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RFSIIMEN 

En este trahajo sc cvaluú la corrdaciúlI L'lItre la illhibiciún dd L'sLallid" ",idativ" qllc cjcn:L' 

Leishmania mexicana mexicana sobre macrófagos y la gravedad del cuadro clínico 

encontrado en el huésped. Se demostró que la inhihieiún del estallido oxidativo ejercida 

por Leishmania mexicana mexicana en monocitos de pacientes con Icishrnaniasis cutánea 

difusa (Len) es de 4ll%, mÍl:ntras que en pacientes con kislnuaniasis cutúnca localizada 

(LeL) es de 22% y en los monoeitos de sujetos sanos l.eisI7ll/(lI1i" meximl/a mexicana 

inhibe el estallido oxidativo un 29%. En pacientes con leishmaniasis cutánea la gravedad 

del cuadro clínico se correlacionó con el grado de inhibieiún que ejerce l.eishllll/l1iu 

mexicana mexicana sobre el estallido oxidativo de sus monocitos. La dilcrencia entre 

pacientes con Le\) y LeL es altamente signilicativa (]l<O.0242) .. 

En el análisis de la inhibición del cstallido oxidativo ejercido por I.eishman;a mexicana 

I/zexlcana sobre macrófagos de ratones susceptihlcs a la Icishmaniasis (BALB/c) se 

encontró que hay una inhibición del estallido oxidativo de 29'X, y la inhibiciún que ejerce 

Leishmania mexicana mexicana sohre l11acrólagos de ratones resistentes a la leishmaniasis 

(C57BV6) es de 10%. Igual que cn el humano, en el hU':SI1l'd Illurino se em:ontrú una 

correlación entrc la gravedad del cuadro clínico y el grado d, inhihi ... i,"') dd cstallido 

oxidativo. Aquí también la difercneia es altamente significativa (1" 11.01151. 

Se analizó si esta inhihición del estallido oxidativo pcr1l1ilL" la soh)C\'ida dc' alllasti[!otc., dc 

Leishmania mexiCllna mexicana y la propagación del padceinlÍcnto. cneontrúndos, una 

correlación directa entre la sobrevida Jc amasl ¡goles de I í'i.,hl11tUÚO 1I1C.\iClll1l1 IJIt'XiC(/l1l1 

con el grado de inhibiciónljue ejcrce el parúsito sobre el estallido ""iduti,o dclnJacrúb[!o. 



Adicionalmente se encontró que no existen diferencias en la capacidad de inhibición del 

estallido oxidativo ejercido por cepas dc I,eishmania /I/('xicona /l/exicana que originan 

distintos cuadros clínicos, tanto en monocitos de humanos sanos como en mucrúf¡lgos dc 

modelos murinos. 

Concluimos que la gravedad del cuadro clínico en pacientes con distintas formas clínicas de 

leishmaniasis se correlaciona directamente con el grado de inhibición del estallido 

oxidativo ejercido por Leishmanill /l/eXiCal1a mexicana sobre sus llIonocitos. 

Adicionalmente concluimos que el grado de inhibición del estallido oxidativn no depende 

de la cepa de Leishmania mexicana mexiCllllll sino del tondo genético del hu':sped. 
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ANTECEDENTES 

La leishmaniasis es una enfermedad producida por parásitos protozoarios del género 

Leishmania. El parásito es transmitido por la picadura de moscoS hematófagos pilosos del 

género Phleb%mus del viejo mundo y Lu/zomia en el Nuevo Mundo (1). 

La leishmaniasis es una parasitosis de amplia distribución geográlica, exceptuando Alaska 

y Australia. En la República Mexicana se han registrado casos en los estados como Puebla, 

Morelos. Guerrero, Chiapas. Veracruz, Tabasco, Oaxaca. Campeche. Quintana Roo. 

Jalisco, San Luis Potosí y Coahuila. El primer caso fue reportado en 1912 en el estado de 

Yucatán. De 1946 a 1951 se reportaron un promedio de 35 casos anualmcnte en todo el pais 

y de 1987 a 1997 se han registrado un promedio de 800 casos anuales (2). 

La leishmaniasis pucde tener dill:rentes IllrlllaS clínicas clasilicadas en: 

A) Leishmaniasis cut¡ínea localizada (LCL) 

Se caracteriza por un nódulo único que tiende a ulcerarse. La ulceración es generalmente 

redonda, de bordes indurados. fondo limpio e indolora. Puede curar espontáneamente en un 

periodo de seis meses a dos arios; sin embargo en la ur~ia la infección puede ser crónica) 

puede durar afio s, y puede llevar a la mutilación del pabellón auricular. I.a hiperscnsibilidad 

se desarrolla en forma temprana y los pacientes son positivos a la intradermoreacción con 

Leishmania (prueba de Montencgro). Los linfilCitos del huéspcd tienen la capacidad de 

responder in vi/ro a este antígeno con la producción de intcrtcron gama (1 N F-y) e 

interlcucina 2 (IL-2) Y en las hiopsias habitualmente se encuentran pocos parásitos en el 

interior del macrófago. En México esta forma clínica se conoce COll10 úlcera de los 

chicleros. es causada por Leishlllll/1ia mexical7a mexical7a (1.2.3) y ticnc una distribución 

prácticamente en toda la República Mexicana (figura 1). 
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Figura l.a) Lesión ulcerosa típica de 
leishmaniasis cutánea localizada 

B) Leishmaniasis cutánea diseminada (LCD) 

lO , .... 

Figura l.b) Biopsia con escasos parásitos 
intracelulares 

Esta forma se caracteriza por iniciar con un nódulo que no se ulcera, la infección se 

disemina por vía linfática dando múltiples nódulos en la cara, extremidades inferiores y 

superiores, en el tórax y espalda, con excepción del cuero cabelludo, palmas de las manos 

y plantas de los pies. Esta enfermedad es de difícil tratamiento y generalmente es de 

desenlace fatal. La respuesta inmune celular se encuentra inhibida mientras que la respuesta 

humoral está aumentada sin embargo, no es protectora. La intradermoreacción es negativa. 

Esta forma clinica tiene una respuesta de tipo Th2, es decir la producción de interleucina 4 

(IL-4) e interleucina lO (IL-IO) están elevadas. En el análisis histopatológico se pueden 

observar abundantes parásitos dentro de rnacrófagos vacuo lados. En México es causada por 

Leishmania mexicana mexicana (1,3), se han registrado casos en los estados de Tabasco, 

Veracruz y Coahuila (figura 2). 
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Figura 2. a) Lesiones nodulares 
en leishmaniasis cutánea difusa. 

C) Leishmaniasis mucocutánea o Espundia (LMC) 

Figura 2.b) Biopsia con abundantes 
parásitos intracelulares 

Esta forma clínica presenta lesiones muy destructivas de mucosa nasal y orofaringea, es de 

dificil tratamiento y puede producir la muerte por inanición y obstrucción de vías 

respiratorias. (figura 3). 

Figura 3. Lesiones de la mucosa oral típica en 
leishmaniasis mucocutánea o espundia 
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D) Leishmaniasis cutánea esporotricoide o cutánea predifusa (LPD) 

Esta fonna clínica se manifiesta con pequeños nódulos subcutáneos subsecuentes que se 

diseminan por vía linfática y presenta similitud en la manifestación clínica con las lesiones 

ocasionadas por Sporothrix shenckii (4,5). La intradermoreacción es negativa y la presencia 

de parásitos en las biopsisas es escasa. Se han reportado casos en el estado de Tabasco. 

(figura 4). 

Figura 4. Lesiones nodulares continuas 
en leishmaniasis esporotricoide 

E) Leishmaniasis visceral o Kala azar (LV) 

Esta fonna clínica de leishmaniasis es causada por Leishmania donovani y Leishmania 

donovani chagasi en el nuevo mundo. Tiene un periodo de incubación de dos meses a un 

año y afecta principalmente el bazo, hígado, mucosas del intestino, medula ósea y otros 

tejidos linfáticos (3). Los estados donde se han reportado casos son Puebla, Oaxaca, 

Chiapas y Morelos (figura 5). 
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Figura 5. Hepatoesplenomegalia en 
leishmaniasis viceral. 

Características diferenciales en tres formas clínicas de leishmaniasis cutánea en México. 

LCL LCD LPD 

Lesión Unica Todo el cuerpo Multiple y subsecuente 

Tipo de lesión Ulcera Nódulos Nódulos subsecuentes 

Vía de disemínación Linmtica Tisular y linmtica Tisular y linmtica 

Diseminación a mucosas Muy rara Frecuentemente No observada 

Parásitos en improntas Escasos Muy abundantes escasos 

Respuesta a tratamiento Cura con tratamiento De difícil tratamiento De dificil tratamiento 

lntradennoreacción Positiva Negativa Negativa 
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TAXONOMIA 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), dislingue 7 especies dc Ieishmanias: 1.. 

major, 1.. dOl1oval1i, 1.. aethiopiw, L. mexicanll, L. hl'lIsiliensis, L. Impiw y L. peruvianll 

(3), 

Familia { 

(ienero { 

TRYI'ANOSOMATlDAE 
I 

LEISIIMANIA 

EsPCcics{ l .. ma.i(lr l .. uonnvani l .. actlli(lpic.l 1" 1l1c'\.;caml 1" hra.<;;licno.;;s. l .. trppi ... ·u 1 .. pcruviuna 

L.d. unnovani 1 .. 111. mexicana 1 .. 1l. brasilicJlsis . pL'l"uvian<L 

Sub L.d inlantum 1 .. 111. pilanoi I .. h. guyancnsis 

I .. d. chagasi I .111. garnhumi 1 .h. panalllL'Ill'I\<;i<; 

I .. m. ul1la/ollt.:nsis 

I .. m. vcnc/tlkllsis 

CICLO BIOLOGlCO DE U;;¡SIlMANIA 

La infección por Leishmania inicia cuando un mosquito inlix:lado con cI promastigole. que 

es la fase móvil (de 15 a 20 micras de largo por 1.5 a 4 mÍl:ras de ancho. presenla un 

núcleo central. flagelo anterior y que vive cxtraeelularmcnle en cI tracto digestivo del 

insecto) pica al huésped sano e inocula los promastigoll:s. los cuaks son lügocilados pOI los 

macrófagos de la piel. En el interior del maerófago permanecen cn el lilgolisosoma y con 

las condiciones ácidas se translimnun en amastigotes (llHll1a oval de aproximadanlcnle 5 

micras de diámetro. con un núcleo excéntrico. un eineloplaslo y no posee Ilagelo). Los 

amastigotes se multiplican por fisión binaria. llevando a la lisis a la cl'lula hospedera) los 
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parásitos sOllliberados. Estos invaden a otras células fagocíticas donde vuelven a proliferar. 

Pueden circular por sangre o liquido tisular hasta que nuevamente son ingeridos por el 

mosquito y los amastigotes se tnlllslorman en promastigot.:s los cuales se multiplican por 

lisión binaria en cl tracto digestivo de mosquito. Los promastigotes maduros migran a la 

probóscide y al picar el fIlOS':O. éste regurgita al parásito. inlectando asi a otras células dd 

sistcma lagocitico mononuclear, cerrándose el ciclo de vida (6). (Iigura 6). 

Figura 6. (1 )illoculación de prolll3stigole por picadura. (2 )1:l!!Ocito<;is del 
prolllastigotc, (3)fusión del 13golisusoma con el lisosoma dd nHu.:rúl:lgo, 
(4)diferenciación del prol11ílstigole a la nlSC de amasligntc, (5 } 6) 1l1l1ltiplicaciún 
de 3mastigoles. (7)lisis del1ll3crolago y liberación de alll3stigotes, (R) fl.lgocitosis 
dc 3mHstigotes liherados. (<)}ingcstioll de 3mastigotl"'; por el \Tcttlr. (1()-16) 
desarrollo del promastigotc dentro tic-! vcctor. 
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MOLECULAS DE LEISIIMANIA QUE INTERVIENEN EN LA F1Sl01'ATOGENIA DE 

LA RELAC10N IIlJES1'ED-1' ARAS1TO: 

La sobrevida del amastigote en el fagolisosoll1a dclmacrófllgo depende de los mecanisll\os 

de protección que el parásito posee. Existe evidencia de que esta protección está basada en 

dos moléculas, que se encuentran en la pared extracelular del parásito que son una 

glicoproteina de 63 k[)a (gp63) y los lipofosloglicanos (1.1'(;) (7). 

GLICOPROTEINA Gp63 

Una de las moléculas importantes que se encuentra en la superficie de Ll!isll/lllll1ill en los 

dos estad íos del ciclo de vida dd panísito es la glicoprotéina de (,] kDa. Es una proteína 

anfifílíca de superficie con aproximadamente SOO,()OO copias por promastigol<:. 

constituyendo así el 1% del total de las de las proteínas present<:s del parúsito (X.,»). 

Función de Gp63 

A) En la fagocitosis. 

La gp63 es una metaloenzima dependiente de zinc, que tiene una actividad proteolítiea a un 

pH óptimo entre 3 y 4 (10,11). Se ha demostrado que esta glicoprotcína til'ne residuos N­

aectilglucosamina, manosa Y galadosamina que juegall 1111 papel importallte CII la 

interacción parásito-macrófago, debido a que son reconocidos por los lecl'ptmcs manosa­

rucosa y con los reccptores Mac-l (CR3) dellllacrófllgo (12,13 J. 

B) Sobrcvida intracelualar 

También se ha demostrado que la actividad protcolítica dc 1;1 gpld SC \ l' ;Hllllcnlaua CII l'l 

interior del fagolisosoma, protegiendo· al amastigote de la degradadú" illtralisosomal 

ejercida por enzimas lisosomales, lo cual ]¡Ivorecc a la sobrniua intracelular dcl parúsilo 

(14 l. 
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LIPOFOSFOGLICANO 

El LPG es sintetizado por todas las especies de Leishmania. Es el mayor glicoconjugado 

presente en la superficie del promastigote incluyendo el flagelo (15). Este g1ucolípido está 

formado por cuatro dominios principales: 

I) Región de anclaje I-O-alquil-2-lisofosfatidilinositol. 

II) Región central de fosfosacáridos constituida por g1ucosamina desacetilada, dos manosas, 

galactosa-6-fosfato, galactopiranosa y galactofuranosa. 

I1I) Región de disacáridos fosforilados, esta región esta constituida por múltiples unidades 

repetidas de P04- 6gal(~I,4)man«(lI). 

IV) Región de oligosacáridos, esta región es el casquete terminal de la molécula que puede 

estar constituido por galactosa o furanosa. (16,17). 

En la figura 7 se observan las principales diferencias en la estructura de LPG de tres 

especies de leishmanias. 
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Figura 7. Diferencias en la estructura de LPG en tres especies de ¡,eislmulI1ia. Se encuentra ulla !!,n111 

diversidad en las unidades de repetición sm:mídicas de la lIlolccula R1 : los dilcrcllle~ disacaríJos ~ 

trisacáridos en R2• en diferentes cepas y especies de I.dslllllullia. dando pOi resultado una gran diversidad 

antigénica. 

Funciún de LPG: 

A) Resistencia al complemenlo 

Enlre el liempo de inoculaciún y de inICcciún del lIlaCrúl¡lgo, el prollHlsl igole exlracdular 

eslá expueslo a la lisis por la aclivación dcl cOlllplelllento ya sea por la vía clúsica o la vía 

allerna, Al aclivarse el raclor l'3 por alguna de .:slas dos \ ias ~ COIl la al'ciúll de la 

convcrlasa oel C3, uarú origen a los 1¡lclorcs ('.lb y C3bi que son lijados por el l.l'(¡ ell la 
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mcmbrana cxtracclular del par~sito. "stos componcntes dd cOlllpbncllto una vez lijados 

por el parásito son reconocidos por los rcceptorcs dclmacrólago, eR l para el 1~lctor ('30 y 

el reccptor Mae-I (CR3 o receptor manosa-IÍJeosa) para el 1¡letor (,3bi y de esta 1\>I'Il1a el 

parásito es fagocitado por clmacrólilgo. (18,19). Mcdiantc csta opsonizaeion la Leishmllnia 

es ulgocitada por elmacrólilgo y protegida de la lisis por cOlllplelllcnto. 

B) Sobrevida intracelular: 

Una vez que el par~sito es internalizado y se encuentra dentro del 1~lgolisosol11a se 

transforma en amastigote resistiendo a la acción de las enzimas hidrolítieas y los productos 

tóxicos de oxígeno, teniendo así la capacidad dc sobrevida para seguir Inultiplicúndose. Sc 

ha estudiado la acción del LI'O sobre cuatro enzimas hidro líticas de Illacrólagos de ratón y 

se ha encontrado que LPG no alccta la actividad de la 1(ISlatasa ácida, II-glucosaoxidasa y 

N-aectil-I\-glucosidasa, pero si se ve alcctada ell su actividad la en/.illla II-gahlclosidasa por 

acción de las cargas negativas de la LI'G (20). Estudios in 1"'Ir" han demostrado que 

Leishmania necesita por lo menos el 20'}'o del total de moléculas de I.l'ti intactas para 

lograr una sobrevida cn el interior del lagolisosoma del lIlacrú¡¡'go. Fn la actualidad se 

siguen estudiando los mecanismos por los cuales L!'(j conliere protecciún al parúsito ante 

los mecanismos microbicidas desencadenados por cllllacró¡¡'go (21 ). 

Uno de los mecanismos más importantes que ha desarrollado la l.ei.\//II/C1l1ia para poder 

tener éxito en la sobrevida intracelular, ~s la inhibi~ión de I'rotcÍn t:inas<1 (' (1'1((.'), la eual 

es importante para desencadenar el estallido oxidativo que g~ncra los clllllpuestos túxit:os 

de oxígeno como cs el anión supcróxido, peróxido de hidrúg~no. radic<1ks hidroxilll y l'I 

oxígeno singlllete (1 &.22). Con I'KC Pllrilieada de cerebro ,k r<1t<1 se de",,'st,ú la i"hihici,'lll 

que ejerce el LPG sobre el estallido llxidativo de Illacrúlilgos. Fsll: estudio r~vl'lú que el 
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LPG es un inhibidor competitivo del diacilglicerol (23). Estudios posteriores revelaron que 

el fragmento exhibido de LI'G I-O-alquilglicerol inhibe la acción de la I'KC. Estos 

resultados sugieren que LPO interactúa con el dominio de regulación de I'KC. el cual cs el 

sitio de unión para el diacilglicerol, aleetando así el papel de la I'KC en la inducción del 

estallido oxidativo (24). 

RESPUESTA INMUNE IIACIA LA IBSIIAtANIA. 

Respuesta inmune innata 

Al penclrar la Lcishllllll1ill al organislllo se adivan dos tipos de células ilnportanlcs cn la 

respuesta inmune natural inespecífica: las células NK (asesina natural) y los maerólagos. 

Los macrólagos juegan un papel central, prilllero 1¡lgocitan al parúsito l' iuduceu la 

respuesta inmune especílica lIlediante la presentación del antígeno eu combiuación con 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase 11 (MIIC 11) con la 

activación de linlocitos CD4+ y con moléculas del complejo principal dc 

histocompatibilidad dc clase I (MIIl' 1) con activación de linli.citos ('I)X l. Adiá.nalincntc 

liberan interleucinas como la interleucina 2 (11.-2) c interleucina 12 (11.-12), la:.; cuales a su 

vez son inductoras de la respuesta inmune específica. El papel de la 11.-12 es crucial cn la 

Jcishmaniasis debido a que activa un grupo de céluhts producllllas de inlcrl'."rún ¡,alua 

(lFNy), cl cual es responsable de la activación subsecuentc del lIlacrólÍlgo y control de la 

enfermedad. Una de las células activadas )Jor 11.-12 es la célula NK. En lIIodelos IIllJI"inos 

Laskay encontró que la interacción temprana entre /.ei.\/11I1lIl1ill y células NK es dccisivu 

para la evolución del padecimicnto, ya que la deplceiún de células N K durante las dos 

primeras scmanas de la inlccciún lleva a una cxaccrhaciún del pudceiulicnto. 1·:1 clCdo 
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LPG es un inhibidor competitivo del diacilglicerol (23). Estudios posteriores revelaron que 

el fragmento exhibido de LPG I-O-alquilglicerol inhibe la acción tic la PKC. Estos 

resultados sugieren que LPG interactúa con el dominio de regulación tic PKC. el cual es el 

sitio de unión para el diacilglieerol, alcctando así el papel tic la I'KC en la intlucción tic I 

estallido oxidativo (24). 

RESPUESTA INM\JNE IIACIA LA IYISllAf/INIA. 

Respuesta inmune innata 

Al penetrar la Leish/llllnill al organismo se: aclivan dos tipos dc célnl;ls inlporlantcs en la 

respuesta inmune natural inespecífica: las células NK (asesina natural) y los macrótagos. 

Los ll1acróli'gos juegan un papd eentr,", primcro ¡¡'gocilan al p",,,silo e i"dueen la 

respuesta inmune espccíliea mediantc la presentación del antígcno en combinación con 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (M IIC 11) con la 

activación de linfocitos CD4+ y con moléculas del complejo principal de 

histocoll1patibilidad dc clase I (Mlll' 1) wn activación de linl(lcitos l '1 JX l. AdicionahllL'1I1e 

liberan interleucinas como la interlcucina 2 (11,-2) e interlencina 12 (11.-12), las cuales a su 

vez son inductoras de la respuesta inmune específica. El papel de la 11.-12 es crucial en la 

Ieishmaniasis debido a que act iva 111' grllpo dl' células prodllclol as dl' i"lcrl"rún l'al"a 

(IFNy), el cual es responsable de la activación subsecuente del macrúl¡'go y control de la 

enfermedad. !lna de las células activadas por 11,-12 es la célula NK. En ,itodclos Il1l1fillOS 

Laskay enconlró que la interacción temprana entre l.eisll/1llll1ill y células N K es uecisiva 

para la evolución dcl padecimiento, ya que la deplcciún de células N K durante las dos 

primeras semanas de la inlccciún lleva a una cxaeerbaeiún del I'adeeilllielllo. El ekc!lI 
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protector ejercido por las células N K radica tanto en su actividad citotóxica como en la 

producción de IFN y (25). 

Respuesta inmune específica 

Las infecciones por Leis/11I1llllill desencadenan una respuesta inlllune celular lIlediada por 

linfocitos T y una respuesta hUl110ralmcdiada por linfl)citos B. 

A) Respuesta inmune celular. 

-Linfocitos '1' CD4+: 

Se ha demostrado que los linfocitos T CD4+ juegan un papel illlporl~nte en la evolución de 

la enfermedad, en base al patrón de intcrlcueinas que secretan. Estas células se pueden 

diferenciar en CD4+ tipo I (Th 1) Y ('1)4+ tipo 2 (Th2). Las células de tipo Th I secretan 

interleueina 2 (IL-2), e IFNy. La secreción de estas interleucinas lleva a la activación del 

maerófago. Las células de tipo Th2 liberan interleucina 3 (11.-3), inll:rleucina 4 (11.-4), 

interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (11,-6), e interleucina 10 (11.-10) (2ó). La presencia de 

IL-4 antagoniza la acción de I FNy n'ente al macrólago. Aunque se desconoce Illucho 

acerca de los factores responsables de la inducción hacia la respuesta lh I (¡ Th2. se sabe 

actualmente que los niveles de 11,-12 presentes en etapas tempranas del padl:cimiento son 

decisivos para el desenlace de la enICrIlll:dad. La capacidad del nwcrúlilgo de secretar 

niveles altos de IL-12 se correlaciona con la inducciún dc la respucsta de tipo Thl. I~I 

papel de estas interlcucinas se ha podido analizar cn modelos Inurinos. 

Los ratoncs naturalmente susceptibles a la l,eis/ul1l1l7ill (BALlVc). cursan con una respuesta 

Th2 lo cual permite una multiplicación incontrolada del parásito y progresión dcl 

padccimiento. 
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En los ratones resistcntes a la l,ei.l'hll1l1l1ia (C57BI/6) se desencadena una respucsta 

linfocitaria Th 1, originando la liberación de I FNy Y la est imulaciún subsecuente del 

macrófago con el control de la enfermcdad (27). 

-11.-12 

+ 11.-12 .----~ 

-Linfocitos T CD8+: 

-----I~~ 11 ,-4 _~ I h2 

t 
8 ~r"" 
8 

~ 
Susceptihilidad 
desarrollo de la 
en fennc(.lad 

~ 
Resistencia 
control de la 

en ICrln edad 

Los linfocitos T CDX+ son importantes células elCctoras en el liJaren de la inlCcciún 

microbiana intracelular y se ha visto que los linf(lcitos T CD8 + juegan un papel esencial en 

la curación de rcinfceeiones por 1, lIIa;II/'. I,os llIecanisnu,s de prol<:cciún de los linli'citos T 

CD8+ pucden ser mediados por la producción dc IFN y () bien por su actividad COIIIO 

célula citotóxica. COIl la propiedad de lisar macról¡lgos inlCclados (2X.2'J). 
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EL MACROFAGO 

Características generales de los macrófagos. 

Los macróülgos son células del sisl<:ma lilgocitico mononuclcar. dentro del cual se incluyen 

macrólagos dd tejido, monocitos y promonocitos de sangre perilcrica. los cuales son 

derivados de promonocitos de médula ósea. 

Los macrólúgos son células grandes de aproximadamente 25 a 50 pm de diúmetro y de 

superficie irregular. Tienen un núcleo en fOrIna arriñonada. Presentan un citoesqueleto 

conlormado por microtúbulos y microlilamentos que rodean al núcleo y se reparten por 

todo el citoso!. En la cara interna de la membrana celular se encuentran lilamentos de actina 

que intervienen en la formación de pseudópodos. en la movilidad celular y en los procesos 

de endocitosis. El citoplasma presenta un complejo de Golgi bien desarrollado, un número 

variable de vaeuolas y vesículas pinocitarias, mitocondrias grandes y lisoslllllas asociadas a 

membranas (30). 

Funciones 

Los macrófagos intervienen en todas las lúses de la respuesta inmune. Primeramente 

constituyen un mecanismo protector de acción rápida, que puede actuar antes de que se 

haya producido la amplificación mediada por las células T. Intervienen en las primeras 

fases de la activación' de las células T. procesando y presentando los antígenos. 

Finalmente, tras ser activados por células T participan en la lúse efectora, se comportan 

como células inflamatorias, antilul1lorales y anlimicrobianas (31). 

En forma general las limciones dclmacrólúgo se pueden rcsumir dc la siguicnte manera: 

l. - Célula fagocítica 

2. - Célula secretora de lactores que pueden activar otros componentes del sistcma inlllunc. 
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3. - Célula presentadora de antígenos a través de lJloléculas de clase I y 11 del Complejo 

Principal de IIistocompatibilidad (MIIC). 

4. - Célula efectora con eliminación de moléculas intracelulares. 

Fagocitosis. 

En el proceso de fagocitosis el macrólllgo ingiere partículas de más de I ¡.un de diámetro a 

través de pseudópodos formados por filamentos de actina. El proceso puede ser inhibido 

por citocalasina o bien por bajas temperaturas (4"C). Durante la fagocitosis elmacrólago es 

activado, lo que conduce a un incremento en el consumo de oxígeno y la producción del 

anión supcróxido y peróxido de hidrógeno. i\dicionahnente la activación lleva a la 

liberación de enzimas como la lisosima y la producción de varios factores quimiotácticos 

para neutrófilos. Se han descrito dos mecanismos de fagocitosis. en uno de ellos se rodea el 

material englobándolo con la membrana y en cl otro el fltgocito extiende un brazo que se 

enrolla a la partícula dando varias vueltas para la internalizaeion del material con la 

posterior unión a las membranas. Es necesario un punto inicial de fllsiún a partir del cual 

las áreas restantes de la membrana se unan con sus contrapartes (modelo de zipper). La 

fagocitosis se clasifica como específica mediada por receptores e inespecífica cuando los 

receptores no se conocen. Los macrófagos poseen receptores para distintas llIoléculas del 

sistema inmune que median la fagocitosis como los receptores para las inmunoglobulinas y 

receptores para los componentes del cOlJlplemento (31). 

Receptores Presentes en la Superficie de MOJlocitos y MacrÍlfagos: 

1) Receptores para regiones rc de inmunoglobulinas: 

[gOl. [g02a, [g02h. [gOJ, IgA, IgE. 
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2) Receptores del complemento: 

C3b, C3bi, C5a y Clq. 

3) Receptores para interleucinas: 

factor de inhibición de macrófagos (MIF), factor activador de macrófugos (MAF), factor de 

inhibición de la migración de leucocitos (UF), factor de fusión de macrófagos ( MFF), 

interleucina l (IL-I), interleucina 2 (IL-2), interleucina 3 ( IL-3), interleucina 4 (IL-4), 

interferón a ( IFNa), interferón ~ (IFN~), interferón y (IFNy), factor de estimulación de 

colonias (CSF). 

4) Receptores para péptidos y moléculas pequeñas: 

1,2,5-dihidroxi vitamina D3, sustancia P, Arg-vasopresina. 

5) Receptores para hormonas: 

insulina, glucocorticosteroides y angiotensina 

6) Receptores para transferrina y lactoferrina. 

7) Receptores de Iípidos y lipoproteinas: 

lipoproteinas de baja densidad aniónica. 

8) Receptor de coagulación y anticoagulantes: 

fibrinógeno, factor de coagulación VII, al-antitrombina, heparina 

9) Receptores de fibronectina. 

10) Complejo de receptores para a2-macroglobulinas. 

11) Otras: 

agonistas colinérgicos, agonistas al ~Iinérgicos y agonistas ~2 andrenérgicos. 

19 



4 

ei contro~ de la rcsp'...I';SW !m::ur...:: 2.;.lpiillcr.r;r.:~ ;,,-: respue~~a local n :a lI'fe~ció'1. La~ 

intcr~~'Jc:nas q:.:::: se inc::,:yc:1 son i¡-¡l~r;~uci"'.a 1 ~::"-1), jn~cr:cuCi!l4 6C~_-C), int~rlc:.:cjfi~ 8 

(lL-8), intcrlcucina 12 (iL-12) Y factor de necrosis tt:rnor:Jl alfa (T:\I"-l1). 

Entre los mccunismQs crecieres m2.s imrort['r~cs del macrófé:go se encuentra ir;. generación 

de rer..ctivos intermedi1l1'ios de oxígCP8 y de óxido n1trico gencrar'(!os durante el estallido 

oxidativo. 

El estalEdo c::idL"tivo. 

La perturbación de :a membrana ciel macrófago dun:.:1te la fagoci~osis ind:;ce al incremento 

de consumo de oxí2cno, l1amúr.dose a este prJceso esta:lido oxiciativo. Durante este 

rroc~oo ~u ¡.i,iuin<l:r.ctclcÓlido o::idasa (NADPlI oxidas&) ger.c¡rsa corn;JUestos de oxígeno 

como son e; u:1ión s·.:peróxido (Oz-), peróxicio de hidrógeno (EZC2), oxígeno singlctc COz) 

y raciicall:s hidroxilo ('OH) que son compuestos al:arr:crtc mierooicidas. 

La NADPiI oxitlasa puede ser activada por diferentes partículas y agentes soh:bles; una vez 

aetivr..da la NADI'I1 oxidasa, el citocromo b558 cataliza la transferencia de electrones 

generándose el Oz-, el cual con ayuda de la superóxido dismutasa (SeD) dará origen al 

I bOz. Este sustrato podrá se¡- reducido por tres mecanismos: 

1.- Por la "cción de 1<: catalasa y la glutatión peroxidasa (OSH) el I-I20 2 se convertirá en 

IhO + O2 (mecanismo de destoxiúcación)_ 
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2.- Por la acción de la mie!opcroxidasa (MPO) el ¡hO, se reducirá en ácido hipocloroso 

(HOCI) y como mecanismo de regulación el IlOC:l + Ih02 dará origen al IOl ·f ;1,0. 

3.- Por ultimo ell h02 se catalizará por Fe2
' con g'~ncraeién -OH. 

Todas e!>1as moléculas serán generadas en las vacuo las fagocílicas con una gran actividad 

tóxica sobre los microorganismos (32,33). 

V 
HOCl --» 102 + er 

MOP 

o .. : 0, 

O2 e~02' \.t Ib02 V~'OIl 
citocromo SüD ~ 

11,0 

GSII 

,,' 
I 

V 
--j> l·hO 

Figura 8. El estallido oxidativo inicia con el consumo de oxígeno generando así metabolitos tóxicos de 

oxígeno. 

Se ha demostrado que también el acetato de forbol miristato (PMA) induce el estallido 

oxidativo mediante la activación de la protein cinasa e (PKC). Esto ocurre cuando el 

PMA induce la traslocación de la PKe desde el citosol hasta la membrana intracelular del 
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macrófago, donde es fosforilada (activada) y de esta forma es capaz de estimular a la 

NADPH oxidasa generando así todos los componentes tóxicos de oxigeno. (34,35,36). 

Quimio luminiscencia. 

La generación de moléculas reactivas como O2-, H202, 102 Y --OH como resultado del 

estallido oxidativo, son esenciales en la primera etapa de defensa contra los 

microorganismos desarrollada por el macrófago. La producción de estos metabolitos de 

oxígeno pueden ser medidos como emisión de luz llamada quimioluminiscencia nativa. 

Esta emisión de luz nativa nos puede servir para determinar las características funcionales 

del macrófago en el proceso de fagocitosis. Esta producción de luz natural puede ser 

amplificada al adicionar luminol (5-amino-2,3-dihidro, 1-4-fetalazinedione). El luminol 

reacciona con las especies oxidantes produciendo así un aumento en la emisión de luz, la 

cual puede ser medida a aproximadamente 425 nm. De esta forma es posible monitorear la 

actividad de fagocitosis del macrófago con ayuda de un luminómetro (37,38). 

o 

cCJH O,' 
COOH 

O ~H 
+ H,O, ..... + N, + LUZ", 425 nm 

'O, 

11 
-OH COOH 

NH, O NH, 

Luminol Oxidantes Cl - aminooftalato 

Figura 9. Reacción química dellurninol con los metabolitos de oxigeno generando luminiscencia 
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Proteína cinasa C (PKC) 

La proteína cinasa C (PKC) es una proteína serinaltreonína cmasa dependiente de 

fosfolípidos. La actividad biológica de la PKC puede ser regulada por diacilglicerol 

(generado por el 4,5 difosfato) y también puede ser estimulada por promotores de tumores 

como los compuestos de forOOI éster (36,39). 

La PKC juega un papel importante en la regulación y proliferación celular, incluyendo 

producción de hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento (37,40). 

En la actualidad se han reportado II iso formas de PKC las cuales se clasifican en tres 

grupos: 

1) Convencional (PKCc): Este grupo requiere de fosfatidilserína, diacilglicerol y Ca2+ para 

su activación y son PKCa, ~ 1, ~2 

II) Nuevas (PKCn): Para su activación también requieren fosfatidilserina, diacilglicerol 

pero no de Ca2+. A este grupo lo conforman la PKC y, E, 11, e y ¡.l. 

III) Atípicas PKC (PKCa): Solo requieren Ca2+ para su activación, y son la PKC ~ y A. 

(38,41 ). 

PKC tiene una región amino terminal de regulación (de aproximadamente 20-40 kDa) y 

una región amino terminal catalítica (de 45 kD) y se ha encontrado que esta proteína tiene 

cuatro dominios muy conservados. El dominio C I está formado por una región rica en 

cisteínas y este dominio es el lugar de unión para fosfolípidos, diacilglicerol y compuestos 

de forOOI éster. El dominio C2 es el lugar de unión para el Ca2+. Estos dos dominios son 

importantes para regular la actividad de PKC. El dominio C3 es el lugar catalítico de unión 
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para el ATP y por último el dominio C4 es el sitio de unión de la PKC al sustrato 

(41,42,43). 

PAPEL DEL ESTALLIDO OXIDATIVO DE MACROFAGOS EN LA 

LEISHMANIASIS. 

En modelos murinos se estableció la importancia del estallido oxidativo en el control de la 

leishmaniasis. En un estudio donde se usó L. donovani y L. tropica se demostró que el 

H20 2 y O2 - juegan un papel importante en la actividad leishmanicida de macrófagos. 

peritoneales de ratones BALB/c, ya que la inducción del estallido oxidativo con xantina 

oxidasa permitió que el macrófago podía destruir a los parásitos intracelulares debido a la 

generación de H20 2 y de O2-. Por otro lado macrófagos no estimulados y que por lo tanto no 

presentaban generación de estos compuestos oxidantes, no llegaban a eliminar a los 

parásitos intracelulares (44). En otro estudio se demostró la importancia del estallido 

oxidativo en macrófagos de ratones C57B1/6, genéticamente resistentes a la leishmaniasis. 

Los macrófagos de estos animales fueron incubados con catalasa, llevando a una 

disminución en la generación de H20 2 y O2- lo cual permitió la sobrevida intracelular de 

amastigotes de L. donovani (45). En otros trabajos se habla que el destino de los 

amastigotes de L. donovani depende de la capacidad fagocítica de la célula y de la 

respuesta a generar H20 2 y O2- , esto es observado en la capacidad de monocitos humanos 

al matar en un 90% a los amastigotes de L. donovani y por el contrario este efecto no se 

observa en la linea celular J774G8 que tiene la capacidad de fagocitar pero no así de 

generar buenos niveles de H202 y O2- • Cuando estos dos tipos de células son parasitadas 

por amastigotes y se ponen en presencia de catalasa se observa que L. donovani es capaz de 

sobrevivir al efecto leishmanicida aun cuando éstas son estimuladas con interleucinas, 
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postulándose así que L. donovani es capaz de inmunoregular la respuesta de la célula 

hospedera (46). Posteriormente se demuestra que los mecanismos dependientes como los 

independientes de oxígeno en monocitos humanos sin estimular con interleucinas son 

incapaces de eliminar a los promastigotes y amastigotes de L. donovani. En este estudio se 

demuestra que los monocitos estimulados con interleucinas pueden generar un 50 % más 

de H20 2 y O2- que en los monocitos no estimulados ocasionando así que estos últimos no 

tengan una buena actividad leishmanicida (47). 

En la actualidad se desconoce si la distinta gravedad del padecimiento en pacientes con 

leishmaniasis cutánea diseminada y pacientes con leishmaniasis cutánea localizada sea 

debido a distintos grados de inhibición del estallido oxidativo de los macrófagos por: 

1) Infección por cepas con distinto grado de virulencia. 

2) Distinta susceptibilidad de sus macrófagos a la acción inhibitoria de Leishmania 

mexicana mexicana. 

Debido a que en México existen pacientes con una amplia gama de cuadros clínicos que se 

manifiestan con diferente intensidad y que varían desde un polo relativamente benigno 

como es la leishmaniasis cutánea localizada hasta el polo opuesto de evolución mortal 

como es la leishmaniasis cutánea difusa, se puede realizar un estudio comparativo de la 

susceptibilidad genética de los monocitos de pacientes con los distintos cuadros clinicos a 

ser inhibidos por leishmanias en una de sus funciones leishmanicidas más importantes, 

como es el estallido oxidativo. 

Mediante el aislamiento de leishmanias de pacientes con LCD, LPD y LCL adicionalmente 

se puede realizar un estudio comparativo de la capacidad inhibidora sobre el estallido 

oxidativo que ejercen distintas cepas de parásitos. 
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illPOTESIS 

Existe una correlación entre el grado de inhibición del estallido oxidativo de macrófagos 

que ejerce Leishmania mexicana mexicana y la gravedad del cuadro clínico encontrado en 

el huésped. 

OBJETIVO GENERAL 

Realizar un análisis cuantitativo y cualitativo del efecto que ejercen distíntos aislados de 

Leishmania mexicana mexicana sobre el estallido oxidativo de monocitos de pacientes con 

LCD, LCL y sujetos sanos como también de macrófagos peritoneales de ratones 

susceptibles y resistentes a la leishmaniasis. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

l. - Evaluar el grado de inhibición que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre el 

estallido oxidativo de monocitos purificados de pacientes con distíntas formas clínicas 

de leishmaniasis (LCD, LCL) y de sujetos sanos. 
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HlPOTESIS 

Existe una correlación entre el grado de inhibición del estallido oxidativo de rnacrófagos 

que ejerce Leishmania mexicana mexicana y la gravedad del cuadro clinico encontrado en 

el huésped. 

OBJETIVO GENERAL 

Realizar un análisis cuantitativo y cualitativo del efecto que ejercen distintos aislados de 

Leishmania mexicana mexicana sobre el estallido oxidativo de monocitos de pacientes con 

LCD, LCL y sujetos sanos como también de rnacrófagos peritoneales de ratones 

susceptibles y resistentes a la leishmaniasis. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

l. - Evaluar el grado de inhibición que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre el 

estallido oxidativo de monocitos purificados de pacientes con distintas formas clínicas 

de leishmaniasis (LCD, LCL) y de sujetos sanos. 
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2. - Evaluar el grado de inhibición que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre el 

estallido oxidativo de macrófagos peritoneales de ratones susceptibles (BALB/c) y 

resistentes (C57BV6) a la leishmaniasis. 

3. - Realizar un estudio comparativo del grado de inhibición del estallido oxidativo en 

monocitos humanos que ejercen distintas cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas 

de pacientes con distintos cuadros clínicos (LCO, LPO y LCL). " 

4. - Realizar un estudio comparativo del grado de inhibición del estallido oxidativo en 

macrófagos murinos que ejercen distintas cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas 

de pacientes con distintos cuadros clínicos (LCO, LPO y LCL). 

5. - Realizar un estudio comparativo de la sobrevida intracelular del parásito con el grado 

de inhibición del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana sobre 

macrófagos peritoneales de ratones susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57BV6) a la 

leishmaniasis. 
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Material y Métodos 

Animales de laboratorio. 

Ratones singénicos BALB/c de 8 semanas de edad. 

Ratones Cs7Bl/6 de 8 semanas de edad, donados por el Dr. Raúl Mancilla del 

Departamento de Inmunología del Instituto de Investigaciones Biomedicas UNAM. 

Obtención de Leishmania mexicana mexicana 

1.- Aislamiento del Parásito: 

Para el aislamiento de Leishmanias de pacientes con LCD. LPD y LCL se seleccionó un 

nódulo no ulcerado, se desinfectó la zona con alcohol, se administró un anestésico local y 

se inyectaron 0.5 mI de solución salina estéril a la lesión y se aspiró bajo condiciones de 

esterilidad. El aspirado se cultivó en 5 ml de RPMI 1640 (GIBCO) con 10% de suero fetal 

bovino (SFB) (GIBCO) a 2soC. 

2.- Cultivo de Parásito (promastigote): 

Del tubo de aislamiento, bajo condiciones de esterilidad se tomó una alícuota cada tercer 

día para verificar la proliferación y viabilidad del parásito. Una vez establecido el cultivo 

in vitro se obtuvieron los parásitos mediante centrifugación a 4000 r.p.m. por 10 min a 

2soC. Adicionalmente se establecieron cultivos in vivo mediante la inoculación de 106 

promastigotes de cada uno de los aislados en el cojinete plantar izquierdo de ratones 

BALB/c de 8 semanas, para mantener la virulencia del parásito. 
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3.- Obtención de Macrófagos Peritoneales: 

Se sacrificaron ratones mediante desnucamiento, y se eliminó la piel abdominal con la 

precaución de no romper el peritoneo. Se inyectaron 10 mi de amortiguador salino de 

fosfatos (PBS) frío y estéril en la cavidad peritoneal del ratón (sin retirar la jeringa), se 

realizaron masajes sobre el abdomen del animal durante dos minutos y se aspiró el 

contenido peritoneal con la misma jeringa. El aspirado sé colocó a un tubo cónico estéril y 

se centrifugó a 1200 rpm durante 10 mino a 4°C. Se lavaron las células una vez en PBS y se 

resuspendieron en I mI. de RPMI 1640 con 10% SFB. Se realizó la cuenta en una cAm.ro 

4.- Obtención de Monocitos Humanos: 

De pacientes con distintas formas clínicas LCD y LCL se obtuvieron 10 mi de sangre 

periférica Se purificaron las células mononucleares mediante gradiente de densidad con 

Ficoll-Hypaque 1007 (Sigma). Se diluyeron 10 mi de sangre en 50 mI de PBS estéril, pH 

7.2 y cada 15 mi de sangre diluida se colocaron sobre 3 m! de Ficoll-Hypaque 1007 y se 

centrifugó a 2000 r. p.m. durante 20 min a 20°C. Se aspiró la interfase y se lavó 2 veces en 

10m! de PBS estéril. El precipitado se resuspendió en I mi de RPMI 1640 con 10% de 

SFB y se realizó la cuenta de células en una cámara de Neubauer. El número de células por 

mi se calculó: 

Células 1m! = # de células x factor de dilución x 10000 x volumen. 
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5.- Ensayos de Quimioluminiscencia. 

Los ensayos de quimioluminiscencia se realizaron de acuerdo al método descrito por 

Frankenburg (48), donde se analiza la magnitud del estallido oxidativo inducido por acetato 

de forbol miristato (PMA), el cual activa la PKC e induce el estallido oxidativo. 

El estallido oxidativo con la producción de metabolitos reactivos de oxígeno fué analizado 

mediante la quimioluminiscencia en presencia de 60 ¡tM de luminol (Sigma) utilizando un 

luminómetro (Labsystem Finlandia) controlado a 37° C. El estallido oxidativo fue inducido 

con 5x10-4 M de PMA y fue monitoreado cada 40 segundos durante una hora. Los ensayos 

se realizaron en presencia y ausencia de parásitos utilizando una relación de 10 X\06 

promastigotes por 1 xl 06 macrófagos por pozo suspendidos en 40 ¡tI de RPMI en presencia 

de 210 ¡tlluminol y 60 ¡tI de forbol-12-miristato-\3-acetato (PMA). 

Las células utilizadas fueron monocitos de pacientes con distintas formas clínicas de 

leishmaniasis (LCD, LCL) y sujetos sanos así como macrófagos peritoneales de ratones 

susceptibles (BALB/c) y resistentes (C57BV6) a la leishmaniasis. 

Procedimiento 

Las leishmanias utilizadas fueron cosechadas en fase logarítmica (4 días de cultivo). 

Cada ensayo consistió en la inducción del estallido oxidativo de monocitos y macrófagos 

solos (control) y en presencia de leishmanias en relación 1:10 respectivamente 

(experimental). 

El pozo control consistió de células en ausencia de parásitos: 1 x\06 células resuspendidas 

en 40¡t1 de RPMI, 210¡t1 de Luminol y 60¡t1 de PMA. (vol. total 310 ¡tI). 
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El pozo experimental consistió de 1 xl 06 células resuspendidas en 20¡d de RPMI, en 

presencia de IOx106 parásitos resuspendidos en 20J.ll de RPMI, 210J.ll de luminol y 60J.l1 de 

PMA. (voL total 31 O J.ll). 

Inicialmente se realizaron experimentos en los cuales se analizó la inJúbición del estallido 

oxidativo que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre monocitos purificados de 

pacientes con LCO, LCL y sujetos sanos referidos en el objetivo l. 

Leishmania mexicana mexicana 
inhibición 

Estallido oxidativo 

sobre monocitos de 9 pacientes con LCO 
sobre monocitos de 9 pacientes con LCL 
sobre monocitos de 9 sujetos sanos 

En otro grupo de experimentos se analizó la inhibición del estallido oxidativo que ejerce 

Leishmania mexicana mexicana sobre macrófagos peritoneales de ratones susceptibles 

(BALB/c) y resistentes (C57BI/6) (objetivo 2). 

inhibición 
Leishmania mexicana mexicana sobre macrófagos de ratón BALB/c (N=29) 

• sobre macrófagos de ratón C57Bl/6 (N=32) 
Estallido oxidativo 

Para el análisis comparativo entre distintas cepas (objetivo 3) se utilizaron cepas de 

Leishmania mexicana mexicana aisladas de pacientes con LCO, LPO y LCL. 

Leishmania mexicana mexicana 
aislada de pacientes {~;gl LC~J 
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Adicionalmente se realizó el mismo ensayo utilizando rnacrófagos de ratones susceptibles y 

resistentes (objetivo 4). 

Leishmania mexicana mexicana {LC

V aislada de pacientes LPD 
LCL 

6. - Inhibición de Estallido Oxidativo. 

Inhibición 

Estallido oxidativo 

Sobre rnacrófagos de ratón BALB/c 
Sobre rnacrófagos de ratón C57BV6 

Para determinar el porciento de inhibición del estallido oxidativo ejercido por Leishmania 

se emplea la siguiente ecuación: 

% de inhibición = (I-X) x \00 

Donde X es la lectura en mV obtenida por los rnacrófagos en presencia de Leishmania 

(pozo experimental), dividida por la lectura en mV obtenida por los macrófagos en ausencia 

del parásito (pozo control). 

Para el análisis estadístico se empleó la prueba estadística de U de Mann-Whitney. 

7. - Sobrevida de parásitos intracelulares. 

Para el análisis de la efectividad del estallido oxidativo de los macrófagos de ratones 

BALB/c vs C57BV6 a la Leishmania mexicana mexicana (objetivo 5) se aislaron 

macrófagos peritoneales de ambas cepas de ratones. 

Se purificaron los rnacrófagos mediante adherencia a cajas petri por I hora a 37°C, 

posteriormente se lavaron las cajas petri para eliminar células no adherentes. Estos 

macrófagos fueron infectados con Leishmania mexicana mexicana mediante la 

coincubación del parásito con las células por 4 horas a 28°C en relación 10: l. Para eliminar 
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el exceso de parásitos no fagocitados, se lavaron las cajas con PBS verificando al 

microscopio hasta obtener cajas libres de parásitos extracelulares. 

Las cajas se incubaron en RPMI mas 10% SFB a 37°C en 5% C02 por 48 horas, para 

asegurar la muerte de los promastigotes extracelulares que no sobreviven a temperaturas 

mayores de 2SoC permitiendo así únicamente la sobrevida de amatigotes intracelulares. 

En estos macrófagos se indujo el estallido oxidativo con 60 111 de PMA durante 30 mino 

a 37°C. Posteriormente se lavaron las células adherentes para eliminar el PMA. 

Finalmente las placas se incubaron a 28°C en RPMI más 10% de SFB para facilitar· la 

multiplicación intracelular y sobrevida de promastigotes. 

Se realizó un monitoreo diario con conteo de leishmanias sobrevivientes y liberadas al 

medio de cultivo después de la inducción del estallido oxidativo de las células. El conteo 

se realizó hasta 24 horas después de iniciarse la liberación de parásitos al medio de cultivo. 

Como grupos control se analizó la sobrevida de los promastigotes liberados en macrófagos 

de ambas cepas de ratones que no fueron sometidas al estallido oxidativo con PMA. 
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RESULTADOS 

Los resultados de los objetivos 1 y 2 en los cuales se analizó la susceptibilidad a la 

inhibición del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana sobre 

macrófagos de distintos huéspedes humanos y murinos, revelaron lo siguiente: 

en el caso del objetivo 1 donde se comparan ensayos del porciento de inhibición en el 

estallido oxidativo que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre monocitos de 

pacientes con LCD, LCL y sujetos sanos se observó: 

a) Los monocitos de pacientes con LCD son inhibidos un 47.89%. 

b) Los monocitos de pacientes con LCL son inhibidos un 21.88%. 

c) Los monocitos de sujetos sanos son inhibidos un 28.55%. 

En la gráfica 1 se representan los valores de la mediana y percentila 25 y 75% (Gráfica 

l.a), adicionalmente se graficó el promedio con desviación estándar de los mismos datos 

(Gráfica I.b). 

El análisis estadístico de U de Mann-Whitney mostró que las diferencias en el porciento de 

inhibición del estallido oxidativo de pacientes con LCD vs LCL son altamente 

significativas (p < 0.0242); así mismo, las diferencias de inhibición entre sujetos sanos y 

pacientes con LCD son significativas (p < 0.0379). Interesantemente, las diferencias del 

porciento de inhibición del estallido oxidativo entre pacientes con LCL y sujetos sanos no 

fueron estadísticamente significativas, ya que se reportó una p = 0.452. En la cuadro 1.1 se 

representan los valores numéricos para estos ensayos de quimioluminiscencia de estos 

análisis. 
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En resumen, se puede observar que en pacientes con leishmaniasis, la magnitud de la 

inhibición del estallido oxidativo de sus monocitos se correlaciona directamente con el 

cuadro clínico del paciente. Los pacientes con LCD presentan una inhibición 

significativamente mayor que pacientes con leishmaniasis cutánea localizada o de sujetos 

sanos. 

• 
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR Leishmania mexicana 
mexicana SOBRE MONOCITOS DE PACIENTES CON LCD, LCL y MONOCITOS DE 

SUJETOS SANOS 

Gráfica l.a 
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Cuadro 1 

% OE INHIBICION 
- -- . 

- ---_ .. -' 

47.89 
21.88 

__ o _._ 

28.55. 

LCO \/S LCL P < 0.0242 
... ~~b:Vs ~S~NÓp·<.:Q.0~79 

LCL.~ SI>.r-.Jo.. p< 0.4~~ _._ 
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LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSAYOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE 
MONOCITOS DE PACIENTES CON LCD, LCL y SUJETOS SANOS CONFRONTADOS 

CON Leishmania mexicana mexicana. 

CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION CONTROL EXPERI~IENT AL % INHIBICION CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION 
-..... _-.-_. ....... o" __ 

~.. ---
9.41 4.90 47.94 329.40 153.70 53.34 8.26 4.69 43.25 

... _-.-....... ' ... --- - ... _o .. -~ -.... " 346.20 ...... 
3.72 0.51 86.35 358.40 3.40 11.89 6.79 42.91 

.. ... --- -.- -'" _ .. - -. -'.'-, .. ,- --- .'-' .. . __ .. 

23.00 16.64 27.65 298.50 170.00 43.05 23.27 12.75 45.20 
___ • __ .. _ •. "' .0- .- "." __ • ____ 0 __ •••• _ 

41.63' 2.60 1.52 93.80 87.28 6.95 2.03 1.29 36.30 .. 
. _- -.-- .-- _. - -.- .. 

2.92 1.30 55.68 198.10 201.50 0.00 4.18 3.51 16.09 
n. .. .. '.-- - -.... 

7.05 5.62 20.29 0.58 0.21 64.35 71.40 72.40 0.00 
. 

+ - -----'. --
.- _.- +- -- ~ . -

1.17 52.70 43.09 18.24 74.26 41.68 43.87 1.02 12.48 
. __ . - .. '-0-' 1.05 0.87 17.19 81.48 35.92 55.92 79.70 65.75 17.50 .. 

113.20 75.49 33.31 111.97 79.67 28.85 4.44 3.40 23.48 
n -.. 

Leo LCL S. SANO 
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- Para el objetivo 2 donde se evaluó el porciento de inhibición del estallido oxidativo 

ejercido por Leishmania mexicana mexicana sobre macrófagos de ratones susceptibles 

(BALB/c) y resistentes (C57BI/6) a la leishmaniasis encontramos: 

a) El porciento de inhibición que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre macrófagos 

de ratón BALB/c es de 28.83%. 

b) El porciento de inhibición que ejerce Leishmania mexicana mexicana sobre macrófagos 

de ratón C57Bl/6 es de 9.56%. 

Las diferencias de inhibición del estallido oxidativo entre macrófagos de ambos huéspedes 

es altamente significativa con una p < 0.005. 

En la gráfica 2 se representan los valores de la mediana y percentila 75 y 25% (Gráfica 

2.a), adicionalmente se graficó el promedio con su desviación estándar de los mismos datos 

(Gráfica 2.b). 

Los valores numéricos para estos ensayos de quimio luminiscencia se muestran en el cuadro 

2.1 

En el modelo murino observamos también que la gravedad del cuadro clinico se 

correlaciona directamente con la inhibición del estallido oxidativo ejercido por Leishmania 

mexicana mexicana. Observamos que en ratones susceptibles BALB/c se presenta una 

inhibición significativamente mayor que en ratones resistentes C57B1/6. 
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR Leishmania mexicana 
mexicana SOBRE LOS MACROF AGOS DE DOS CEPAS DE RA TON 

Gráfica 2.a 
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LECTURAS OBTENIDAS EN EL ENSAYO DE QUlMIOLUMINISCENCIA DE 
MACROFAGOS DE RATONES BALB/c y C57Bl/6 CONFRONTADOS CON EL 

AISLADO DE Leishmania LCD 

CO!\'TROL EXPERlMEJ-.'TAL % l!\'HIBICION COl-.'TROL EXPERlMEl-.'TAL % l!\'HIBICION 

4.20 2.06 50.95 1.64 1.25 24.16 
0.52 0.41 21.11 1.72 1.44 16.40 
0.57 0.47 17.89 
0.50 0.35 29.26 2.19 2.44 0.00 

1.81 1.28 30.25 2.97 2.70 8.96 
1.95 1.12 42 .... 5 0.71 0.54 23.94 
1 ..... 1.35 31.03 0.70 0.50 28.57 
0.95 0.54 43.52 
0.80 0.38 51.88 0.76 0.71 6.58 

0.90 0.22 75.87 0.82 0.77 6.10 
1.01 0.38 82.16 2.26 2.56 0.00 
0.60 0.29 52.81 
1.60 0.98 38.50 1.69 1.60 5.33 

1.78 0.78 57.24 1.17 0.86 26.50 
2.11 1.28 40.18 2.21 2.17 1.81 
2.08 1.21 41.51 0.53 0.61 0.00 
1.10 0.57 48.18 
1.13 0.67 40.71 2.04 2.03 0.49 
1.42 0.94 33.80 2.09 1.77 15.31 
1.08 0.75 30.58 0.73 0.89 0.00 
1.17 0.71. 39.32 
1.21 0.78 34.71 1.12· 1.03 8.04 

1.25 0.65 48.00 1.18 1.21 0.00 
.. 
0.58 0.52 11.68 
0.57 0.45 21.02 
0.50 0.35 29.32 
2.32 1.58 32.71 
2.00 1.53' 23.34 
1.57 1.07' 31.98 

BALB/c C57B1/6 
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Para los resultados de los objetivos 3 y 4, en los cuales se realizó un estudio comparativo 

del grado de inhibición del estallido oxidativo que ejercen cepas de Leishmania mexicana 

mexicana que originan diferentes cuadros cJinicos,' se utilizó una cepa aislada de un 

paciente con un cuadro clinico muy grave (LCO), una cepa aislada de un paciente con un 

cuadro clinico de una gravedad intermedia (LPO) y una cepa aislada de un paciente con un 

cuadro cJinico menos grave(LCL). 

- En el objetivo 3 donde se analizó el grado de inhibición del estallido oxidativo que ejercen 

las cepas LCO, LPO y LCL sobre monocitos de sujetos sanos se encontró lo siguiente: 

a) La cepa aislada de pacientes con LCO inhibe el estallido oxidativo de monocitos un 

28.55% 

b) La cepa aislada de pacientes con LPO inhibe el estallido oxidativo de monocitos un 

10.1% 

c) la cepa aislada de pacientes con LCL inhibe el estallido oxidativo de monocitos un 

28.50%. 

Interesantemente no se encontraron diferencias en el porciento de inhibición del estallido 

oxidativo de cepas productoras de LeO y LCL ya que los valores son casi idénticos (p = 1). 

Sin embargo, hay una diferencia significativa entre las cepas LCO y LCL vs LPO (p < 

0.0089). 

En la gráfica 3 se muestran los resultados del porciento de inhibición del estallido oxidativo 

en monocitos de sujetos sanos ejercido por tres aislados de leishmanias que originan los 

cuadros clínicos LCO, LPO y LCL. 
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En la Gráfica 3-a se representan los valores de las medianas y percentilas 75 y 25 %. 

En la gráfica 3-b se analizan los valores promedio y su desviación estándar, en el cuadro 

3.1 se muestran los valores numéricos obtenidos en estos ensayos de quimioluminiscencia. 

Estos resultados muestran que no existe correlación entre la cepa infectante de Leishmania 

mexicana mexicana y el grado de inhibición del estallido oxidativo de monocitos humanos. 

Cepas aisladas de pacientes con leishmaniasis cutánea difusa presentan la misma inhibición 

que cepas aisladas de pacientes con leishmanisis cutánea localizada. Llama la atención que 

la cepa aislada de pacientes con leishmaniasis cutánea predifusa presente un grado de 

inhibición mucho menor que el de la cepa aislada de pacientes con leishmaniasis cutánea 

localizada y por lo tanto tampoco se correlaciona con el cuadro c\inico. 
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR CEPAS DE Lesihmania 
mexicana mexicana DE PACIENTES CON LCD, LPD y LCL SOBRE MONOCITOS DE 

SUJETOS SANOS 

Gráfica 3.3 
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. . --
% DE INHIBICION 

28.55 
10.10 
28.50 

_. . . -
LCD.\oS LPDp< 0.0089 
LCD ~ LCL P =.1 
LCL \oS LPD P oc: 0.0089 
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LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSA YOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE 
MONOCITOS DE SUJETOS SANOS CONFRONTADOS CON AISLADOS DE 

Leishmania mexicana mexicana OBTENIDAS DE PACIENTES CON LCD, LPD y LCL 

CONTROL EXPERIMEI\"TAL % 1I\1llBICION CONTROL EXPERIMENTAL % lI\'IlIBICION CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION 

8.26 4.69 43.25 
11.89 6.79 42.91 
23.27 12.75 45.20 

0.53 3.96 0.00 
21.72 18.11 16.62 

0.30 2.46 0.00 

8.26 4.70 43.06 
11.89 6.78 42.98 

23.27 12.90 44.55 
-

1.29 
-

2.03 36.30 1.27 2.31 0.00 2.03 1.29 36.30 
-. 

3.51 
-

16.09 4.18 1.46 2.22 0.00 4.18 3.51 16.09 
--

7.05 5.62 20.29 1.73 2.06 0.00 7.05 5.62 20.29 
- -

1.17 1.02 12.48 41.00 17.59' 57.10 1.17 1.02 12.48 
- --

0.87 17.19 1.05 33.64 30.40 9.63 (05 
__ ·00. 

0.87 17.19 
- --

4.44 3.40 23.48 27.63 25.31 8.40 4.44 3.30 25.64 

LCD 
LPD LCL 

Cuadro 3.1 
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- En el objetivo 4 se realizó el estudio comparativo del grado de inhibición del estallido 

oxidativo en macrófagos murinos que ejercen distintas cepas de Leishmania mexicana 

mexicana aisladas de pacientes con distintos cuadros Clinicos LCO, LPO y LCL. 

Al analizar el porciento de inhibición del estallido oxidativo ejercido por cepas de 

leishmanias (LCD, LPD y LCL) sobre macrófagos de ratones susceptibles (BALB/c) se 

encontró que: 

a) La cepa aislada de pacientes con LCO inhibió el estallido oxidativo de macrófagos 

peritoneales de ratón BALB/c en un 28.83%. 

b) La cepa aislada de pacientes con LPD inhibió el estallido oxidativo de macrófagos 

peritoneales de ratón BALB/c en un 24.22%. 

c) La cepa aislada de pacientes con LCL inhibió el estallido oxidativo de macrófagos 

peritoneales de ratón BALB/c en un 38.34%. 

Se observa una mayor inhibición del estallido oxidativo ejercida por el aislado LCL que por 

el aislado LCD. Esta diferencia es estadísticamente significativa (p < 0.0301). También se 

encontró que las diferencias en el porciento de inhibición del estallido oxidativo entre el 

aislado LCL vs LPD fue estadísticamente significativo (p < 0.0062). La comparación del 

grado de inhibición entre los aislados Leo y LPD reveló que no habla diferencias 

significativas (p = 0.2929). 

En la gráfica 4 se representan los resultados del porciento de inhibición del estal\ido 

oxidativo en macrófagos peritoneales de ratones BALB/c. 

En la gráfica 4-a se muestran los valores de las medianas y percentilas 75 y 25 %. 

En la gráfica 4-b se representan los valores promedio de inhibición y su desviación 

estándar, en el cuadro 4.1 se muestran los valores obtenidos en estos ensayos de 

quimioluminiscencia. 
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Al igual que en monocitos humanos en ratones BALB/c no existe correlación entre la cepa 

infectante y el grado de inhibición del estallido oxidativo que estas ejercen. 
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR CEPAS DE Leishmania 
mexicana mexicana DE PACIENTES CON LCD, LPD y LCL SOBRE MACROF AGOS 

DE RATON BALB/c 

Gráfica 4.a 
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Gráfica 4. 

Cuadro 4 

% DE INHIBICION 
AISLADO 
LCD 
LPD 
LCL 

--- .. - --"- -- --- ._" 

-..... 

28.83 
, ... --- . -

24.22 
..... 

38.34 

: L.CL~._L.C~. Pe: 0.O~01_, ' 
.LCL \S LPD p< 0.0062 
:~(j~'~: L·p.~é(f2~_29. ,' .. 
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LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSAYOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE 
MACROFAGOS DE RATONES BALB/c CONFRONTADOS CON CEPAS DE 

Leishmania mexicana mexica AISLADAS DE PACIENTES CON LCD, LPD y LCL 

CONTROL EXPERIMENTAL % ISHIBlCION 

4.20 2.06 
0.52 0.41' 
0.57 0.47 
0.50 0.35 
1.81 1.26 
1.95 1'.12 
1.96 .. f:35 
0.95 0.54: . 
0.80 0·.3if . 
0.90 0.22'. 
1.0"1 0.38 
0.60 0.29· 
1.60 0.98' 
1.78 0.76, 
2.11 1.26. 
2.00 .. -- .. f21~·" 

" '. '1.10 .. o.sC· . 
.. "f.13 . · .. ·o:s{· .. " 
... "1.4i "'O~94;' 
.... ··T08······· 0:75; 

1.17 0.71' 
1.21. 0.79; 
1.25 0.65; 
0.58' 0.52 
0.57 0.45' 
0.50' 0.35: 

2.3~~. ......~:~j 
2.00: 1.53; 
1.57 1.oi· 

LCD 

50.95 
21.11 
17.89 
29.26 
30.25 
42.45 
31.03 
43.52 
51.88 
75.87 
62.16 
52.81 
38.50 
57.24 
40.18 
41'.51 
48.18 
'40.71 
33.80 
30.56 
39.32 
34.71 
48.00 
11.66 
21.02 
29.32 
32.71 
23.34 
31.98 

CO¡",ROL EXPERIME¡..,AL % INHIBICION 

0.33 2.67 0.00 
0.44 0.33 23.91 
0.40 0.33 18.20 
0.47 0.41 12.66 
0.46 0.39 15.15 
0.54 0.41 24.81 
0.54 0.42 23.11 
0.46 0.30 35.29 
0.08 0.07 16~87 

. 
0.10 

" 

0.08 
.. 

'17:71 
". 

1.67 0.74 55.46 
1.08 '1.05 

. 
2.32 . 

.. 
1.47 1.05 28.55 
1.27 0.72 43.66 
1.34 0.73' 45.69 

LPD 

Cuadro 4.1 

CONTROL EXPERIMENTAL % lNHlBICION 

3.37 2.06 38.87 
3.26 1.67 48.84 
1.71 1.24 

... -
27.64 

1.75 1.24 28.98 
1.85 1.33 

.. 
28.32 

2.80 1.92 31.16 
2.65 1.80 32.08 

. ':2:46 1.80 26.93 
1.00 0.76 23.60 
0.80 0.73 8.48 
420 

.. 
2.36 43.81 

1.39 0.67 51.80 
1.19 

.. 
6.69 42.02 

1.79 1.60' 10.61 
0.58 0.52 11.66 -.--
0.5i 

" "'2Ü2 0.45 
0.50 0.42 15.06 
2.32 1.48 36.34 
2:17 

..... - "'1:44,' "33.81 
2.00 1.50. 24.74 

" .. --
1.73 

--- . . -- 0.97" ... . 
43.76 . 

Ü6 .... "".67, --- -- .. 
4.89 

LCL 
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El análisis de la inhibición del estallido oxidativo ejercido sobre macrófagos peritoneales de 

ratón resistente (C57BI/6) por cepas de Leishmania mexicana mexicana aisladas de 

pacientes con LCD, LPD y LCL reveló: 

a) La cepa aislada de pacientes con LCD inhibió el estallido oxidativo de macrófagos 

peritoneales de ratón C57Bl/6 en un 9.56%. 

b) La cepa aislada de pacientes con LPD inhibió el estallido oxidativo de macrófagos 

peritoneales de ratón C57Bl/6 en un 20.47%. 

c) La cepa aislada de pacientes con LCL inhibió el estallido oxidativo de macrófagos 

peritoneales de ratón C57Bl/6 en un 10.46%. 

En estos ensayos se observó un mayor grado de inhibición en el estallido oxidativo ejercido 

por el aislado LPD que por el aislado LCD. Esta diferencia es altamente significativa (p < 

0.036), mientras que la diferencia en el grado de inhibición del estallido oxidativo entre los 

aislados LPD y LCL no es estadísticamente significativa (p = 0.094). Por último, también 

se observó que la diferencia en el grado de inhibición del estallido oxidativo ejercido por 

los aislados LCD y LCL no son significativos (p = 0.613). 

En la gráfica 5 se representan los resultados del porciento de inhibición del estallido 

oxidativo en macrófagos peritoneales de ratones C57B1/6. 

En la Gráfica 5-a se muestran los valores de las medianas y percentilas 75 y 25 %. 

En la gráfica 5-b se representan los valores promedio de inhibición y su desviación 

estándar, en el cuadro 5.1 se muestran los valores obtenidos en estos ensayos de 

quimioluminiscencia para este análisis. 
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Al igual que en mono citos humanos y macrófagos de ratones susceptibles no existe 

correlación entre la cepa infectante y el grado de inhibición del estallido oxidativo ejercido 

sobre macrófagos de ratones C57B1/6. 
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INHIBICION DEL ESTALLIDO OXIDATIVO EJERCIDO POR CEPAS DE Leishmania 
mexicana mexicana DE PAGIENTES CON LCD, LPD y LCL SOBRE MACROF AGOS 

DE RATON C57B1I6 



LECTURAS OBTENIDAS EN LOS ENSAYOS DE QUIMIOLUMINISCENCIA DE 
MACROF AGOS DE RATONES C57Bl/6 CONFRONTADOS CON CEPAS DE 

Leishmania mexicana mexicana AISLADAS DE PACIENTES CON LCD, LPD y LCL 

COl'<'TROL EXPERIMEl'. 'TAL % INHIBICIO:-¡ COl'. 'TROL EXPERIMEl'.'T AL % INHIBICIO:-¡ CONTROL EXPERIMENTAL % INHIBICION 

1.64 1.25 24.16 0.88 0.60 31.16 0.S6 , .29 0.00 

1.72 1.44 16.40 

2.19 2.44 0.00 

1.39 1.~3 0.00 
0.88 1.17 0.00 
0.73 0.97 0.00 

0.83 0.74 10.29 
0.79 0.73 8.89 
0.83 0.83 24.43 

2.97 2.70 8.96 0.92 0.81 33.55 2.09 2.12 0.00 
0.71 0.54 23.94 0.85 0.87 21.28 2.04 2.37 0.00 

0.70 0.50 28.57 0.71 0.48 32.28 0.~3 0.79 0.00 

0.76 0.71 6.58 
0.82 0.77· 6.10 

2.21 2.9& 0.00 
1.17 1.07 8.55 
1.93 2.02 0.00 

0.85 0.83 2.46 
0.73 0.82 0.00 
0.69 0.34 01.24 

2.26 2.56 0.00 0.83 0.74 10.29 2.38 2.31 2.12 
1.69 1.60 5.33 0.79 0.73 8.69 0.82 0.83 23.17 

1.17 0.86: 26.50 0.85 0.67 21.28 0.89 0.58 37.08 

2.21 2.17 1.81 

0.53 0.61 0.00 

0.67 0.55 36.78 
1.10 0.71 35.45 
0.83 0.83 24.10 

0.85 0.83 2.46 
0.73 0.82 0.00 
0.12 0.11 7.50 

2.04 2.03 0.49 0.85 0.61 28.13 0.79 0.63 20.25 
2.09 1.77. 15.31 0.71 0.54 23.98 0.79 0.55 30.38 

0.73 0.89 0.00 0.85 0.78 9.04 1.18 1.38 0.00 

1.12 1.03· 8.04 
1.18 1.21 0.00 

1.39 1.35 2.1111 
0.85 0.99 0.00 
0.72 0.85 0.00 

0.12 0.11 8.33 
0.12 0.14 0.00 
0.88 0.51 42.12 
0.83 O.SI 38.74 2.08 1 .... 3 31.2S 
0.79 o.so 37.03 2.04 2.09 0.00 
0.83 0.36 06.20 0.53 0.&8 0.00 
0.92 0.30 67.43 2.21 2.08 5.118 
0.85 0.e1 28.13 0.80 O.II~ 0.00 
0.71 ' 0.54 23.96 1.17 0.84 211.21 
0.85 0.78 9.04 1.69 2.31 0.00 
0.73 0.38 47.11 0.112 0.86 19.51 
0.89 

, 
0.44 35.37 2.26 2.04 9.73 

0.83 0.40 30.89 0,82 0.811 1fiU51 
0.03 0.18 68.03 
0.39 0.48 0.00 
0.46, 0.30 35.13 
0.S5 0.27 01.36 
1.40 1.28 10.20 
1.78: 1.81 0.00 
1.48 1.23 16.70 
2.07: 1.77 14.28 
1.19 1.42 0.00 
2.13 l . 2.19 0.00 . .. 
0.39 

... 
0:38 3.60 

Leo LCL 

0.42 0.45 0.00 
0.60; 0.54 9.06 
0:48. 0.48 0:00 
0.02· 0.03 0.00 
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Los resultados del objetivo 5 en el cual se analizó la efectividad leishmanicida del estallido 

oxidativo de macrófagos peritoneales de ratones BALB/c y C57BV6 revelaron lo siguiente: 

a) los macrófagos de ratón C57BV6 parasitados con amastigotes de Leishmania mexicana 

mexicana no estimulados con PMA, presentaron una liberación promedio de 750200 

parásitos mientras que macrófagos de C57BV6 estimulados con PMA presentaron un 

promedio de 104780 promastigotes. El estallido oxidativo inducido por PMA en 

macrófagos de ratones resistentes C57BV6 eliminan un 87.5% de parásitos 

intracelulares. Esto es altamente significativo (p < 0.0001). 

b) los macrófagos de ratón BALB/c que fueron parasitados con arnastigotes de Leishmania 

mexicana mexicana no estimulados con PMA presentaron un promedio de 910160 

parásitos, mientras que en los macrófagos estimulados con PMA se observó un 

promedio de 691300 parásitos. La estimulación con PMA de los macrófagos de ratón 

BALB/c únicamente llevó a un 26% de muerte del parásito intracelular, siendo esto 

estadísticamente significativo (p < 0.01). 

La sobrevida del parásito en macrófagos de ratones BALB/c estimulados con PMA es 

significativamente mayor que en macrófagos de ratones C57BV6 (p < 0.000019). 

En ratones C57BV6 resistentes a la leishmaniasis el parásito únicamente inhibió un 9.56% 

el estallido oxidativo esto permitió que los macrófagos de estos ratones lograran la 

eliminación del 87.5% de los amastigotes intracelulares. 

En cambio en ratones BALB/c susceptibles a la leishmaniasis, el parásito inhibió el 

estallido oxidativo de sus macrófagos en un 28.83%. esta inhibición se reflejó en una mayor 

sobrevida de amastigotes intracelulares, ya que únicamente se logró un 26% de muerte de 

amastigotes. 
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Se puede observar una correlación directa entre el grado de inhibición del estallido 

oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana en macrófagos de ratones BALB/c y 

la sobervida intracelular del parásito. Asimismo, en macrófagos de ratones C57BV6 

Leishmania mexicana mexicana no induce una inhibición del estallido oxidativo tan severa 

como en macrófagos de ratones BALB/c y por lo tanto el estallido oxidativo es eficaz 

eliminando a un gran número de parásitos intracelulares. los resultados se presentan en la 

gráfica 6 y en el cuadro 6 se muestran los números obtenidos para este ensayo. 
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SOBREVIDA DE AMASTIGOTES DE Leishmania mexicana mexicana EN 
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, 
MACROF AGOS DE 

RATONES C57B1I6 y BALB/c CON Y SIN PMA 
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Ba:XXXl 

4CXXXXl 

2CXXXXl 

o 

LCO 
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n 
C-57 C-57+PMA BALBlc BALBlc+PMA 

C57B1/6 vs C57B1/6 con PMA p < 0.0001 

BALBte vs BALBte eonPMA p <0.010 

BALBte eonPMA vs C57B1/6 con PMA p <0.00019 
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NUMERO DE P ARASITOS LIBEREADOS POR LOS MACROF AGOS DE RATONES 
CS7Bl/6 y BALB/c ESTIMULADOS CON Y SIN PMA 

RATONES C57Bl/6 

# de parásitos 

892800 
806000 
... 

613800 
793600 
458800 

.. _-.-- ."_._.-

961000 
........ --. _.- -- . 

737800 
_... -

812200 
- ... . -

651000 
.- --- .--- ---

775000 

# de parásitos 

74400 
93000 
74400 

105400 
117800 
142600 
68200 

155000 
86800 

130200 

RATONES BALB/c 

# de parásitos 

725400 
843200 
967200 
849400 
868000 

1016800 
998200 
954800 

. . -~ .-_. -" -

979600 
- ••• + --.- •• _-". -

899000 

# de parásitos 

812200 
161200 
892800 
440200 
799800 
682000 
812200 
775000 
812200 

-- - -.- --_. 

725400 
promedio =750200 promedio =104780 promedio =910160 promedio =691300 

SINPMA CONPMA SINPMA CONPMA 

Cuadro 6 
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DISCUSION y CONCLUSION 

En este estudio se analizó el efecto que ejercen aislados de Leishmania mexicana mexicana 

sobre el estallido oxidativo de monocitos humanos y de macrófagos murinos. Los 

resultados aquí descritos apoyan nuestra hipótesis de que existe una correlación entre el 

grado de inhibición del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana y la 

gravedad del cuadro clínico del huésped. 

Los resultados sugieren que la inhibición del estallido oxidativo de macrófagos que ejerce 

Leishmania mexicana mexicana es responsable de la propagación del padecimiento, ya que 

encontramos una correlación directa altamente significativa entre el grado de inhibición del 

estallido oxidativo de monocitos que ejerció el parásito y la gravedad del cuadro c1inico del 

paciente. La inhibición del estallido oxidativo ejercido por Leishmania mexicana mexicana 

sobre monocitos de pacientes con LCD es mayor en comparación a la inhibición que se 

presenta en los monocitos de pacientes con LCL y monocitos de sujetos sanos. Se observó 

que el efecto de inhibición que ejerció el parásito sobre los monocitos de pacientes con 

LCL es casi igual a la inhibición de los monocitos de sujetos sanos. Esto es sugestivo de 

que monocitos de los pacientes con LCL responden vigorosamente, con un estallido 

oxidativo adecuado que limita la sobrevida del parásito intracelular, para controlar la 

progresión de la enfermedad y de esta forma favorecer la curación. 

En conclusión, monocitos de pacientes con LCD son inhibidos significativamente por 

Leishmania mexicana mexicana, esto permite la sobrevida del parásito y la progresión del 

padecimiento. 
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También en el modelo murino de leishmaniasis experimental encontramos una correlación 

directa altamente significativa entre el grado de inhibición del estallido oxidativo y la 

gravedad del padecimiento. 

Cuando analizamos los resultados del grado de inhibición del estallido oxidativo ejercido 

por Leishmania mexicana mexicana sobre macrófagos de ratones susceptibles BALB/c 

pudimos observar que éste fue mucho mayor que el ejercido sobre los macrófagos de 

ratones resistentes a la infección por Leishmania que es el C57BV6. 

Al estudiar el efecto que ejerce la inhibición del estallido oxidativo sobre la sobrevida 

intracelular del parásito encontramos una relación directa entre el grado de inhibición y la 

sobrevida del parásito. En el modelo murino se observó que Leishmania mexicana 

mexicana inhibió severamente el estallido oxidativo de macrófagos de ratones BALB/c, lo 

cual permitió una mayor sobrevida del parásito. Por el contrario, en macrófagos de ratones 

C57BlI6 Leishmnia mexicana mexicana no inhibió el estallido oxidativo tan drásticamente 

como en macrófagos de ratones BALB/c, por lo cual el parásito pudo ser eliminado debido 

a la adecuada generación de metabolitos de oxígeno. 

Este estudio también reveló que no existen diferencias en la capacidad de inhibición del 

estallido oxidativo ejercido por cepas de Leishmania mexicana mexicana que originan 

distintos cuadros clinicos. Esto se observó tanto en mono citos de humanos sanos como en 

macrófagos murinos. 

La cepa aislada del paciente con LCD no ejerció mayor inhibición sobre monocitos 

humanos ni macrófagos murinos, que las cepas aisladas de pacientes con cuadros clínicos 

de LPD o LCL. Encontramos que no existe correlación entre la cepa infectante y su 

capacidad de inhibición del estallido oxidativo. 
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Esto indica que la inhibición del estallido oxidativo depende de la susceptibilidad genética 

del huésped al parásito y no de la cepa infectante de Leishmania mexicana mexicana. 

Estos resultados sugieren que Leishmania mexicana mexicana es capaz de modular una de 

las respuestas leishmanicidas más importantes del huésped, que es el estallido oxidativo y 

la magnitud de inhibición y por lo tanto, la susceptibilidad a la progresión del 

padecimiento, depende del fondo genético del huésped. 

La inhibición temprana de la respuesta inmune innata que ejerce Leishmania mexicana 

mexicana se correlaciona directamente con el cuadro c1inico y prognóstico, ya que en los 

monocitos de pacientes con LCD, el parásito logró una inhibición del estallido oxidativo 

más intensa que en monocitos de pacientes con cuadros c1inicos menos graves. 

Se ha demostrado que la susceptibilidad a la infección por Leishmania en el ratón está 

controlada genéticamente por ellocus Lsh (Ity o Bcg), el cual se localiza en el cromosoma 

1. Este gen codifica una proteína integral de membrana exclusiva de macrófagos 

denominada Nrampl (proteina de macrófagos asociada a la resistencia natural) (49). En el 

humano también se ha identificado a esta proteína la NRAMPI, que se localiza en el 

cromosoma 2q35 y que está asociada a la susceptibilidad a Mycobacterium leprae y a 

Micobacterium tuberculosis, pero se desconoce si NRAMPI tiene alguna relación con la 

susceptibilidad a Leishmania (50). 

Una de las mo léculas que pudieran ser responsables de la mayor susceptibilidad a la 

inhibición del estallido oxidativo por Leishmania mexicana mexicana en sujetos 

susceptibles a la leishmaniasis es la PKC. La PCK participa en la inducción del estallido 

oxidativo y se ha encontrado que la LPG de Leishmania la inhibe. Posiblemente el grado de 

inhibición se asocia con alguna de las II isoformas de la molécula. Sería interesante 

analizar si existen diferencias en la PKC presente en los macrófagos de pacientes con 

59 



mayor susceptibilidad a la leishmaniasis progresiva. Siendo la PKC una de las moléculas 

importantes para la activación del estallido oxidativo, alteraciones en esta molécula 

pudieran ser responsables de con una mayor susceptibilidad a la leishmaniasis progresiva 

observada en pacientes con LCD. 

Hasta donde sabemos no hay antecedentes sobre el grado de inhibición del estallido 

oxidativo y su relación con la gravedad del cuadro clinico, tanto en el humano como en el 

modelo murino. 

Adicionalmente se encontró que el grado de inhibición ejercido no depende del parásito. 

sino del fondo genético del huésped. 
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