub
tipo y dependiendo del subtipo estimulado será la evolución clínica. La activación de 
esta vía se asocia a la suceptibilidad a la enfermedad. 

l CWE:C .....-...-

r-r:;-'\ ~ ~ ,~~ ~~ 
- TI ;:.-~ 

~ IFN-?Jff'EC 

1 ' ,-..::;--• - = '.roo.:= -1 • 1 -.._ 1 t ~ .,, G--...! V 
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Interacciones entra los macrófagos, las 
células Th1 y Thz en la leishmanlosls 



Las células B. el macrófago, los monocitos, las células dendríticas del bazo y las 
células de Langerhans producen IL-12, que es la linfoquina mas potente para inducir la 
respuesta Th1 y para activar células NK a que produzcan lFNy (15), (16), (17), (18) y 
(19). 

La Dra. Becker y col. observan diferente grado de inhibición del estallido respira
torio en macrófagos, dependiendo de la cepa a la que pertenece el parásito. Han 
demostrado la intervención de las células de Langerhans como presentadoras de 
antígeno en la leishmaniosis y observan que en la LCL existe mayor número de células 
de Langerhans distribuidas en la epidermis y la dermis, alrededor de los granulomas, 
limitando al parásito, mientras que en la LCD, el número de éstas es menor. 

En la infección por L. donovani se ha observado inhibición de la respuesta del 
macrófago al IFNy así como la disminución en la expresión de moléculas de clase 11. 

La respuesta inmune a la leishmania está regulada por los genes de la respues
ta inmunológica (genes Ir). En un estudio realizado por la Dra. Gorodezky y col. en 
pacientes con LCL del estado de Tabasco, se encontró en el complejo mayor de histo
compatibilidad un gen de suceptibilidad en la región DO (003 81 "0301) y un gen de 
resistencia en la región DPB1 ·0201. 

La leishmaniosis es una enfermedad que sí produce inmunidad efectiva. 

DIAGNOSTICO 

Para realizar el diagnóstico de leishmaniosis, se toman ell' cuenta: 
1.-Los antecedentes de residencia, área geográfica, contacto con vectores, 

reservorios y laborales, tienen importancia para llegar al diagnóstico. Como se ha 
comentado, el cuadro clínico varía dependiendo del área geográfica, del vector y de las 
características del parásito, que para sintetizar, en el viejo mundo predominan las for
mas viscerales de esta patología y en el nuevo mundo, su forma predominante es la 
leishmaniosis cutánea localizada (LCL), la leishmaniosis cutánea diseminada (LCD), la 
leishmaniosis mucocutánea (LMC) y en menor porcentaje la leishmaniosis visceral (LV). 
No se han reportado casos en Australia y la Antártica. 

2.-La epidemiología nos permite clasificar los grupos mas expuestos en esta 
patología, de acuerdo a su habitat, a su desarrollo laboral y/o social. Así, la leishmanio
sis predomina en áreas donde carecen de servicios públicos básicos, en zonas donde 
las habitaciones son rústicas, de adobe, con pisos de tierra, donde los roedores, los 
reservorios peridomiciliarios se encuentran en contacto directo con los huéspedes y en 
donde el vector encuentra condiciones óptimas para sobrevivir. Actualmente se ha visto 
afección de las amas de casa y niños en gran proporción. 

3.- Entre las áreas endémicas predominantes en nuestro país se encuentra el 
sureste de la República y sobre todo regiones con clima tropical y subtropical. 

4.-Para producir lesiones se requieren 106 parásitos, sin embargo el vector 
administra de 10 a 100 de ellos. Su cuadro clínico se manifiesta en diversas formas, 
posterior a un tiempo de incubación de aproximadamente 1 semana a 3 meses, su pre
sentación puede variar desde: 
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A.- La LCL o úlcera de los chicleros, se caracteriza por una lesión, apareciendo 
una pápula, placa o nódulo, que se ulcera, se presenta en diferentes tamaños, en oca
siones múltiple, redonda, indolora, indurada, con fondo limpio, granulomatoso, con 
nódulos subcutáneos indoloros, algunos de ellos contienen parásitos alrededor de la 
lesión primaria. Puede presen
tarse una erupción papular, por 
una reacción de hipersensibili
dad. Tienden a la curación en 
forma espontánea, de los 6 
meses a los 2 años, dejando 
una cicatriz hipo o hiperpigmen
tada. Si afecta el lóbulo de la 
oreja, deja cicatriz perenne. La 
mayoría de estos pacientes pre
sentan una respuesta primaria 
inmune, sin embargo el 1 Oo/o de 
ellos se reinfectan secundaria
mente y puede confundirse el 
diagnóstico. Las principales 
cepas que producen este 
cuadro son L. major, L. brazilien
sis y L. mexicana. 

Leishamnlosis cutánea locallzada 

B.-En la LCD existen nódulos que están infestados de parásitos que 
se diseminan por vía linfática hacia el torrente sanguíneo, algunos casos 
están afectados a nivel de mucosas orofaríngea y nasal. Existen abun
dantes parásitos en macrófagos vacuolados. Produce anergia específica 
a la tuberculina, la candidina y a la leishmanina, suele ser refractaria a 
medicamentos específicos. Los causantes de este cuadro son L. aethiopi
ca, L. mexicana, L. amazonensis y L. pifanoi. Esta presentación recidiva 
hasta hacerse crónica. 

Leishamnfosls cutánea diseminada 
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C.- La LMC o "Espundia" se inicia a los dos 
años de las primeras lesiones (una tercera parte de 
los pacientes no tienen antecedentes de lesiones), se 
disemina por contigüidad, por vía hemática o linfática, 
afecta a las mucosas nasales y faríngeas, el paladar, 
la porción cartilaginosa del tabique nasal, provocando 
la "nariz en tapir" y los labios, respetando las estruc
turas óseas. Es resistente a quimioterapia y no cura 
espontáneamente. Sus principales causas de muerte 
son por neumonía aguda y por la desnutrición que se 
provoca. Las cepas productoras de esta forma clínica 
son L. braziliensis braziliensis y L. braziliensis pana
mensis. 

.... 

LeJshmanlosls vlseral 

Lelshrnanlosls mucocutánea 

D.- La LV o kala-azar es producida por L. donovani, L. cha
gasi, o L. infantum. Predomina en hombres. Posterior a un 
perídodo de incubación de 2-4 meses, se presentan cuadros 
febriles, biapicales, con malestar general, anorexia, pérdida 
de peso, hepatoesplenomegalia, linfadenopatía, pancitopenia 
e hiperglobulinemia. Durante la fase aguda, se obscurece la 
piel, por lo que recibió el nombre de ''fiebre negra'', se ha pro
puesto como causa de este signo, un incremento en la activi
dad melanoblástica. La piel se toma seca, rugosa, con pelo 
tan frágil que se llega a la alopecia. Existe una inmunidad 
celular deprimida que predispone a estos pacientes a infec
ciones secundarias. En el 95-98°/o de los pacientes el 
tratamiento se aplica con éxito. 
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En México, las formas comunes son la LCL y la LCD, además, en Tabasco se ha 
identificado un cuadro de Leishmaniosis esporotriciforme que es de difícil tratamiento y 
se caracteriza por presentar anergia a la intradermorreacción. 

A diferencia de otros países, los pacientes de esta zona, son resistentes al glu
cantime, medicamento antimonial que se ha empleado en el tratamiento de pacientes 
con leishmaniosis. (2), (3), (4), (6), (8) y (12). 

.j:." 

Leishmanlosls esporotriclforme 

5.- A través de la impronta en lesiones, que consiste en colocar el portaobjetos 
en la lesión y se realiza una tinción con Hematoxilina-Eosina o Giemsa, se identifica al 
parásito al microscopio de luz. 

-
.... -- ,.- . 

• 
Improntas de lesiones en pacientes con Lelshmanlosls 
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6.- La intradennorreacción de Montenegro, nos traduce una respuesta depen
diente de linfocitos T. Es una prueba cutánea de hipersensibilidad retardada, donde se 
emplea la leishmanina, obtenida al atenuar a los parásitos con fenol, o un antígeno so
luble, utilizado por Masato y col., quienes aplicaron el método de Reed y col., donde se 
recolectan los promastigotes de leishmania, se lavan cinco veces con solución salina, el 
botón se resuspende en 5 volúmenes de agua destilada. :;iltemando el proceso de con
gelación por hielo seco y acetona con agua tibia por diez veces, se lisan los promasti
gotes, se diluyen en buffer de fostato salina (PBS) y se centrifugan a 1 O OOOg durante 3 
minutos a 4 grados C., el sobrenadante se ajusta a una concentración de 25 micro
gramos de proteína por mi., se filtra con una membrana milipore estéril de 0.45 micras. 
Se administra .1 mi de este antígeno por vía intradénnica en la superficie anterior del 
antebrazo. La lectura se realiza a las 48 hrs y se considera positiva esta prueba diag
nóstica, cuando hay induración mayor de 5 mm., con o sin presencia de eritema. No 
existen falsos positivos, solo se debe tomar en cuenta la anergia que presentan los 
pacientes con LCD y con LV (2), (8) y (29). 

7.- La biopsia de las lesiones se realiza, con previa asepsia y antisepsia de la 
región, se aplica anestésico localmente, se toman fragmentos con material estéril (bis
turí o sacabocado) fijando algunos en parafina; otros fragmentos se introducen al medio 
de cultivo para el cultivo de los parásitos. En el estudio histopatológico se observa la 
respuesta celular alrededor de las lesiones, cambios epidénnicos y dénnicos, como la 
hiperqueratosis, paraqueratosis, la atrofia epidérmica o la acantosis, en algunos casos 
se observan abscesos intraepidérmicos. Puede apreciarse degeneración a nivel de la 
capa basal y aumento en la melanina en el caso de LV. En la dermis, hay predominio 
de infiltrado mononuclear (linfocitos e histiocitos), éstos últimos llenos de leishmanias. 
Pueden detectarse granulomas y células de Langerhans. en esta presentación clínica, 
se puede recurrir a la biopsia hepática, esplénica o de médula ósea. En la LMC. 
Actualmente se hacen estudios en el departamento de medicina experimental de la 
Facultad de Medicina por la Dra. Becker y col., con biopsias de lesiones y anticuerpos 
marcados con peroxidasa para localizar a las células T (CD4-CD8), macrófagos y célu
las de Langerhans que intervienen en como respuesta en la leishmaniosis. 

Biopsias tomadas de pacientes con Lelshmaniosls 
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8.- Los parásitos se cultivan en medios como el Nicolle, Novy y Me. Neal (NNN), 
compuesto con agar simple, no nutritivo, cloruro de sodio aguadestilada y sangre de 
conejo desfibrinada. El medio de Schneider, que es un medio líquido, con complemen
to de suero fetal bovino. El medio RPMl-1640 suplementados con suero fetal bovino. 

Los parásitos se aislan de las lesiones, desinfectando primero el área con agua 
y jabón, se introduce una jeringa que contiene 0.5 mi de solución salina, se realiza un 
movimiento rotatorio y se aspira jalando el émbolo, el contenido se coloca al medio 
seleccionado y se revisan constantemente estos medios, cuidando de mantenerlos a 
temperatura de aproximadamente 23 grados C. Se debe tener en cuenta que los parási
tos son termolábiles. (3) y (8). 

9.- En el xenodiagnóstico, se emplean animales de laboratorio (ratones BALB/c 
y hamsters), susceptibles a esta patología, a los que se les inocula en el cojinete plan
tar, el contenido de las lesiones, para desarrollar en ellos un cuadro sugestivo de esta 
parasitosis, con el objetivo de mantener la cepa. (3) y (7). 

Animales de experimentación 
empleados en el diagnóstico de 

la lelshmanlosls. 

1 O.- En el estudio por isoenzimas se detectan proteínas que existen en los parási
tos, el producto se somete a electroforesis con acetato de celulosa (CAE). Se pueden 
analizar los sistemas enzimáticos que representan los productos de los genes. Mediante 
esta técnica se han podido establecer clasificaciones y especificaciones de las cepas 
causantes de los cuadros, sin embargo, algunos aislados presentan patrones enzimáti
cos tan similares que dan origen a confusión en la interpretación de los resultados. (8) 
y (32). 
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11 .- En ocasiones es difícil demostrar la existencia de protozoarios en muestra de 
tejido y aislarlos de las lesiones activas, por lo que se recurre a la búsqueda de anti
cuerpos específicos para leishmania por inmunofluorescencia indirecta (IFI), donde se 
detectan anticuerpos en los sueros de pacientes y se emplean parásitos y antigama
globulina marcada con isotiocianato de fluoresceína y en los casos positivos se obser
van éstos de color verde brillante con los sueros diluídos 1: 16, con una sensibilidad del 
97.2% y una sensibilidad del 98.7% (30) y (31). 

TJnclón de lnmunofluorescencia 
para observar leishmanfas 

Se pueden emplear anticuerpos marcados con peroxidasa para observar a los 
linfocitos que intervienen en la lesión producida en la leishmaniosis. 

Anticuerpos antillnfocltos marcados con peroxldasa en la 
leishmaniosis 
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En las técnicas de inmunoensayo enzimático (ELISA) se emplea como antígeno 
el extracto soluble de promastigotes, los anticuerpos en el suero de pacientes se man
ifiestan con antigamaglobulina conjugada con peroxidasa y como sustrato se utiliza la 
ortofenilendiamina (OPO) y la técnica de dot Blot que con.siste en una microtécnica 
donde se usa como antígeno suspensión de promastigotes que se colocan en un papel 
de nitrocelulosa y se leen los resultados a simple vista; con estas técnicas se pueden 
identificar las cepas de las diferentes leishmanias. En ocasiones se ha empleado la téc
nica de ELISA para cuantificar las citoquinas o anticuerpos lgG, sin embargo, los títulos 
de estos anticuerpos son muy bajos, en los casos de LCL, no asi en LMC, LCO y LV. En 
la evaluación que practicó Masato Furuya y col. compararon la utilidad de la intrader
rnorreacción (10) y de la técnica de ELISA y siguieron el método descrito por Mimori; 
consideraron positivos aquellos valores que mostraban una absorbancia espectrofo
tométrica de 250 a 500 nm, concluyeron que son de gran utilidad la ID y la técnica de 
ELISA en el diagnóstico de pacientes con leishmaniosis activas y cicatrizadas en áreas 
endémicas. Se pueden utilizar anticuerpos monoclonales especificas para localizar la 
presencia de estos parásitos (29). 

12.- Actualmente se ha estudiado la s·ecuencia del ADN en cepas de referencia, 
con análisis moleculares. (19). 

13.- La hibridación se realiza con sondas específicas para la especie, se somete 
el producto a una reacción de cadena en polimerasa (PCR), traspasando esta imagen 
a una membrana de celulosa, imprimiéndola y analizándola. 

14.-A las cepas también se les practica análisis secuencial ribosómico del ADN. 

15.- Finalmente el estudio de los minicírculos del kADN con estudio posterior de 
PCA, utilizando sondas especie-específicas. Se puede identificar una secuencia en una 
región conservada del ADN, entre especies, de aproximadamente 208 pares de bases. 
(en algunos estudios éstas se emplean como sondas diagnósticas). El PCR emplea 
también una polimerasa termoestable y un par de oligonucleótidos para amplificar una 
secuencia, a través de 30 ciclos en un termocicladro que permitirán la desnaturalización, 
alineación y elongación del segmento de AON. En el estudio que practicó Maarten H. L. 
de Bruijn y D. C. Barker emplearon oligonucleótidos de 19 a 21 pares de bases, con una 
temperatura media de alineamiento de 68 grados C. Con esta técnica se detectan frag
mentos de DNA que equivalen a 1000 minicírculos de 750 pares de bases. La técnica 
de PCR se aplica en estudios epidemiológicos, para identificar vectores y reservorios o 
bien para establecer la frecuencia de infecciones latentes que existen en una población. 
La técnica de PCR es útil para el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de la leishma
niosis (38), (39), (40), (41 ), (42), (43) y (44). 
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TRATAMIENTO 

No existen drogas en esta parasitosis que sean 100°/o efectivas, además muchos 
de los medicamentos empleados presentan múltiples efectos adversos. 
Existen métodos físicos que se han empleado en el tratamiento de la leishmaniosis, 
como la irradiación (usada en Israel), la congelación con N. líquido o C02 sólido y el 
calor local, su uso se limita a la República Dominicana y México, en lesiones recientes 
o donde las placas o nódulos no sean muy amplias. Existen cremas para aplicación tópi
ca (en un ensayo en Israel), donde se mezcla paromomicina con metilbenzatonio en un 
vehículo que puede ser vaselina. 

En el Viejo Mundo se han empleado los tratamientos locales, la paromom1cma, 
antifúngicos, estibogluconato sódico; sin embargo, los resultados no han sido muy alen
tadores. También se ha recurrido al empleo de Dapsone 200 mg/día/45 días, de la 
Rifampicina en dosis de 600-1200mg/día. El metronidazol a dosis de 250 mg 3 veces al 
día durante 3 ciclos de tratamiento con duración de 1 O días cada uno. Se ha recurrido 
al empleo de Aminosidina. En Brasil y Colombia, ha resultado eficaz el Nifurtimox, en 
dosis de 1 O mg/kg por un mínimo de 4 semanas. 

En el Nuevo Mundo se han empleado los medicamentos antes decritos y se ha 
observado además efectividad al emplear pentamidina a dosis de 4 mg/kg de peso tres 
veces por semana durante 5 a 25 semanas y la Anfotericina B a dosis inicial de 5-1 O mg 
hasta llegar a una dosis de 0.1-1.0 mg/kg y se determina una dosis total de 1.0-3.0 grs, 
se aplica diario o tres veces por semana por infusión intravenosa en 5º/o de dextrosa. 
Otro medicamento, el Alopurinol se integra al metabolismo de las purinas de las leish
manias, a dosis de 20 mg/kg/día en 4 dosis divididas por 15 días, se ha empleado, solo 
o combinado. El ketoconazol y el itraconazol han resultado efectivos, al interferir con la 
biosíntesis de la membrana. inhiben la desmetilación del lanosterol y del ergosterol que 
son indispensables para la estabilidad de la membrana. Los medicamentos de elección 
para esta parasitosis, han sido el antimoniato de meglumina "Glucantime" (10 mi diarios 
IM, o 20 mg/kg/día durante 20 días), que contiene 8.5°/o de antimonial pentavalente 
(Sb5+), es la droga de preferencia en la República Mexicana. Interrumpe la glicólisis y 
el ciclo del ácido cítrico, inhibiendo la síntesis de adenosín y guanosin trifosfato (ATP y 
GTP). 

El estibogluconato de sodio "Pentostam" (8.5 mi diarios IV muy lenta) que con
tiene 10°/o de Sb5+, con una dosis máxima de 850 mg por un mínimo de 20 días, es otra 
droga que se emplea en leishmaniosis. 

Actualmente se encuentran en etapa de investigación las inmunoterapias como 
vacunas, en Brasil, se produce una vacuna de promastigotes muertos, en casos de LC. 
el uso de interferones y de las interleucinas así como la terapia con múltiples drogas 
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para evitar la resistencia del parásito. (3). (8) y (51). 

Sin embargo la Dra. Becker y col. han encontrado pacientes tratados ya con esta 
droga y actualmente presentan recidivas y exacerbación de la enfermedad. 

Paciente originario de Veracruz con 
lelshmanlosis cutánea diseminada, 

recidivante 
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TECNICA DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE 
LONGITUD POLIMORFICA (RFLP). 

El RFLP consiste en el empleo de enzimas, obtenidas de diferentes bacterias que 
digieren segmentos del kADN en estudio, aquí se requieren cantidades significantes de 
este ADN. Petar R. Jackson y col, emplearon enzimas de restricción para digerir el 
kADN en fragmentos que se separaban por electroforesis en geles de agarosa o en gra
diente lineal de geles de poliacrilamida, los fragmentos similares que se obtienen, 
demuestran que los parásitos pertenecen al mismo zymodemo y genéticamente se rela
cionan. 

M.C. Angelici y col., utilizaron enzimas de restricción, para diferenciar las leish
manias del viejo y del nuevo mundo y a cada fragmento obtenido se le evaluaba desde 
el punto de vista cualitativo (ausencia o presencia de bandas). 

El polimorfismo del parásito se detecta por el número de fragmentos que se 
obtienen en la digestión. El RFLP es muy sensible para detectar polimorfismo en la 
secuencia genómica del parásito (21 ). Para realizar esta técnica, se recurren a las en
zimas de restricción, en donde las mas frecuentemente utilizadas son las de tipo 11, que 
se unen a una secuencia específica de nucleótidos y una metilasa separada que modi
fica la secuencia que reconoció. El RFLP puede detectar múltiples alelos en cada locus 
(31). Existen diversas enzimas de restricción, entre otras: (33), (34), (35), (36) y (37). 

Cfo 1.- incide en GCG-C 
Eco RI.- incide en G-AATTC 
Hind 111.- incide en A-AGCTT 
Hae 111.- incide sobre GG-CC 
Kpnl.- incide sobre GGTAC-C 
Hpa 1.- incide en la secuencia GTT-AAC 
Ora 1.- incide en la secuencia TTT-AAA 
Alu 1.- incide sobre AG-CT 

Endonucreasas de restricción 

La enzima Hae 111, obtenida del Haemophilus aegyptus, que tiene como carac
terística que no se une al ADN cuando el residuo 5' tiene 5 metilcitosina, con sitio de 
corte en GG-CC. 

La enzima Hpa 11, que deriva del Haemophilus parainfluenzae, reacciona con un 
buffer a pH de B y a 37 grados centígrados, no se une al ADN cuando el residuo 3' tiene 
4 o 5 metil citosina, con sitio de corte en C-CGG. 

La enzima Ora I, se obtiene del Deinococcus radiophilus, corta en TTT-AAA. 
La enzima Asa I, deriva del Rhodopseudomona sphaeroides, reacciona con un 

buffer a 37 grados centígrados, corta en GT AC (20), (21) Y (26). 
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TECNICA DE AMPLIFICACION AL AZAR POLIMORFICA 
DEL DNA (RAPO). 

El RAPO se inició en 1990. Es una reacción de cadena en polimerasa (PCR), que 
utiliza oligonucleótidos arbitrarios, generalmente son cortos, no especrticos para L. me
xicana. Identifica la presencia de un alelo. 

Se aplica en cultivos de parásitos, libres de AON contaminante. donde se 
requieren 25 nanogramos (ng) del AON genómico; cuando el oligonucleótido es corto. 
El RAPO se practica para identificar segmentos genómicos del kONA de las diferentes 
cepas. Esta técnica es muy sensible a los cambios de temperatura, por lo que la tem
peratura de alineamiento a la que se somete, debe ser baja. Los productos se visualizan 
en gel de agarosa y el polimorfismo que se obtiene sirve como marcador genético do
minante. Los productos de este método se localizan entre 300 y 2500 pb. y varían según 
la calidad y la cantidad del ADN, los productos que se obtienen los han asociado a 
genes de virulencia. El RAPO discrimina entre subgéneros y especies, a través de un 
bandeo observado después del gel de electroforesis (no interviene la secuencia blanco 
del DNA ni la hibridación de éste). Solo se usa en cultivo de parásitos, libre de ONA 
huésped contaminante. El RAPD-PCR es muy sensible a variaciones mínimas. 

En esta técnica se amplifican segmentos codificantes y no codificantes. Se 
pueden seleccionar oligonucleótidos que den una sola banda. Para detectar el produc
to del RAPO, se recurre a la impresión de la amplificación del AON, donde se emplean 
oligonucleótidos de 5-8 pb, se visualizan en geles de acrilamida y con tinción de plata, 
también se pueden emplear oligonucleótidos arbitrarios con PCR (AP-PCR), mas lar
gos, sus productos se marcan radioactivamente y se emplea gel de acrilamida. En el 
RAPO standard, se utilizan oligonucleótidos cortos, generalmente uno. de secuencia 
arbitraria, en donde sus productos pueden ser variables (polimórficos) y/o constantes 
(no polimórficos). El número de marcadores polimórficos se incrementa al aumentar el 
número de los oligonucléotidos, pero la información que se obtiene al emplear un par de 
éstos no es mayor que aquella cuando se emplea uno solo. 

RAPO 

AM LCD AG BR VI CR TP PM 
Ejemplo de RAPO empleando 2 ollgonucleótldos 

arbitrarios 
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OLIGONUCLEOTIDOS 
UTILIZADOS PARA RAPO 

1) 5' GTTTICCCAGTCACGAC 3' 

2) 5' AGCGGATAACAATTTCACAGAGGA 3' 

CEPAS DE LEISHMANIAS 
AM - LCD - AG - BR - VI - CR 

TP=TRYPANOSOMA CRUZI 

PM=STANDARD DE PESO MOLECULAR 



Entre las limitaciones para su uso, está el tamaño del oligonucleótido, que es 
importante en la especificidad en el genoma, entre mas pequeño, se reconocerá mayor 
número de secuencias y visceversa. Se ha observado un tamaño ideal de oligonu
cleótidos de aproximadamente 1 O pb, donde el contenido de G-C en el oligonucleótido 
sea similar al contenido de G-C del genoma, en esta forma se maximiza la frecuencia 
de unión de los productos de la amplificación. Cualquier cambio en las condiciones de 
la reacción puede afectar la reproducibilidad de los productos. Entre los factores que 
afectan la sensibilidad en el RAPO está la temperatura, el tipo de polimerasa, la con
centración de magnesio y del DNA en estudio. 

El RAPO es muy sensible a la modificación de bases en el sitio en que incide el 
oligonucléotido, por lo que se ha empleado en análisis filogenéticos. 

Los fragmentos amplificados son únicos, algunos de éstos son no reproducibles, 
probablemente por la no especificidad del oligonucleótido. En el caso de que la amplifi
cación se repita 2 o mas veces, sí se pueden evaluar los marcadores. 

El polimorfismo que se detecta por el RAPO, representan segmentos de DNA de 
un solo progenitor, heredados en forma mendeliana. John G. K. William y col., afirman 
que sí se pueden utilizar como marcadores genéticos y construir mapas genéticos, ellos 
observaron que la temperatura mayor de 40 grados C, impedía la amplificación; el 
oligonucleótido que emplearon fue de 9-1 O pb, con un 50-BOo/o de contenido de G-C. 
Actualmente es posible tener acceso a un equipo de oligonucleótidos universales. (28). 
Riddhi Bhattacharyya y col. utilizaron oligonucleótidos que derivan de la región variable 
de los minicírculos del kADN y que amplifican 461 fragmentos de diferentes especies de 
leishmanias. Los productos de la reacción final, dependen de la secuencia y de la lon
gitud de los oligonucleótidos empleados y de las condiciones en que se lleva a cabo la 
reacción. En sus experimentos, la temperatura de alineamiento se mantuvo en 40 gra
dos C, con duración de 40 ciclos, sometiendo su técnica al final del PCA a 72 grados C, 
durante 10 minutos, para que se complementara la amplificación. Cuando recurrían a 
oligonucleótidos arbitrarios, el patrón de bandas polimórficas diferenciaba las especies 
al igual que cuando se empleaban oligonucleótidos específicos, sus resultados fueron 
similares a lo que se obtuvo por el estudio de isoenzimas (25) y (31 ). Del mismo modo 
U. M. Morgan y col. (27) emplearon diversos oligonucleótidos, cuando analizaron por 
esta técnica a Giardia duodenalis, en donde les bastaba 1 ng de ADN para producir la 
presencia de bandas. Cuando se emplean un par de oligonucleótidos, la información 
final no es mayor, en comparación a cuando se utiliza un solo oligonucleótido. La con
centración de cloruro de magnesio que utilizaron variaba de 1.5 a 4 mM, sin que las ban
das obtenidas se alteraran (solo variaba la intensidad de ellas). Rachel E. Adamson y 
col. emplearon esta técnica para identificar especies de vectores muy relacionados. sus 
resultados fueron reproducibles y demostraron que este método no solo detecta miem
bros individuales de cada vector, sino también reconoce especies de diferentes focos 
geográficos. Afirman que es fácil y rápido generar los marcadores para el AAPD, no 
requiere información previa de secuencias específicas, ni marcadores peligrosos o reac
tivos caros. 
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Michel Tibayrene identifica también polimorfismos cuando estudió seis diferentes 
especies de protozoarios, con la técnica del RAPO y con enzimas multilocus, enfatiza 
sobre el costo moderado de esta técnica y logra demostrar la forma en que 
Trypanosoma cruzi tiene una propagación clonal, además adapta esta técnica a la 
reconstrucción histórica y en el análisis genético de la población, así como en el diag
nóstico de las especies . 

.John G. K. Williams y col. observaron aproximadamente 5 bandas por cada base 
empleada, por ejemplo, cuando empleaban un oligonucléotido de 18 pares de bases, 
resultaban 90 pares de bases en el templado. La presencia de bandas confirma la 
equivalencia entre ellas, su identidad y establece similaridad en las secuencias de dos 
bandas segregadas de diferente peso molecular. (45), (46), (47), (48), (49) Y (SO). 

RAPDAP1 

AG RC AO J.JV MJ TRV PM 

Ejemplo de RAPO empleando 1 olJgonucleótfdo arbitrarlo 
con las cepas de Leishmanlas: AG. RC. AQ. JJV. MJ 

y Trypanosoma cruzf (TRY). 
PM-peso molecular 
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DENDOGRAMA 

Los resultados que se obtienen en el RFLP y en el RAPO, tomando en cuenta 
que son variables cualitativas, se determina el coeficiente de similaridad de Dice. donde. 
se analiza el resultado de los fragmentos de una cepa comparándolo con los obtenidos 
en todos los demás. 

2c 
2c+a+b 

a= No. de bandas en A 
b= No. de bandas en B 
c= No. de bandas compartidas 

Los resultados que se obtienen oscilan en la escala entre O y 1. 
Se puede emplear el análisis determinando el coeficiente de similaridad de Jacquard, 
que tiene una escala entre O a 0.5, donde se aplica la siguiente fórmula: 

Sab= a 
(a+b+c) 

a= No. de bandas en A 
b= No. de bandas en B 
c= No. de bandas compartidas 

El coeficiente de distancia de Jaquard (que es el inverso de la similaridad) y los 
resultados se localizan en un rango que oscila entre 1 y O, se obtiene con la siguiente 
fórmula: 

Dab= 1- (c(2a+2b+c)) 

Con el empleo del dendograma se agrupan las cepas con características mole
culares similares. .25 .50 .75 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En México, hay incremento en el número de pacientes que no responden a los 
tratamientos habituales. Hay algunos que presentan una severidad inesperada. Para 
resolver este problema, se necesita identificar si existen variaciones genéticas intra
especie entre Leishmania mexicana mexicana. 

HIPOTESIS 

En México las leishmanias responsables de los cuadros clínicos, se han carac
terizado por el empleo de isoenzimas (24) y anticuerpos monoclonales, en donde se ha 
concluido que L. mexicana mexicana es responsable de esta gama de cuadros. Sin 
embargo, en vista de la variación en las manifestaciones clínicas y de la resistencia a 
drogas, se ha sospechado que existan variaciones genéticas intraespecie que fueran 
las causantes de estos fenómenos clínicos, lo que motivó que se recurriera al análisis 
de las cepas por la técnica de RFLP y RAPO. 

H1 .- Hay variaciones genéticas intraespecie que son responsables de la diferen
cia en la virulencia de los cuadros clínicos. 

Ho.- No existen variaciones genéticas, puede pensarse en la introducción de 
nuevas especies en la República Mexicana, o bien que existan factores que promuevan 
la inmunodepresión en el huésped, o que surjan mutaciones en las cepas causantes de 
los cuadros clínicos. 

OBJETIVOS 

1.- Aislar el kADN obtenidos de parásitos que producen diferentes cuadros clíni
cos de leishmaniosis cutánea, provenientes de las diferentes áreas endémicas de la 
República Mexicana. 

2.- Analizar el kADN mediante endonucleasas de restricción. 
3.- Analizar el kADN mediante RAPO, con un oligonucleótido arbitrario para 

Leishmania mexicana mexicana. 
4.- Correlacionar los resultados de los estudios con los cuadros clínicos de los 

pacientes. 

CARACTERISTICAS DEL GRUPO EXPERIMENTAL 

Se incluirá el kADN obtenido de parásitos de pacientes con LCL y LCD. 

CARACTERISTICAS DEL GRUPO CONTROL 

Se contará con el kDNA obtenido de leishmanias provenientes del Medio Oriente 
(LCD de Irán) y el kDNA de Trypanosoma cruzi (como control negativo). 

Se seleccionan al azar pacientes con leishmaniosis cutánea localizada con y sin 
tratamiento y con leishmaniosis cutánea diseminada con mas de tres lesiones nodu
lares en piel, que presenten positividad a la impronta y a la reacción de Montenegro. 
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UNIVERSO DE TRABAJO 

Se analizará el kADN de los parásitos aislados en pacientes con lesiones de LCL 
y LCD en las zonas endémicas de los estados de Tabasco, Campeche y Veracruz. 

CRITERIOS DE INCLUSION 

Se integrarán los parásitos provenientes de pacientes con LCL, con reacción de 
Montenegro positiva, impronta positiva y sin tratamiento reciente. 

Se integrarán los parásitos que provienen de pacientes con LCD, con mas de tres 
lesiones nodulares en piel, con impronta positiva, sin tratamiento reciente. 

CRITERIOS DE NO INCLUSION 

No se incluirán los parásitos de los pacientes con LCD que presenten además 
padecimientos agregados infecciosos, a quienes no se les integre el diagnóstico. 

CRITERIOS DE EXCLUSION 

Se eliminarán las lesiones que presenten contaminación bacteriana, del mismo 
modo las muestras que presenten algún contaminante. 

VARIABLES DEPENDIENTES 

En las variables dependientes se tomarán en cuenta los pacientes con lesiones 
con características del cuadro clínico y que provengan de los lugares de origen antes 
mencionados. 

Los amastigotes que se comprueben en biopsia y los promastigotes en cultivo 
con APMI. 

Pacientes con lesiones en donde los parásitos muestren una imagen en las téc
nicas empleadas semejante a L. mexicana mexicana. 

VARIABLES INDEPENDIENTES 

Se considerarán las imágenes de bandas que se obtendrán por las dos diferentes 
técnicas en LCL y LCD. 

ESCALA DE MEDICION DE LAS VARIABLES 

Se recurrirá al uso del Dendograma. 
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MATERIALES Y METODOS (RFLP Y RAPO) 

1 , 2 u 8 ul de kADN 
1 ul de buffer 
0.5 ul de enzima 
el resto de agua destilada (para aforar a 1 O µI en total) 
Solución salina 
Agua estéril 
Jabón quirúrgico 
Medio monofásico RPMI 
Suero fetal bovino 
Cloruro de sodio y citrato sódico (SSC) al . 15 M 
Cloruro de Cesio 6M y 3 M 
Solución Tris Borato EDTA (TBE IX) 
Solución de Bromuro de Etidio 
Cloruro de Magnesio 
Oligonucleótido arbitrario no específico para Leishmania mexicana mexicana. 

AP1 5 "AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 3" 
Desoxinucleótidos: (dNTP) que incluyen: dATP, dCTP, dGTP y dTTP 
Solución "Stop mix" 
Agarosa 
Agua destilada 
Acrilamida 
Persulfato de Amonio 
Vaselina 
Enzimas de restricción (Hae 111, Hpa 11, Alu 1 y Ora 1) 
Pipetas Pasteur 
Tubos de ensaye de polipropileno de 14 mi 
Tubos Eppendort 
Papel parafilm 
Puntas para micropipetas (0.5, 1 o, 20 y 50 µI) 
Microcentrífuga 
Ultracentrífuga 
Aparato Verte>< 
Incubadora (37 grados C) 
Equipo "Programable Thermal Controler'' M . .J. Research lnc. PTC100 
Transiluminador de Luz Ultravioleta 
Cámara Polaroid 
Microscopio de luz 
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Animales de experimentación (ratas de la cepa Balb/c) 
Cepas de parásitos a emplear en esta tesis: 
EnLCD 
AG Clave MHOM/MX92/INORE AG 
AM MHOM/M92/INORE AM 

Ambas de la especie L. mexicana mexicana, tipificada por Kreutzer, por identificación de 
zymodemos y por Mac Mahon por la determinación de anticuerpos monoclonales. 
En LCL: 
527 
RC 
CARLOS 

Tipificados con anticuerpos monoclonales como Leishmania mexicana mexicana. 
La cepa Aquitofel, con clave MHOM/MX/94/INORE AMC, de la especie L. mexicana 
mexicana, tipificada por el laboratorio de Sarabia, corresponde a una presentación de 
leishmaniosis predifusa (LCPD), con una evolución parecida a una esporotricosis lin
fática y posiblemente corresponde a una LCD en estadios iniciales. 
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PREPARACION DE GEL DE AGAROSA 

Se utiliza agarosa ultra PURE de los laboratorios GIBCO BRL, 0.24 mg, en 20 mi 
de solución Tris Borato EDTA, (TBE) 1 X. disolviendo esta mezcla en un matraz, colocán
dola en un horno de microondas durante 1 min. hasta disolverse completamente. 
Depositándola en la caja central del equipo para electroforesis Horizon 58" de GIBCO 
BRL Modelo 250, que contiene un peine de dientes gruesos, se vierte el gel disuelto y 
se deja geliticar durante 30-40 min. Se retira el peine y se llena el depósito con solución 
de Tris-Borato-EDTA (TBE) 1 X. 

AISLAMIENTO DE CEPAS 

Para aislar las distintas cepas de leishmanias de los pacientes, se procederá de 
la siguiente manera: Se inoculan 50 microlitros de solución salina en el borde activo de 
la lesión previamente lavada cuidadosamente con agua y jabón, se aspira material de 
dicha lesión y se inocula a un medio de cultivo de RPMI monofásico enriquecido con 
10o/o de suero fetal bovino {en condiciones de esterilidad), o bien se inocula el aspirado 
de la lesión en animales susceptibles por vía subcutánea (ratones BALB/c), hembras o 
machos, de 6-8 semanas de nacidos, que pertenecen al bioterio de la Unidad de 
Medicina Experimental de la Facultad de Medicina. Después de dos meses aproxi
madamente, se obtienen de las lesiones, los parásitos, que se inoculan en el medio 
RPMI, se revisa éste por primera vez, a los 4 o 5 días, empleando microscopio de luz, 
se continúa su revisión, hasta alcanzar un promedio de 1 x1 o• promastigotes. 

LISADO DE PARASITOS 

Una vez obtenidos los parásitos, se resuspenden en 2 mi de Nacl al 0.15 M y ci
trato sódico (SSC), a un pH de 7.2, se colocan a 37 grados C, durante 15 min., el con
tenido se pasa por una aguja del No. 18 aproximadamente durante 8 ocasiones, para 
contribuir al lisado del kDNA. 

UTA TESIS 
IAl.IR :JE LA 
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OBTENCION DE KDNA 

Posteriormente se inicia el aislamiento del ONA del cinetoplasto (kDNA) del 
parásito, de acuerdo a la técnica empleada por Cheng y Simpson. (13), (14), (15), (16), 
(17), (18), (19) y (20), donde: 

1 .-Se colocan alícuotas de este lisado y se someten a una separación por gradientes 
utilizando 1 mi de cloruro de cesio (Cscl) al 6M y 6.6 mi de Cscl al 3M, con 2 mi de 
la muestra. 

2.-La mezcla se coloca en un rotor SN 40, centrifugando 30 min. a 20000 rpm., a 5 
grados C., se observan 4 capas. 

3.-Separan las dos primeras, (que incluyen la capa mas superficial del lisado de célu-
las y 2.5 mi de la capa de Cscl al 3M). 

4.-Se añaden 2 mi de SSC, agitando enérgicamente, cubriendo el tubo con parafilm 
5.-Centrifugar por segunda ocasión en las mismas condiciones. 
6.-Eliminar 4 mi del sobrenadante y reemplazar con 4 mi de SSC 
7.-Centrifugar nuevamente por 2 veces mas 
8.-Decantar las soluciones, manteniendo los tubos invertidos durante 1 O min. 
9.-Resuspender el KDNA del fondo del tubo en 80 microlitros de solución Tris EDTA al 

10 mM, con un pH de e.o. 
1 0.-Corroborar la presencia del kDNA, por electroforesis. 

Comprobación del aislamiento del kONA en los carriles. 
exceptuando el 9o. que no contiene 

30 



MATERIAL Y DESARROLLO DE LA TECNICA DE RFLP 

Una vez identificado el kDNA se emplean las enzimas de restricción, que tienen 
como promedio 1 hora para llevar a cabo la reacción, sin embargo, en este experimen
to se mantuvieron durante 18 hrs. 

El material que se empleó es el siguiente: 
-0.5 µI de enzimas de restricción 
1 µI de buffer 
7.5µ1 de agua destilada 
esta mezcla se somete a incubación a 37 grados C durante 1 S hrs. Se agregan 2 µI de 
"stop mix", se centrifugan instantáneamente y se corren en gel de agarosa, siempre con 
un standard de peso molecular que incluía 
7 µI de agua destilada 
2 µI de "stop mix" . 
1 µI de enzima de restricción Hae 111 174. (esta enzima corta de 72 a 2000 pares de bases). 
Los fragmentos de la digestión se separan en un gel de agarosa al 1 .2o/o. El kADN de 
cada cepa, se somete a una fuente de poder, aplicando 82 mv., posteriormente el gel se 
introduce en solución de Bromuro de etidio, para visualizar con un transiluminador de 
luz ultravioleta las bandas que indican el producto final del kDNA en estudio. 
Finalmente se fotografían estos resultados con una cámara Polaroid. 

MATERIAL V DESARROLLO DE LA TECNICA DE RAPO 

Para realizar la técnica de Amplificación al azar polimórfica del ONA, se requiere: 
20 µI de cada cepa a analizar, 
3 µI de cloruro de magnesio, 
5 µI de buffer con o sin magnesio, 
1 .3 µI de dNTP mix. 
1 µI de reactivo "forward" AP1, 
1.3 µI de Taq DNA polimerasa 
17.3 ul de agua destilada, 
50 µI de aceite mineral para cubrir la mezcla y evitar evaporación. 

Esta mezcla se vierte en un tubo eppendorf, colocándolo en el equipo para PCR 
"Programmable Thermal Controlar". con un programa, con duración de 29 ciclos de 
desnaturalización, alineación y elongación del kDNA en estudio. 

La temperatura media se calcula: 
2(No. A+ No. T) + 4(No. C+ No. G) - 5 grados C. 

Al finalizar estos ciclos, se extraen los 50 µI de aceite mineral y se toman 20 µI 
de la mezcla, se le agregan 4 µI de solución "stop mix", colocándolo en un gel de 
agarosa y/o poliacrilamida, con el empleo de un peine de dientes gruesos, se incluye 
nuestra muestra standard de peso molecular. En la cámara de electroforesis se somete 
a 84 mv. y se inicia la separación de proteínas que integran el fragmento en estudio, 
enseguida se somete este gel a bromuro de etidio durante 5 minutos, observando las 
diferentes bandas, en la lámpara de luz ultravioleta, tomando fotografías con la cámara 
Polaroid, para conservar la imagen. 
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RESULTADOS 

FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE LONGITUD POLIMORFICOS. RFLP 

Las cepas de leishmanias: LCD, AM y AG, son responsables de cuadros de leish
maniosis cutánea diseminada y al someterlas a fragmentación con las enzimas de 
restricción HPA 11, HAE 111, ALU 1 y ORA 1, nos dan imágenes similares. Fragmentos 
obtenidos al emplear la enzima de restricción que corresponda. 

l,353bp l,353bp 

ALUI ORAi 

1,353bp -l,353bp 
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Las cepas: 527, CAR y RC pertenecen a cuadros clínicos de leishmaniosis 
cutánea localizada. Los fragmentos que se obtienen con la digestión de las enzimas de 
restricción en las cepas 527 y CAR son idénticas, mientras que la imágen obtenida en 
RC se asemeja a la que se obtuvo en la cepa AO, que corresponde a una leishmanio
sis cutánea predifusa. 

Al analizar los fragmentos de las bandas obtenidas por el método del dendogra
ma, se observan dos grupos de cepas: 
Uno formado por LCD, AM, 527, CAR y AG, y que demuestran similitud entre ellas. 
Otro grupo lo integra RC y AQ, con gran similaridad molecular entre éstas dos . 

.4 .6 . 8 1.2 

I 
LCD 
AM 

I 
527 
CAR 

1 AG 

1 
RC 

1 AQ 

Analisis por el dendograma de los fragmenlos que se obtienen de las diversas cepas de 
leishmania al someterlas a enzimas de restricción 
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AMPLIFICACION AL AZAR POLIMORFICA DEL DNA. RAPO 

En esta técnica, los resultados demuestran que el oligonucléotido API, permite 
la separación de dos grupos: uno integrado por las cepas AG. CAR y YUC, que se obtu
vieron de cuadros de leishmaniosis cutánea localizada y otro grupo, formado por RC, 
AQ, NC, JJV y MOO, que son cepas que pertenecen a cuadros clínicos de leishmanio
sis cutánea predifusa, exceptuando a RC que se asocia a leishmaniosis cutánea loca
lizada: 

RAPDAPI 

1,353 bp 

PM AG CAR RC AQ MOD JJV NC YUC PM 
1 l_~_j 1 1 1 

LCD ~ LP LCL 

Fragmentos obtenidos de las diversas cepas de lelshmanias por RAPO • 

.36 .48 . 60 .72 .84 

AG 
YUC 

CAR 

RC 
NC 

1 
1 AQ 

1 
.JJV 
MOD 

Análisis por el dendograma de los fragmentos obtenidos por RAPO empleando el dendograma 
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CONCLUSIONES 

La Leishmaniosis es una parasitosis que produce una gran variedad de cuadros 
clínicos dependiendo de la especie de leishmanias de que se trate, del vector, del inócu
lo de parásitos y del estado inmunológico del huésped. 

Hasta la fecha uno de los grandes enigmas en la leishmaniosis es el entender la 
causa de la diseminación del parásito en algunos pacientes. 

En ningún estudio anterior se ha podido correlacionar a una especie con un 
cuadro clínico específico por lo cual siempre se ha sospechado que intervengan un 
fondo genómico y la respuesta inmune como factores decisivos en la presentación clíni
ca del padecimiento. 

Este es el primer estudio hecho en México en donde se encontró que dentro de 
una especie puede haber variación genética, que se puede correlacionar con el cuadro 
clfnico de leishmaiosis cutánea predifusa. 

En este estudio todos los parásitos usados se han tipificado por anticuerpos mo
noclonales e isoenzimas como Leishmania mexicana mexicana; sin embargo por 
biología molecular se ha detectado variación dentro de una misma especie. 

Se debe alertar al médico a realizar una búsqueda específica de la cepa causan
te y, practicar un seguimiento en aquellos casos en donde se obtengan patrones de frag
mentos similares a cepas que producen cuadros más severos, como son la leishmanio
sis cutánea predifusa y la leishmaniosis cutánea diseminada. 

Se someterá a nuevos estudios la posibilidad de introducción de nuevas especies 
en México. 
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