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1. RESUMEN

Se obtuvo un enriquecido proteico de promastigotes en cultivo de RPMI de Leishmania mexicana
mexicana, mediante procedimientos convencionales y este se utilizé para purificar mediante el
uso de una columna de intercambio idnico (Sepharosa 4B-Concanavalina-A), de esta elucién se
obtuvieron dos fracciones a las cuales se les llamé, Fraccion | (correspondiente al volumen
vacio) y la Fraccion Il que sale después de dicho volumen.

A las fracciones |, It y fraccion sin purificar se les determind la cantidad de proteina presente,
posteriormente se realizaron ELISAS utilizando estas tres fracciones y 25 sueros de pacientes
con diferentes tipos de leishmaniasis, asi como sueros comerciales anti-A, anti-B, y sueros de
pacientes sanos con grupo sanguineo ‘AT BTy MO

Los resultados obtenidos mediante esta técnica demostraron que la reactividad cruzada
presente con el grupo sanguineo “B" no se efimind.

También se realizaron inmunoelectrotransferencias con las tres fracciones del antigeno, los
resultados mostraron que la glicoproteina gpe3 no se pierde. La fraccién | contiene la gp63,y

esta carece de residuos de manosa.
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2. INTRODUCCION

Leishmania mexicana mexicana es un protozoario intracelular y hemofiagelado, que ataca piel y

visceras del hombre y diversos animales mamiferos, siendo esta especie una de las causantes
de LEISHMANIASIS. Esta enfermedad es transmitida por la picadura de un pequefioc mosquito
piloso perteneciente a los géneros Phiebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nueve Mundo).

Las leishmaniasis constituyen una de las seis enfermedades tropicales de mayor importancia
para la Organizacién Mundial de fa Salud (OMS), ya que afectan a 12,000,000 de individuos,
pertenecientes a 80 paises, de los cuales enferman cada aiio alrededor de 400,000 y ponen en
riesgo a mas de 350,000,000 incrementdndose afio con afio el nimero de afectados. Esta
enfermedad tiene consecuencias patologicas, socioecondmicas y psicologicas severas, pues a
menudo afecta la calidad de vida del paciente ya que le imposibifita la realizacién de una vida
activa normal.

La leishmania mexicana mexicana causa diferentes formas clinicas: la leishmaniasis cutinea
localizada {LCL) o tlcera de los chicleros, la leishmaniasis cutanea diseminada {LCD) o
leishmaniasis leproide, la leishmaniasis mucocutinea (LMC) ¢ espundia, cada una de ellas
con un cuadro clinico diferente, y que en ocasiones se confunde con otras patologias
parasitarias, micéticas, etc., lo cual impide un diagndstico certero si el médico solo cuenta con
los datos clinicos. Por lo que el laboraterio es esencial para un diagnéstico definitivo de la
leishmaniasis.

En México el diagnostico de laboratorio se realiza mediante fa aplicacién de técnicas
inmunolégicas como la intradermorreaccién (IDR) con leishmania, técnicas parasitoscopicas
como improntas y biopsias, métados serologicos en los cuales se determina la respuesta al
agente, aspirado en medios especificos, inoculacién en animates y ELISA, sin embarge, la
- especificidad en esta ultima, no ha sido del todo satisfactoria ya que se reporta reactividad
cruzada entre isohemaglutininas de grupo sanguineo “B" y los antigenos de superficie de

L eishmania mexicana mexicana.




_— e
En la actualidad se utilizan técnicas mas sofisticadas para el diagnostico de leishmaniasis tales
como el radicinmunoensayo (RIA), Inmunoblot (IB) o “Western blot”, que es una técnica
altamente sensible y especifica pero presenta las desventajas de ser cara y dificit de realizar,
por lo que se requiere la capacitacién de personal para su realizacién.

En la realizacion de la técnica de Inmunoblot (IB), se utiliza antigeno soluble de este parasito,
este es rico en las dos moléculas mas abundantes de la superficie de Lefshmaniz. la
glicoproteina 63 (gp63) y un lipofosfoglicano (LPG), ambos involucrados en el ataque de el
parasito a la célula huésped, el macréfago. La gp 63 es especifica en especies de Le/shmania y
esta es reconocida por sueros de pacientes con leishmaniasis.

Debido a la reactividad cruzada entre individuos de grupo sanguineo “B” y Lefshmania, el
presente trabajo se orientd a la obtencién de un antigeno purificado en columnas de
sepharosa4B-concanavalina A con la idea de retener antigenos con carbohidratos  que
contienen manosas y obtener un antigeno en el levigado de la columna que no presentara dicha

reaccion cruzada y con ello aumentar la especificidad de las pruebas.
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3. FUNDAMENTOS TEORICOS
3.1. DEFINICION

Las leishmaniasis, también llamada ulcera de los chicleros o picada de la mosca chiclera, son
enfermedades parasitarias causadas por varias especies de protozoarios hemoflagelados que
atacan a la piel y visceras del hombre y diversos animales. 1-30n transmitidas por la picadura
de la hembra de un pequeiio mosquito piloso perteneciente a los géneros Phiebotomus (Viejo

Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo). 4

3.2, ANTECEDENTES HISTORICOS

En el viejo Mundo, la primera descripcion de la leishmaniasis tequmentaria es atribuida a El-Razi
en Irak alrededor del afio 1500 de nuestra era. En 1885 Altounyan publico un trabajo sobre el
padecimiento en Aleppo, Siria y Cunninghan en ese afio observd por primera vez a los parasitos
a los que supuso “esporas incluidas en una amiba”, En 1903 Leishman describid los parésitos
causantes del Kala-azar, Donovan los redescribio en el mismo padecimiento y Wright crea el
género Leishmania en honor a Leishman.

La historia de la leishmaniasis en América data desde 1788, cuande Hipélito Ruiz botanico
espaiiol, en Peru hizo una descripcion de la presencia de “llagas corrosivas” en la cara de los
nativos, los cuales atribuian estas a la picadura de un insecto llamado uta.

En México se asegura que las leishmaniasis existieron desde la época precolombina, ya que
Diego Lopez de Cogolludo, relatd que los primeros franciscanos que intentaron convertir a los
ltzaes del Petén, encontraron numerosos indigenas con las “orejas podridas”. Ef primero que
describié la leishmaniasis tequmentaria en Yucatdn y en México fue Seidefin en 1912 quien le
llamé “dlcera de los chicleros” por encontrar las lesiones ulcerosas con mucha frecuencia en las
orejas de los trabajadores dedicados a la extraccion de la resina del chicle. El primer estudio
epidemioldgico mexicano sobre leishmaniasis fue realizade en 1942 por Beltran y Bustamante

en campamentos chicleros de la peninsula de Yucatan.
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En 1953, Biagi en Escarcega, Campeche, observé que la llcera de fos chiqueros se
comportaban en forma mas parecida a la leishmaniasis causada por L. Tropica que a la
producida por /. Braziliensis, que se suponia era la Unica especie que producia leishmaniasis
tequmentaria en América y considerandola una subespecie de aquella, la lamé L Tropica
mexicana. Este criterio fue avalado por Grarnham y Adler quienes fa convirtieron en una nueva
especie: Leishmania mexicana.

En 1965, Marguez publico el estudio del primer caso de leishmaniasis cutdnea diseminada en
México y cinco afios después, Ramirez presentd en un Congreso de Dermatologia 3 casos de
LCD descubiertos por Portales y col. en Coahuila.

En 1988, Velasco y cols. Estudiaron en Veracruz el primer caso bien documentado de
leishmaniasis mucocutanea en México. En 1990, se estudio e primer caso de kala-azar en Tuxtla

Gutiérrez, Chiapas. °

3.3. AGENTE ETIOLOGICO
Las leishmanias son causadas por varias especies y subespecies de complejos de leishmania,
protozoario que no sélo parasita al hombre sino también a mamiferos domésticos y silvestres.':?

El género se divide en varias categorias taxondmicas tal y como se ilustra.

PROTOZOA
PHYLUM SARCOMASTIGOPHORA
SUBPHYLUM MASTIGOPHORA
CLASE ZOOMASTIGOPHORA
ORDEN KINOTOPLASTIDA
SUBORDEN TRIPANGSOMATINA
FAMILIA TRIPANOSCMATIDAE

cuadro 1. Taxonomia de las especies canocidas de (eisAmania que parasitan al hombre.?
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3.4. CICLO BIOLOGICO

Respecto a su ciclo bioldgico, en el pais, existen 38 especies distribuidas practicamente en todo
el territorio pero el dnico transmisor comprobado es Lutzomyia (Nyssomyia) olmeca, confundido
en su descubrimiento por error con Plebotomus faviscutellatus. Este insecto demostré su
capacidad vectorial transmitiendo !a ulcera de los chicleros por picadura al humano, sin embargo
se supone que L. fongipalpis, L. diabdlicay L. cruziata, transmiten respectivamente el kala-azar
en la cuenca del Balsas, ta leishmaniasis cutanea localizada y difusa en el norte de México, asi
como la dlcera de los chicleros en Oaxaca y en la Chontalpa tabasquefa. 2.3

Los vectores de las ieishmaniasis son pequefios dipteros pilosos, de la subfamilia Phletominae,
que posee unas 600 especies y subespecies, con 70 transmisoras de leishmaniasis. En el vigjo
mundo, éstas pertenecen al género Phlebotomus y en América a Lutzomyia. No hay evidencias
concluyentes que de otros géneros (Sergentomyia) puedan transmitir leishmaniasis al hombre,
Estos artropodos se distribuyen en todo el pais, pero son importantes sdlo en areas de endemia
de leishmaniasis. Estas especies se les congce vulgarmente como flebotomos y pueden
describirse como mosquitos de 3-5 mm de longitud, con cuerpo y alas muy pilosos las que

mantienen erectas durante el reposo y cuando se alimentan. o4

Figura 1. Lutzomyia sp®
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Las hembras son las tnicas hematéfagas y después de haber succionado sangre depositan de
40 a 70 huevos en suelos himedos, ricos en detritus organicos de los que se alimentan las
larvas al eclosionar. Los adultos se refugian en cuevas, en rincones obscuros u himedos o
matorrales.

El parasito de leishmania durante su ciclo biologico pasa por dos estadios: amastigote y

promastigote, ’-%

Piei de mamifero
- Ingestion por
miacrofago

(X \
Amactigotes
liberados

Otras células infeciadas

Renastigotes
en macrofago

Figura 2. Ciclo Bioldgico de Leishmania spP

El amastigote tiene forma redondeada u oval de 2.5 um de didmetro con un gran nucleo
excéntrico y un cinetoplasto que consta de blefaroplasto y cuerpo basal en donde nace un
rizoplasto que se convierte en flagelo en el promastigote. Esta etapa solo se observa en los
tejidos de los vertebrados parasitados y algunas veces {y casi siempre en forma esporadica) en

los medios de cultivo. 238
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Figura 3. Estadio de amastigote'®

El promastigote, que es la forma fusiforme, tiene proximadamente 15-20 um de diametro
mayor, consta de un nicleo situado proximadamente en la parte central del parasito y un flagelo
anteronuclear, que nace de un cuerpo basal situado por delante del cinetoplasto y sale del

cuerpo por el polo anterior, carece de membrana ondulante.’ 23

ke a- axonema
d b- befaroplasto
f ¢ flagelo
. a k tinetoplaste
n- nicleo
PROMASTIGOTE

Figura 4. Estadio de promastigote*

En cuanto a sus posibles reservorios, en general se considera que los roedores silvestres lo son
en la leishmaniasis tegumentaria y que los canidos silvestres y domésticos, los de kala-azar. Sin
embargo en ciertas regiones endémicas de leishmaniasis cutanea de Brasil, Argentina, Perd,

Panamé y Costa Rica se han observado perros con lesiones tipicas a las que se les ha aislado el

agente etioldgico.
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3.5. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Las leishmaniasis en México se distribuyen al menos en 20 entidades, desde Coahuila, Nuevo
Leon y Tamaulipas por el norte hasta la Peninsula de Yucatan y Chiapas al sur-sureste. Por €l
Golfo involucra a los estados de Tamaulipas, Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana
Roo y por el Pacifico los de Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Jalisco y Nayarit, Sinaloa.
‘ También afecta estados mediterraneos como San Luis Potosi, Morelos, Puebla, Hidalge, y

Durango. &3

B Leishmaniasis cutdnea focalizada
B | eishmaniasis cutdnea diseminada

W | eishmaniasis mucocutdnea

Figura. 5. Distribucion geogrifica de leishmaniasis en México?

3.6. FORMAS CLINICAS

Las formas clinicas causadas por L. mexfcana mexicana son la leishmaniasis cutanea
localizada (LCL) o dicera de los chicleros, a leishmaniasis cutanea diseminada (LCD} o
leishmaniasis leproide y la leishmaniasis mucocutanea (LMC) o espundia.

Leishmaniasis cutanea localizada (LCL) o ulcera de los chicleros. Esta forma clinica, se
caracteriza habitualmente por una ulceracion pequefia y Unica aunque puede ser grande y
miltiple, si el transmisor pico en forma repetida al ser ahuyentado durante su hematofagia o

cuando el huésped fue simultaneamente picado por varios vectores. La ulceracion es
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generalmente redondeada, de bordes indurados, fondo limpio e INDOLORA y aparece
aproximadamente 15-20 dias después de fa picadura infectante. Al principio es un pequefio
nodulo, pruriginoso, que evoluciona hacia la ulceracion, aunque algunas veces ta lesion continua
siempre nodular y se transforma en una placa infiltrada o atréfica e inclusive se vuelve
vegetante.

La LCL tiende a la curacion espontdnea en 6 meses a 2 afios, excepto cuando se localiza en tas
orejas, donde es crénica y mutilante o si es causada por [. brazifiensis que origina ulceras muy
persistentes y mas resistentes al tratamiento con antimoniales. Se distribuye desde la frontera
de los Estados Unidos hasta la Peninsula de Yucatan por el Golfo y desde Chiapas a Nayarit por

el Pacifico. & 11-14

5 6 7 8

Figura 6. Leishmaniasis Cutdnea Localizada {ulceracion}®

Leishmaniasis cutanea diseminada (LCD). Se inicia habitualmente por un nédulo que ne se
dicera y se disemina por via linfatica, dando multiples nodulos que simulan una esporotricosis.
Esta diseminacion es habitualmente lenta. De estos sitios los parasitos se diseminan por el
iquido tisular, por la linfa o por la sangre Hlegando a colonizar précticamente todo el tegumento

con la excepcion del cuero cabelludo, la region axilar, inguinal, genitales externos y palmas de

10
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las manos y plantas de los pies, aunque en algunos enfermos mexicanos hemos encontrado
lesionados los genitales externos, las plantas de los pies y con frecuencia la mucesa orofaringea
y nasal. De esta ltima hemos aislado L. mexicana incluso cuando el area no esta infectada. Es
de presentacién esporadica extendida desde el sur de Texas y Coahuila a Chiapas, no
encontrada hasta ahora en Yucatan y en Quintana Roo.

Una de las caracteristicas mas importantes en fa LCD es la alergia especifica. En México es
comin que ademds exista alergia a antigenos ubicuos: candidina y PPD. También hemos
observado que en ciertas épocas del afio (las mas calurosas), el enfermo tiene remisiones
espontaneas y en esos momentos ias IDR a leishmanina y a los antigenos ubicues se vuelven
positivas. Esta remision también ocurre en pacientes que sufren dengue u otras enfermedades

virales. tal como fue observado por Bryuceson en Etiopia con el sarampién. 2114

Figura 7. Leishmaniasis Cutanea Diseminada's

Leishmaniasis Mucocutanea (LMC) 6 Espundia. Se caracteriza por lesiones muy destructivas

de mucosas nasales y orofaringeas, que pueden entorpecer la fonacion y la deglucidn e incluso

11
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causan inanicion, debido al intenso dolor. No cura espontaneamente y resisien a la
quimioterapia especifica, 23

Leishmaniais Visceral (LV) o kala-azar. Es causada por {. donovani y subespecies en el Viejo
Mundo y por £. chagasi en el ‘Nuevo Mundo, aunque para aigunos autores ésta es una
subespecie de [. donovani (L. d chagas) o incluso mejor, L. infantum. Esta forma de
leishmaniasis puede presentarse en tres modalidades; endémica, esporadica y epidémica. La LV
endémica es comin en América Latina, afecta primordialmente a los nifios entre 1y 4 afios y
predomina en el sexo masculino (2:1) £l periodo de incubacion oscila de 10 dias a mas de un
afio y el cuadro clinico se inicia gradualmente. Los signos ¥ sintomas mas frecuentes son fiebre,
a veces con picos cotidianos dobles, malestar general, anorexia, pérdida de peso que puede

progresar hasta caquexia, asi como hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pancitopenia y

palidez de mucosas. E! oscurecimiento de |a piel, particularmente de cara y abdomen, es comin
en la India (kala-azar significa enfermedad negra en Sanscrito). En México la leishmaniasis
visceral endémica afecta tanto a nifios coma adultos y es mas comun en el sexo femenino. La LV
esporadica se observa en individuos no nativos que penetran en el area endémica. La LV
epidémica se observa a veces en las areas endémicas y puede involucrar a todos los grupos de

edades particularmente del sexo masculino {4:3). Habitualmente cursa en forma crénica, &'

3.7. SUPERFICIE DE MEMBRANA DE ESPECIES DE LEISHMANIA

Respecto a su superficie celular, estudios han levado a la conclusion de que tanto en tos
promastigotes como en los amastigotes de [leishmania, existen moléculas ricas en
carbohidratos, que son reconocidos especificamente por lectinas 18

Las lectinas son proteinas de origen animal o vegetal, que reconocen carbohidratos
especificos, y que pueden aglutinar células yfo precipitar glicoconjugados. 1812
Muchos aspectos del ciclo de vida de Leishmania sp. son influenciades por glicoconjugados del
pardsito. Estos incluyen el ataque a los receptores del macréfago, interacciones con el intestino

en la mucosa del vector y actividades enzimaticas en la superficie 2023 Adicionalmente, la
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expresion de dos glicoconjugados en la superficie del estadio de promastigote de este
organismo y que es asociado con su virutencia. Estas son la glicoproteina de superfice gp63 y el
lipofosfoglicano de superficie LPG. Este dltimo consiste en una serie de sacaridos fosforilados
repetidos y unidos a un fipido.

Se ha reportado en Leishmania donovani que el sistema manosa/N-acetilglucosamina es el
principal mecanismo por el cual el promastigote interactda con el macréfago. En Lefshmania
donovani chagasi|a presencia de residuos de manosa en la gp63, se asocia directamente con el

ataque al macréfago en el humano y 2 la virulencia del parasito. ‘%25

3.8. ASPECTOS INMUNOLOGICOS

Leishmania es un parasito de vida intracelular obligada en el huésped vertebrado. Si el parasito
evade la respuesta inmune podria, dada su virulencia, matar al huésped y consecuentemente
moriria con él, o por &l contrario si fuera un bianco facil su eliminacién seria inmediata, de ahi
que su permanencia depende de una equilibrada relacién huésped parasito.

El primer mecanismo de defensa al que se enfrenta el parasito es a los componentes del suero.
Se ha demostrado que leishmania activa complemento por las vias clasica y alterna, siendo los
promastigotes muy susceptibles a este sistema. 2, 24-25

Al entrar en contacto el pardsito con el macréfago, este se une por medio de lectinas,
receptores de la familia de las integrinas, receptores del compiemento (CR1 y CR3),y el receptor
de la fraccion Fc de los anticuerpos; 1os cuales se unen a moléculas de superficie de leishmania,
de las cuales las mas importantes son la gp63 y la lipofosfoglicana y muy posiblemente el MFR.
Las lectinas poseen por lo menos dos sitios de unién a carbohidratos, no tienen actividad
enzimtica, pueden ser solubles o estar unidad 2 la membrana plasmatica. Estas han sido
empleadas para la deteccién, aislamiento y caracterizacion de carbohidratos que constituyen
glicolipidos, polisacaridos y glicoproteinas del parasito. 8 2323

Dentro del fagolisosoma, leishmania tiene que enfrenar mecanismos microbicidas dependientes e

independientes de oxigeno. El promastigote es mas susceptible a estos mecanismos que el
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amastigote, por lo que su sobrevivencia dentro del macréfago va a depender de su rapida
transformacion de una fase a la otra (metaciclogénesis).

La infeccién por leishmania produce ena estimulacion de la respuesta inmune celular, mediada
por linfocitos T con la participacion de las células presentadoras de antigeno. asi como la

respuesta inmune humoral mediada por linfocitos B. %

3.9. RESPUESTA INMUNE

La infeccién por Leishmania sp, induce en el hombre, respuestas de inmunidad humoral y
celular, aunque el balance de cada una de ellas varia con la forma clinica de leishmaniasis.

En la LCL, la hipersensibilidad tardia se desarrolla en forma temprana. Las evidencias van desde
la ulceracién de la lesién, la imagen histopatoldgica, fa positividad a fa prueba cutanea con
leishmania, la capacidad de los linfocitos del huésped para responder in vitro a €se antigeno y
que con mucha frecuencia el individuo cura espontineamente. Esta situacion implica la
existencia de un espectro inmunologico-patogénico, en uno de cuyos polos se sitda la LCL
benigna, gque puede curar espontaneamente y en el otro la LCD y la LV, ambas de mal
prondstico. 8

En la LCD, la respuesta celular in vivo e in vitro no existen, asi las lesiones se diseminan
ampliamente en forma de néduios o placas, la intradermoreaccién (IDR) y la transformacion
blastoide a la produccion de finfocinas (MIF, LIF) seran negativos y el individuo es incapaz de
curar espontaneamente haciendo una enfermedad difusa e incurable.

Como se ha observado, las leishmaniasis cutineas son consideradas como enfermedades
polares desde el punto de vista inmunoldgico. Asi como los polos seran fa LCD y/o la
leishmaniasis cutdnea recidivans, donde ‘os enfermos que sufren tienen marcada respuesta a la
IDR con leishmanina, que contrasta con la notable escasez de parasitos en las lesiones. Sin
embargo estos enfermos no curan espontaneamente.

La LMC se caracteriza por la marcada respuesta cutinea a la leishmanina asi como por fa mds

facil demostracion de la presencia de anticuerpos circulantes en la relacién con ia LCL. Las
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razones por las cuales la inmunidad celular no puede controlar la LMC y 1a leishmaniasis cutanea
recidivans no son bien conocidas. En contraste, en la LCD no hay evidencia sobre la
participacién de linfocitos T, por lo que en los nédulos caracteristicos hay regresién espontanea
y la enfermedad es incurable. 28

Después de la curacion espontanea o terapéutica se manifiesta inmunidad a 1a reinfeccion con el
parasito homéloge exclusivamente. Recientemente se han encontrado ciertas evidencias sobre el
efecto protector de L. brazifiensis contra L. mexicana y de L. major involucrados en esta
inmunidad se sabe que son fundamentatmente mediados por la respuesta inmunolégica celular,

aunque no se descarta la participacion de una inmunidad concomitante {premucién}. 23

Los pacientes con cualquiera de las formas clinicas de Leishmaniasis tequmentarias desarroffan
una respuesta de anticuerpos desde una etapa temprana de la enfermedad, que se mantiene
durante el curso de la infeccién y desaparece unicamente después de la eliminacién de la
mayoria de los parasitos. Aparentemente, estos anticuerpos no juegan un papel relevante en la
proteccion frente a Leishmania. Alguros trabajos sefialan que la respuesta de inmunidad
humoral es principalmente el reflejo de la carga parasitaria. Por esta razon, los estudios
seroldgicos en la leishmaniasis se han utilizado principalmente con fines de diagnostico, para el
sequimiento de los pacientes tratados y en estudios sobre los mecanismos inmunopatogénicos,

lo cual indudablemente constituye un valioso aporte al conocimiento de la enfermedad. ¥’

Los titulos de anticuerpos son mas elevados en la LCD, siguiendo en orden de magnitud los
pacientes con LMC y los pacientes con LCL, con cargas parasitarias mds bajas. También se ha
observado un descenso muy significativo en los niveles de anticuerpos parasitos-especificos
después de tratamiento de pacientes con LCL con quimioterapia o inmunoterapia. Convit y col.
correlacionaron los niveles de anticuerpos, con la prueba de Montenegro y el nimero de areas
del sistema respiratorio comprometidas en el proceso patolégico en pacientes con LMC. Los
resultados mostraron que a medida que efl compromiso era mas extense y mas severo, los

niveles de anticuerpos estaban mas elevados y la HT se hacia mas débil o negativa.

15
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Un aspecto mas reciente y novedoso de la utilidad de los estudios seroldgicos en el
conacimiento de la enfermedad, se ha desarroliado a partir de las evidencias acumuladas sobre
la asociacin entre fa presencia de una respuesta Th1y Th2 y los isotipos predominantes de las
inmunoglobulinas especificas, durante el curso de infecciones y otros procesos patoldgicos. Esto
también ha sido reportado en varios estudios mirinos y humanos, especialmente en las
infecciones por helmintos y en la alergia. Ulrich y col. demostraron que 1964 especificas para
Leishmania predominaban en 19 de los 20 sueros evaluados de pacientes con LCD. Estos
resultados sugieren que la evaluacion de las subclases de inmunoglobulinas abre una nueva
perspectiva para 1a evaluacion de la respuesta humoral en la leishmaniasis, no sélo durante el
curso de la enfermedad. sino también en la evaluacidn de respuestas en esquemas terapéuticos

y en fos procesos de re-infeccion o reactivacion de la enfermedad. 28

Estudios previos en la Leishmaniasis tegumentaria humana basades principalmente en
reacciones de HT y evaluaciones clinicas e histopatotégicas, han demostrado que en la infeccion
humana la resistencia esta claramente asociada al desarrolio de una respuesta de IMC especifica
en los pacientes con LCL, la cual parece estar ausente en los pacientes con LCD. Por su parte
estas respuestas también estan presentes en los pacientes con LMC, pero no parecen ser
adecuadas para controlar la enfermedad, por el contrario se cree que contribuyen con su

patologia. 7-30

3.10. DIAGNOSTICO

3.10.1. DIAGNOSTICO CLINICO

El diagnéstico clinico de la LCL es relativamente facil para un individuo entrenado, ya que
habitualmente s6lo se observa una lesion ulcerada en la piel, INDOLORA, redondeada con
bordes indurados y fondo limpio, en la piel del cuerpo. En las orejas, las lesiones aunque
nodulares en un principio casi siempre se ulceran, dando lesiones destructivas, crnicas; que a

veces se convierten en vegetantes.

16
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Ademas de las lesiones ulcerosas en la piel, se observan otras de tipo infiltrativo nodular {placa
infiltrada), placa atréfica e incluso lesiones vegatantes. que suelen confundirse con
tumoraciones.

En cuanto a la LCD se inicia habitualmente en una fesién nodular que evoluciona lentamente
para después diseminarse siguiendo el trayecto Yinfatico, hemdtico y tisular, similar a una
esporotricosis linfatica o leishmaniasis esporotriciforme, dando nuevas lesiones nodulares
grandes o pequeias agrupadas en toda la piel, con excepcion del cuero cabelludo, regiones
axilares, palmares y genitales. En México se han reportade casos con afecciones en regiones
plantares y genitales externos.

la LMC o espundia se manifiesta por lesiones desfigurantes de mucosas nasales y
orofaringeas, son generalmente irreversibles y destructivas, la infeccién secundaria es muy
comun, lo que vuelve mas grave la enfermedad, la mutilacion y et sufrimiento son muy severos,
la muerte sobreviene habitualmente como resultado de la desnutricion debida a la inanicién y/o
neumonia,

En el kala-azar o LV el diagnéstico clinico no resulta tan sencillo como en tas formas anteriores.
La fiebre, la hepatoesplenomegalia y la pancitopenia pueden presentarse en muchos otros

padecimientos, por lo que en el kala-azar el diagndstico por el laboratorio es determinante.?-3

3.10:2. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El laboratorio es esencial para establecer el diagndstico definitivo de las leishmaniasis ya que el
cuadro clinico puede confundirse con el de otros padecimientos y este se plantea de diversas
formas:

3.10.2.1. IMPRONTA

La observacion del parasito en forma de amastigotes intracelulares en frotis hecho de material
obtenido por raspado de la base de la (lcera, luego de haber levantado la costra o bien en
biopsia (punch o cirugia) o aspirada del borde de la dlcera. Debe tenerse precaucion al obtener

el material, ya que la toma superficial con frecuencia da falsos negativos, debido a la alta

17



__—_#ﬂ:———————_ﬂﬁ
frecuencia de infeccion secundaria de las ulceras, con la consecuente destruccion de
macréfagos. €l éxite depende principalmente del tiempo transcurrido entre el inicio de la lesion y
la toma correcta de la muestra: en los dos primeros meses la positividad se acerca al 100%,

disminuyendo a cifras inferiores al 25%. ?

3.10.2.2. PRUEBA DE ALDEHIDO O FORMOL GEL

Esta es una prueba inespecifica pero muy simple y conveniente para el aprovechamiento en el
trabajo en la deteccion de casos de leishmaniasis. Esta prueba es particularmente usada en LV.
Consiste en adicionar una gota de formaldehido al 30% al suero del paciente sospechoso,
obtenido a partir de 5 mL de sangre venosa. Un resultado positivo se indica cuando la mezcla

cambia a un sélido blanco opaco, parecido al de un huevo cocido, en un tiempo de 20 min. 3

3.10.2.3. CULTIVO DE MICROBIOPSIAS

Este se realiza a partir de lesiones cutdneas en medios especificos como NNN, Schneider,
Diamond, Nakamura, etc. Son faciles, pero su aislamiento por el cultivo durante el trabajo de
campo es muy dificil, por la susceptibilidad a la contaminacién. En este caso el cultivo no deberd

considerarse negativo antes de los seis meses. 2

3.10.2.4. INOCULACION EN ANIMALES

Los parasitos también pueden aislarse por inoculacion en animales, generaimente se inocula en
hamster, inyectando el material de biopsia o microbiopsia en el cojinete plantar; el resultado en
los casos positivos, es la aparicién de lesiones caracteristicas, lo cual puede sin embargo,

tardar varios meses y solo es de ayuda para la clasificacion del complejo Leishmania. ¢3!
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3.10.2.5. REACCION DE MONTENEGRO O PRUEBA CUTANEA DE
HIPERSENSIBILIDAD TARDIA.

Esta prueba fue introducida originalmente por Wagner y posteriormente modificada por
Montenegro. Se utiliza como una prueba de sensibilidad a los gérmenes tras el contacto previo.
Es positiva en todos los individuos con lesiones cutaneas activas compatibles con leishmaniasis
con evelucion mayor de mes y medio a dos meses o que la hayan padecido. Consiste en la
aplicacion de 0.01 mL de una suspensién de 3 X 105 promastigotes de Leishmania/mb
(destruidos por la accion de fenol al 0.5% o por calor a 60° C, o bien por congelacién-
descongelacion, ultrasonido o ultravibrader), a partir de un cultivo de RPMI o MEM
suplementado don suero fetal de ternera y hemoglobina al 10%, preferentemente con una
jeringa tipo insulina y aguja # 26, por via intradérmica , lo cual origina un levantamiento de piel
de “naranja”, se lee el resultado a las 48 horas y se interpreta de la siguiente manera:
a)induracion menor a 5 mm de didmetro, corresponde a una reaccion negativa, b) induracién
mayor a 5 mm de diametro, corresponde a una reaccion positiva, donde el hallazgo morfolagico

del parisito no rebasa el 60% y se vuelve negativa por tolerancia inmunolégica individual. 23

3.10.2.6. FIJACION DE COMPLEMENTO

La prueba de fijacion de complemento es la primera verdadera prueba inmunodiagndstica. En
trabajos iniciales, un extracto con acetona de promastigotes lavados, fue utilizado como
antigeno, el cual daba una reaccién positiva en LV y LMC asi como en la enfermedad de Chaqas.
Esta prueba tiene reaccion cruzada con otros parasitos (7ripanosoma cruzi) e infecciones
micoticas. Esta prueba se considera muy Gtil en el diagndstico temprano y en el menitoreo de

tos efectos del tratamiento, 31 32

3.10.2.7. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR}

Es utilizada para diagnosticar LV sintomatica (kala-azar) usando sangre periférica en lugar de

aspirados de tejido, para la cual los limites de deteccién son de un macréfago infectado con
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Lesshmania en 8 mL de sangre, con 90% de sensibilidad, 100% de especificidad. Esta prueba és
un procedimiento rapido para la amplificacién enzimatica in vitro de un segmento especifico de
ADN. En Ja PCR, la DNA polimerasa usa el principio de sintesis de la cadena complementaria de
ADN en direccién 5° a 3’ usando un ADN molde de cadena sencilla, empezando en una region de
doble cadena . Por lo que en este caso se necesita conocer la secuencia necleotidica de los
sitios que bordean a la region por amplificar y, con base en ella, sintetizar dos pequefios
oligonucledtidos de aproximadamente 20 nucledtidos, cada uno complementario a cadenas

opuestas de la region de ADN. '

3.10.2.8. PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IF1)

Esta es una técnica histoquimica para la deteccion y localizacion de antigenos en cortes de
tejido o la deteccion de anticuerpos contra antigenos previamente pegados a placas de vidrio, el
anticuerpo especifico es conjugado anti-lgG o anti-IgM con compuestos fluorescentes,

resultando un trazador sensible. Es dtil y reproducible pero da variaciones inespecificas y para

las formas cutaneas {LCL) es poco sensible y no €5 confirmatoria. De esta forma {F! satisface los
requerimientos de especificidad y sensibilidad, pero no se adapta facilmente a estudios

seroepidemiolégicos. 2 3!

3.10.2.9. ELISA (ENZYME LINKED INMUNOSORBENT ASSAY)

El inmuncensayo enzimatico conacido como ELISA del inglés Enzyme Linked Immunosorbentent
Assay, fue descrito en 1971 por 5. Arameas y B. Guilbert en Francia, E. Engvall y P, Perimann
en Suecia, y por B. van Weemen y H. Schuurs en Holanda, estos fueron utilizados para la
cuantificacién de antigenos y posteriormente para la titulacion de anticuerpos. Se basa en la
especificidad de la reaccion antigeno-anticuerpo y en |a sensibilidad del sistema indicador. 3% 3
En este método se utilizan anticuerpos conjugados a una enzima. El anticuerpo conserva su
capacidad de unidn especifica al antigeno, mientras la enzima es capaz de una reaccion oxido-

reduccién, en la cual el sustrato y un sistema indicador da un producto colorido. En este
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sistema el antigeno o el anticuerpo se absorben a una fase sélida insoluble (microplacas de
poliestireno, o bien membranas de nitrocelulosa).

Existen diversas variantes del ELISA, como son los métodos directos, indirectos, sandwich y
competitivo. Estos permiten 1a determinacion de antigenos en fluidos biolégicos, a excepcion del
método indirecto con el que se detectan anticuerpos.

En los métodos directos, el anticuerpo dirigido especificamente contra el antigeno s el que
lleva unida la enzima. En cambio en los métedes indirectos se usan para medir 1a concentracion
de anticuerpos en muestras de fluidos biologicos; el antigeno inmovilizado reacciona con el
anticuerpo de la muestra y posteriormente reacciona con un sequndo anticuerpo unido a la
enzima.

En los métodos competitivos se puede usar un conjugado antigeno-enzima o un anticuerpo-
enzima, cuando el conjugado es anticuerpo-enzima el antigeno especifico se absorbe fisica o
covalentemente a una fase solida después el conjugado es incubado en presencia de un
anticuerpo estandar o ta muestra a ser analizada y competiran por los sitios de union del
antigeno inmovilizado.

En esta técnica la concentracién de fos productos del sustrato son inversamente proporcionales
a la concentracion del estandar o del antigeno de la muestra. Se aplica a una gran variedad de
sustancias como IgG, gonadotropina coridnica y ATP. 13-36

El RIA y el ELISA son probablemente los métodos inmunologicos mas utilizados para detectar
anticuerpos, puesto que permiten realizar gran nimero de pruebas en un tiempo relativamente

corto. 3

CARACTERISTICAS DE LOS ELEMENTOS QUE SE USAN EN LA TECNICA DE ELISA.
FASE SOLIDA.

Se utilizan placas de poliestireno o nylon, las cuales se pueden irradiar con luz UV (durante 1
hora aproximadamente) con ello aumentando su adhesividad, tubos de poivinilo, pelicarbonato,

particulas de agarosa y poliacrilamida.
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La inmovilizacién de! antigene o anticuerpo en la fase sdlida es por enlace covalente o por
absorcion continua de interacciones no covalentes, altas concentraciones del antigeno o
anticuerpo reducen los enlaces no especificos y mejora los espectficos.

Se debe determinar la concentracion optima de revestimiento para cada ensayo.

Etapas de lavado.

Se debe de realizar con una SOLUCION AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINO-Tween 20 (PBS-
Tween 20), después de revestir la fase solida. Esta fase es importante ya que pueden quedar
residuos de material que reaccionen y alteren los resultados.

Muestra a ensayar

Algunas muestras contienen sustancias de PM elevado, que pueden pegarse de manera
inespecifica a la fase solida. Este problema se puede reducir si la muestra se diluye en PBS
conteniendo agente detergente,

Antigeno

Para cada ensayo es necesario determinar la concentracion optima del antigeno, la cual se
establece por titulacidn en “tablero de ajedrez”.

Conjugado

Para la obtencidn del conjugado se debe considerar lo siguiente:

Preparacion de inmunoglobulina:

Tipo de inmunoglobulina

Espacie de animal usado en la inmunizacion (conejo, oveja u otro).

Tipo de enzima:

£sta debe ser economica, de alto grado de pureza, elevada actividad especifica, estable al
almacenamiento, soluble y no dar reaccién cruzada.

Las enzimas mas empleadas en el ELISA son la peroxidasa de rabano (PR), la fosfatasa alcalina
(FA} y la §-D-gatactosidasa (BG), debido a su estabilidad y reproducibilidad de resultados.

Método de acoplamiento o conjugacion:
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Estos métodos se basan en la reaccion entre los grupos amino presentes en el anticuerpo y los
grupos carbohidrato de la enzima con ayuda de un reactivo bifuncional, como glutaraldehido, 6

benzoquinona. 337

SUSTRATO

Debe ser barato, soluble y de facil uso. Los sustratos que se emplean para la enzima PR son el
peroxido de hidrogeno o el peroxido de urea, que al ser reducidos dan productos incoloros, por
lo que se acompafian de cromogenos, los cuales al ser oxidados en la reaccion enzimatica
desarrolan color. De estos los mas frecuentemente empleados son: orto-fenilendiamina (OPD),
diaminobencidina (DAB) y orto-dianisidina entre otros, estos contingan en forma soluble
después de ser oxidados.

Los sustratos empleados para la FA son el para-nitrofenil fosfato, que produce color al ser
degradado por la enzima a temperaturas mayores a 30° € y el 5-bromo-4-cloro-3-indoit fosfato
que se puede emplear en fas pruebas de ELISA en tubo o DOT ELISA.

Los sustratos empleados para la BG son el orto-para —nitrofenil-beta-D-galactésido y el 4-

metil-umbeliferil-beta-D-galactosido. 28-39

23



M

1. Fijar el antigeno a la placa

2. Lavar Antigeno

3. Afiadir anticuerpo problema
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Figura 8. ANALISIS DE INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA) INDIRECTO. £/ antigeno, en
solucion salina, se incuba en un tubo o placa de plistico (1). La superficie de pldstico absorbe
pequerias cantidades del antigeno. El antiigeno libre se elinima por el lavado (2).{ La placa puede
bloguearse después de un exceso de una proteina irrelevante, para evitar la posterior union
inespecifica de proteinas). Se aflade la muestra de anticuerpo, el cual se une al antigeno (3). Las
proteinas ne unidas se eliminan por lavado (4).El ligando es una molécula que puede detectar el
anticuerpa y se halla unida covalentemente a una enzima tal como la peroxidasa. £ste anticuerpo se
une al primer anticuerpo problema, y el que queda libre se elimina después por lavado (6); el figando
unido se visualiza mediante la adicién de un cromégeno (7). es decir, una sustancia incolora que
constituye el sustrato sobre el cual actua Ia porcion enzimdtica del ligando para dar finalmente un
producto coloreado.

El ELISA tiene aplicaciones muy variadas, lo cual lo hace muy versatil el diagnéstico de
enfermedades infecciosas, virales o parasitarias, cuantificacion de hormonas, haptenos,
determinacion de anticuerpos isotipo-especificos, titulacion de anticuerpos, etc. 15-40

La busqueda de anticuerpos especificos para leishmania puede realizarse mediante métodos de
inmunofluorescencia indirecta (IFI}, ELISA y dot-ELISA, con resultados satisfactorios que varian
sequn |a forma de leishmaniasis presente y que no suelen presentarse en sujetos provenientes
de areas endémicas. Los titulos de anticuerpos son muy bajos en los casos de LCL, que
infortunadamente son mas frecuentes en nuestro pais, resultan mas altos en LMC y muy

elevados en LCD y LV. Se ha informado en la literatura que hay resultados seralogicos positivos
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falsos en el suero de sujetos con grupo sanguineo B. Los resultados cbtenidos combinados de
la intradermoreaccion y del nivel de anticuerpos séricos son de enorme valor diagndstico. En
200 enfermos con llcera de los chicleros estudiados, en los estados de Oaxaca, Tabasco,
Chiapas y Nayarit con lesiones activas o cicatrizadas, el 88% fueron positivos a la prueba
cutanea y el 92% lo fueron serolégicamente con IFl y dot-ELISA. *!- 12 Estas dos pruebas
correfacionaron muy bien eatre si, con la de Montenegro y aun con los resultados
parasitolégicos, ya que en todos los pacientes en los que se demostrd la leishmania dieron
pruebas inmunologicas positivas. Ademéds de su importancia diagnéstica, ambas pruebas son
itiles en el pronéstico asi en la LCD, donde la reaccion de Montenegro es negativa, los titulos
seroldgicos de 1:512 ¢ mayores indican progresién o agravamiento de la enfermedad, tanto que
su disminucion por la accion de un tratamiento o por efecto de la época del afio, es congruente
con 1a reaparicién de la reactividad cutanea tardia y con la mejoria clinica.

Finalmente, este par de pruebas son de gran utilidad para reconocer los cambios que se
suscitan en la epidemiologia de las leishmaniasis cutineas motivadas por la migracion de
individuos a las ciudades situadas en areas endémicas, donde el desmonte de su periferia o el
asentamiento humano en viejos sembradios suelen ser causa de la diseminacion de la

enfermedad. 2-39

3.10.2.10. ELECTROFORESIS

FUNDAMENTO

El término electroforesis se puede detinir como una técnica en la cual una particula cargada se
hace desplazar a través de un medio aplicando un campo eléctrico. Las velocidades de
migracién son funcion de la densidad de carga por lo que se podran separar unas particulas de
otras con arreglo a esta propiedad. A su vez, la densidad de carga de la particula serd funcion
de una serie de parametros que marcan las condiciones experimentales de la electroforesis: pH,

fuerza idnica, gradientes de voltaje, interacciones con el soporte, etc. *!
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Preparacion de la muestra

Actualmente se Nlevan acabo andlisis mediante electroforesis sobre diferentes liquidos biologicas
(suero, plasma, sangre total, orina, liquido cefalorraquides, etc.).

La muestra a emplear y el tratamiento previo al que puede ser sometida dependen de los
compuestos que se pretende analizar electroforéticamente.

Seleccién y preparacion del soporte

Hoy en dia los procedimientos electroforéticos se llevan a cabo sobre soportes, tomando el
nombre de electroforesis de zona. El proceso lleva a la obtencion de un <mapa> en el cual se
pueden visualizar las distintas fracciones separadas.

Los principales soportes utilizados son de dos tipos:

NO RESTRICTIVOS: Las particulas colocadas sobre elflos se separan inicamente en funcidn de su
carga eléctrica, y pueden moverse libremente en los mismos.

Los principales soportes de este tipo son:

Papel. Fue el primer soporte empieado en la electroforesis de zona, en 1950. En la actualidad
ha sido practicamente sustituido por el acetato de celulosa.

Acetato de celulosa. Se consigue por reaccién entre los grupos hidroxido de la celulosa y el
anhidrido acético. Las tiras de acetato de celulosa estan formadas por fibras de este compuesto,
que englioban aire entre ellas. Cuando se va a usar, la tira se sumerge en el amortiguador, y
estos espacios de aire son sustituidos por amortiguador, que sera el encargado de transportar
la corriente a través de ella. Se emplea cominmente el <cellogel>, o acetato de celulosa
gelatinizado, que tiene como ventajas su facil manejo, buena reproducibilidad, facil lectura, y
rapidez de ejecucion.

Agarosa. La agarosa es uno de los componentes del agar (compuesto de agarosa y
agaropectina). El componente de agaropectina contiene restos de sulfato y carboxilo que
aportan cargas eléctricas no deseables en el soporte, las cuales crean problemas de
endosmosis y captan el colorante dando colores de fondo no deseables. El componente de
agarosa, sin embargo, carece de estos grupes cargados y no representa los problemas de la

agaropectina.
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Se emplea por ello como soporte el gel de agarosa, fo mas purificada posible. Se utiliza a una
concentracién de 0.5 a 1 gramos por 100mL de amortiguador.

El tamafio de su poro es mayor que el de otros geles, y permite el paso a través de ellos de
sustancias de peso molecular relativamente alto; por los cual fas particulas migran tan sélo en
funcién de su carga ebéctrica.

Sy aspecto es claro y transparente, por lo que se presta muy bien a la cuantificacién por
fotodensitometria.

RESTRICTIVOS: El soporte ejerce algun tipo de resistencia al desplazamiento de las proteinas de
la muestra. La intensidad de esta resistencia vendra determinada por el tamano del poro del gel,
y por el tamaio y caracteristicas de las macromoléculas que deben desplazarse sobre el mismo.

Uno de los principales soportes de este tipo es :

Geles de poliacrilamida. Es el soporte ideal si se quieren conseguir mas y mejores
separaciones electroforéticas. Los geles se forman por polimerizacion de la acrilamida con un
agente enlazante. E! tamafio del poro del gel resultante depende de la concentracion de cada
componente de manera que se pueden consequir geles con un tamafie de poro variable; asi; las
moléculas pueden ser separadas de acuerdo con las diferencias de sus cargas o, ademds de
ello, segin las diferencias de sus tamafios.

Sus ventajas son:

-Hidrofilos e insolubles en agua, quimicamente inertes.

-Parasidad variable en funcion de los constituyentes.

-Transparencia de los geles, con densitometria facil.

Posibilidad de utilizar gradientes, consiguiendo mejores resoluciones alin y bandas mas
estrechas.

-Capacidad de filtracién molecular.

-Posibilidad de introducir en el gel otros compuestos quimicos para electroforesis especiales

(dodecil sulfato sédico, urea).
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Electroforesis en gel.

El gel es un estado de la materia intermedio entre el solido y el liquido. Los geles estan
formados por un reticuio de pofimeros, constituyendo una red enmarafiada, y por un liquido en
el que se encuentra inmerse ésta red, que rellena los intersticios. Dependiendo de la
composicién quimica del liquido, entre otros factores, los geles varian de consistencia desde
liquidos viscosos hasta sélidos rigidos.

£l uso de geles de agarosa, almidén y poliacrilamida, como soportes de la electroforesis de
zona, ha supuesto un avance importante, ya que con estos medios los geles no son solo meros
soportes que evitan la difusién, sino que, modificando las concentraciones de los componentes
que formaran el gel, pueden conseguirse diferentes porosidades de éstos. Asi, la separacion no
se produce solo por las diferencias de carga de las moléculas, sino también por las diferencias
de tamafio. La electroforesis en gel se aplica en el laboratorio clinico para la separacion de

proteinas, lipoproteinas e isoenzimas, *!

Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion del monémero acrilamida (CH; =CH
— €O — NHa) y ef cromonémera de entrecruzamiento N, N'-metilén-bis-acrilamida (CH, = CH —CO
_ NH - CH, -NH — €0 — CH = CHp). Variando las concentraciones del mondmero y del
comonémero de entrecruzamiento, se consiguen geles de poliacritamida con un nivel amplio de
tamaiio de poro, que puede ajustarse para optimizar la separacién de los componentes de la
muestra. La reaccion de polimerizacion se inicia con un catalizador redox. El sistema de catalis
mas utilizado es el TEMED (N, N, N", N'’-tetrametilén-etilén-diamida) y persulfato aménico. Otro
sistema muy habitual es la descomposicion de la riboflavina por la luz. ¢

Permite la separacién con arreglo a 1a carga neta de la particula y al tamafio de estd. Cuando
transcurre el proceso electroforético, las particulas comienzan a migrar en funcién de su carga
eléctrica, pero son frenadas en su migracion segln su tamafio si estd es mayor que el tamafo

del poro del gel en el que s realiza el proceso.
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Como resultado de estos fendmenos, se consiguen separaciones méas completas, y mayor
cantidad de bandas en el espectro electroforético.

Tincion y lectura.

Hay que tener en cuanta que los distintos colarantes tienen la afinidad distinta sobre diferentes
grupos quimicos o moléculas. Esta se debe conocer, con el fin de emplear adecuadamente cada
colorante para tefiir las moléculas objeto de estudio.

Los procesos de coloracion, fijacion, transparentacién, etc. Deben ser respetados
minuciosamente, pues son reacciones quimicas que requieren tiempo y condiciones de ejecucidn
diferentes.

Se deben tener en cuenta asi mismo la estabilidad y conservacion de estos reactivos, para
lograr procesos reproducibles.

En resumen, la electroforesis es una técnica separativa que, aungue estandarizada hoy dia, es
de compleja reakizacion, de modo que para obtener buenos resultados hay que conocer su
gjecucion y repetir todos los pasos de gue consta el proceso escruputosamente. Solo asi

lograremos buenas separaciones de los compuestos de interés, 4143

3.10.2.11. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET)

La técnica de inmunoelectrotransferencia {IET) o Western Blott, fue descrita por Towbin et al. En
1979, es uno de los métodos mas Gtiles con que se cuenta en la actualidad para el anélisis
antigénico. *?

Este método combina el poder resolutivo de la electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia o ausencia de detergentes como el duodecil sulfato de sodio (SDS). con la reaccion
antigeno-anticuerpo en fase sdlida. 46-49

Esencialmente, Western-blot involucra la separacion de polipéptidos en geles por una variedad
de medios, sequido por la transferencia electroforética de los polipéptidos separados por una
matriz inmovilizante o membrana, la mas comunmente usada es la membrana de nitrocelulosa.

En este paso, una * replica” de la separacion de pofipéptidos previa, a partir del del paso de
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electroforesis en gel es creado en la membrana, que puede ser probada con antisuero u otros
ligandos, tales como oligonuciedtidos o lectinas para identificar polipéptidos especificos. >34
Existen muchas ventajas en transferir los polipéptidos a una membrana:

La membrana es mas facilmente manejable que el gel original (especialmete las membranas a
base de nylon).

Los polipeptidos inmobilizados sobre la membrana son mas accesibles a probar con varios
reactivos (por ej. Anticuerpos).

La membrana con estos polipeptidos inmaovilizades pueden ser almacenados por algun tiempo
previo a su uso, y en algunos casos, puede ser posible reusar la misma membrana varias veces

con diferentes reactivos, 4853
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Figura 9. INMUNOTRANSFERENCIA SOBRE MEMBRANAS (inmuncblotting}. Las muestras de antigeno se
separan en un gel analitico, por ejemplo, un gel 5DS poliacrilamida, o un gel de isoelectroenfoque. Las
moleculas resueltas se transfieren electroforéticamente a una membrana de nitrocelufosa. La membrana
se trata Juego secuencialmente con anticuerpo frente al antigeno espectiico, se lava y luego se fija 2 un
conjugado radiomarcado y luego se fija un conjugado radiomarcado para detectar anticuerpos, el
principio en que se basa es simiar al del radivinnmunoandlisis o ELISA. Después de un nuevo lavado, I
membrana se coloca en contacto con una placa radiogréfica en un casete; se revela fa autorradiografia
y se hacen visibles las bandas del antigeno que se haya unido al anticuerpo. la técnica puede
modificarse para su empleo con un conjugado unido a enzimas, y el material fijade puede detectarse
mediante tratamiento con un cromdgeno, qué deposita un reactive insoluble diractamente sobre el

secante.’¢
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El método de IET tiene un gran nimero de aplicaciones en diversos campos de {a inmunologia y
areas afines, por su alto poder analitico permite identificar qué antigenos pueden ser itiles para

el diagnéstico, 5

3.11. TRATAMIENTO

Desde el descubrimiento de la efectividad del tratamiento con tartrato emético de la
leishmaniasis cutinea por Yianna en 1912, los antimoniales han constituido el medicamento de
eleccion en todas las formas clinicas de ieishmaniasis.

En la actualidad los mas usados por poseer mayer eficacia y menor toxicidad son los
antimoniales pentavalentes entre los cuales se cuenta la metil glucamina-antimoniato
(Glucantime®) y el gluconato de antimanio y sodio (Pentostam®) aunque a la fecha no esta
bien establecido su mecanismo de accién.?

Ambos medicamentos se utilizan por via parenteral a la dosis de 20 mg de antimonio por kg de
peso por dia durante 20 dias (dosis recomendadas por 1a OMS) y poseen la misma efectividad y
similar toxicidad. A las dosis de 25-50 mg/kg peso dia y administrados 2-3 series de 15 dias, no
producen signos de intoxicacion miocardica. El tratamiento puede repetirse a intervalos de 15
dias hasta 3 veces.

La anfotericina B, el nifurtimox, la rifampicina, el ketoconazol y alopurinol, muestran cierta
efectividad. 2 17 La paramomicina, aplicada focalmente, se ha mostrado efectiva en la terapia de
lesiones cutaneas causadas por L. tropica y ha dado resultados excelentes contenida en
liposomas, inyectados por via IV, al igual que los antimoniales. De éstos dltimos, se dice que en
esta presentacién son 700 veces mds activos que cuando se usan en forma libre.

La pentamidina, es otro medicamento itil en 1a terapia de leishmaniasis particularmente en el
kala-azar resistente a antimoniales; se utiliza a dosis de 2-4 mg por kg de peso por dia, via
intramuscular (IM) por 10-15 dias de este medicamento, a la dosis total de 360-489 mg en
infusion venosa basta para producir la curacién, por los que la recomienda para aquellos

enfermos que vivan en lugares apartados. &3
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Los agentes fisicos, particularmente el calor aplicado localmente sobre las lesiones ha mastrado

durante mucho tiempo de uso, grandes efectos benéficos. 2 144

3.12. BIOQUIMICA

3.12.1. PROTEINAS

Las proteinas son un grupe de sustancias de gran importancia (protos = primario) y diversidad
tanto estructural como funcional. Al grupo de las proteinas, pertenecen las enzimas o
catalizadores biologicos, algunos transportadores como las lipoproteinas y la hemoglobina, los
compuestos estructurales y de contraccion como son los que forman parte de los misculos, las
moléculas de reconocimiento celular del tipo de las inmunoglobulinas, algunas hormonas como
la insulina, etc. Toda esta variedad de funciones es posible por fa gran diversidad estructural
que estructural que existe en las proteinas.

Todas las proteinas son polipéptidos de peso molecular (PM) elevado. Aunque en forma
arbitraria, la linea divisoria entre polipéptidos grandes y proteinas pequefias se acostumbre
colocar en un PM entre 8,000 y 10, 000 las proteinas simples contienen sélo aminoicidos (aa)
y las complejas contienen ademas materiales diferentes como derivados vitaminicos, lipidos o
carbohidratos.

Las proteinas estan compuestas de 20 aminoacidos distintos, que forman parte de ellas en
proporciones variables, en un orden bien definido para cada proteina, que es determinado por
un cédigo genético o memoria bioldgica. Las proteinas tienen funciones especificas gracias a su
estructura que es dictada por la informacion genética. Las proteinas son polimeros de

aminoacidos, que forman cadenas polipeptidicas.®®

3.12.2, CLASIFlCACION DE LAS PROTEINAS
Puesto que no existe un sistema universalmente satisfactorio de clasificacién de proteinas,
varios sistemas que se contradicen persisten en la actualidad. Todos tienen un valor

comparativamente limitado para ayudar a la comprension de muchas propiedades esenciales de
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las proteinas. Sin embargo. la persistencia de estos sistemas y términos hacen necesaria una
hreve consideracion. Las que se describen adelante son caracteristicas sobresalientes de los
sistemas de clasificacion de las proteinas basados en su solubilidad, forma, funcion,

propiedades fisicas y estructura tridimensional. 37

3.42.3. ENLACES RESPONSABLES DE LA ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS
La estructura primaria de las proteinas deriva del enlace covalente de los L-ct-aminodcidos por
enlaces peptidicos . Si bien esto se dedujo desde hace mucho tiempo por multiples lineas de
evidencia, la prueba mas convincente fue la sintesis quimica de la insulina y 1a ribonucleasa
enlazando unicamente aminoacidos mediante uniones peptidicas.

Las estructuras de tas proteinas son estabilizadas por dos clases de enlaces fuertes (peptidicos
y disulfures) y tres clases de enlaces débiles (de hidrogeno hidréfobos y electrostdticos o
salinos).

Los enlaces peptidicos. Un péptido esta constituido por dos o mds aminodcidos unidos por
enlaces peptidicos. El enlace peptidico se forma entre el grupo amino de un aa y el grupo
carboxilo de otro aa. La formacién de 1a unién peptidica se lleva a cabo con la constitucion de
una molécula de agua y el gasto de cuatro equivalentes de ATP por cada enlace.

Un péptido recibe el nombre de dipéptido si esta formado por dos aa, tripéptido si tiene tres,
decapéptido si tiene 10, etc. También se le Nlama oligopéptido si lo forman pocos aa {menos de
50) y polipéptido si tiene muchos aa. Los aa que forman la cadena polipeptidica se llaman
residuos. En una cadena polipeptidica el aa 1 es aquel que qued$ con su grupo ct-amino libre
por que no fue usado para formar enface peptidico y el Gltimo aa de esa cadena sera el que
tenga el grupo a-carboxilo libre, tampoco formd enlace peptidico; se denominan grupo N-
terminal y C-terminal respectivamente. Ambos estan ionizados a pH 7.0

Rigidez de! enlace peptidico. A pesar de que los péptidos son representados con un solo
enlace que une los atomos -carboxilo y o-nitrégeno, la unidn carbono nitrogeno tiene, en

parte las caracteristicas de un doble entace. No hay libertad de rotacion alrededor del enlace
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que conecta los atomos de Cy N y por lo tanto los cuatro atomos que lo rodean se encuentran
en el mismo plano. En cambio, existe una gran libertad de rotacién en torno a los enlaces
restantes de la cadena peptidica. Esta semirigidez tiene consecuencias importantes en la
disposicion de la estructura de las proteinas.

Enlaces cruzados Inter e intracatenarios de los polipéptidos con puentes disulfuro. El
puente disulfuro formado entre dos residuos de cisteina interconecta dos porciones de cadenas
polipeptidicas a través de residuos de cisteina. El enlace de cisteina es resistente a las
condiciones usuales para la desnaturalizacién de las proteinas. El acido performice (oxida los
enlaces S-S} o el B-mercaptoetanol (reduce los enfaces 5-5 generando dos residuos de cisteina)
separan las cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro sin afectar la estructura
primaria.

Estabilizacién inter e intracatenaria de los polipéptidos por los enlaces de hidrdgeno. Los
enlaces de hidrogena que se forman entre residuos de las cadenas laterales de aminodcidos, los
que se forman entre atomos de hidrégeno y oxigeno de los propios enlaces peptidicos, y los
formados entre residuos polares en la superficie de contacto entre las proteinas y el agua,
desempefian papeles importentes en la conservacion de la estructura proteinica.

Interacciones hidrofobas. Las cadenas laterales no polares de los aminodcidos neutros
tienden a ligarse en las proteinas. La relacion no es estequiométrica, de aqui que no se pueda
decir que existe un verdadero enlace. Sin embargo, estas acciones reciprocas desempefian un
papel importante en el mantenimiento de 1a estructura de la proteina.

Enlaces electrostaticos. Estos son enlaces salinos formadas entre grupos de carga opuesta de
las cadenas laterales de los aminoacidos. Por ejemplo, el grupo amino de la lisina porta una
carga neta de +1 a pH fisioldgico y el no-carboxilo de! aspartato y del glutamato una carga neta
de —1. Por lo tanto, estos pueden interactuar electrostaticamente para estabilizar una
estructura proteinica.

Estabilidad de los enlaces. Durante la desnaturalizacion de las proteinas {por accion de

reactivos como la urea, dodecil sulfato de sodio [SDS* y leve H* u OH), los enlaces de
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hidrégeno, hidréfobos y electrostaticos se rompen, pefo no los enlaces disulfure ni les

peptidicos. 8

3.12.4. NIVELES DE LA ESTRUCTURA PROTEINICA

Primaria. La estructura primaria de una cadena polipeptidica se refiere a la secuencia lineal de
los residuos de aminoacidos, y a la ubicacion de los enlaces disulfuro, si estén presentes.
Secundaria. La estructura secundaria se refiere a las relaciones espaciales de los aminoacidos,
esto es, a la conformacion que se repite en la cadena polipeptidica y que permite formar hélices
a o placas p pegadas.

Terciaria. La estructura terciaria de una proteina consiste en su conformacién tridimensional.
Esto abarca el ordenamiento global y la inter-relacién de las diversas regiones o dominios de los
residuos individuales de aminoacido de una cadena polipeptidica sencilla.

Cuaternaria. Esta estructura, se refiere al ensamble de dos o mas cadenas polipeptidicas
iguales o diferentes, unidas por las tuerzas diferentes a los enlaces covalentes (es decir, no son
enlaces peptidicos). Las fuerzas que estabilizan estos agregados son enlaces de hidrogeno y los
enlaces electrostaticos o salinos formados entre residuos sobre las superficies de las cadenas
polipeptidicas. Estas proteinas se denominan oligomeros y las cadenas polipeptidicas
individuales de las cuales estin compuestos son denominadas de diversas maneras: protémeros,
mondmeros ¢ subunidades.

Muchas proteinas oligémericas contienen dos o cuatro protémeros y se les denomina dimeras o
tetrameros, respectivamente. Los oligomeros que contienen mas de cuatro protdmeros tambien
son comunes, particularmente entre las enzimas reguladas. las proteinas oligémeras
desempefian papeles especiales en la requlacién intracelular, ya que los protomeros pueden
asumir diferentes orientaciones espaciales una de otra en relacion con los cambios
correspondientes en las propiedades de! oligomero. El mejor ejemplo estudiado es la
hemoglobina.

El quinto nivel estructural es el biolégico y se refiere al orden que guardan algunas proteinas

en las estructuras celulares. La desnaturalizacion de una proteina es la alteracién de sus niveles
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estructurales secundario, terciario y cuaternario, sin ruptura de enlaces peptidicos. Una proteina

desnaturalizada pierde sus caracteristicas funcionales. >

3.13. GLICOPROTEINAS

Las glicoproteinas (GPs), son proteinas que tienen cadenas de oligosacaridoes (glicanos) unidas
por covalencia a sus esqueletos polipeptidicos. Los glucosaminoglucanos, son palisacaridos
constituides de unidades repetidas de disacdridos, compuestas generalmente de un
aminoazicar (sea glucosamina o galactosamina, que pueden estar o no sulfatado) y un dcido
urénico (acido glucorénico o acido idurénico}. Los glucosaminglucanos se denominaron
inicialmente mucepolisacaridos. Por lo general se encuentran unidos por covalencia a proteinas;
el complejo de uno o mas glucosaminoglucanos con proteinas se conoce como proteoglucano.
Glicoconjugado y carbohidratos complejos son términos equivalentes usados para denotar
moléculas que contienen una o mas cadenas de carbohidratos anlazadas por covalencia a una
proteina o un lipido; tas glicoproteinas, los proteoglucanos y los glucolipidos pertenecen a estas

categorias. 3

3.13.1. OCURRENCIA Y FUNCIONES

Las glicoproteinas existen en {a mayor parte de los sistemas bioldgicos, desde las bacterias al

hombre. Numerosas proteinas con funciones diversas son glicoproteinas; su contenido de
carbohidratos oscila de 1 a mas de 85% en peso. Todavia no se esclarece enteramente el papel
preciso de las cadenas de oligosacridos en las funciones de las glicoproteinas a pesar de la
extensa investigacién. En el caso de los pardsitos hay muy poca informacién. Pero se sabe que
la glicosilacion de las proteinas se encuentra asociada a la estabilidad de la estructura, a la
proteccién en la interaccion huésped-pardsito y algunas otras funciones que aln estan en

estudio.

37




ey S v
e —— o e S

3.13.2. IDENTIFICACION, PURIFICACION Y ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS
GLICOPROTEINAS.

Identificacion. Las glicoproteinas pueden separarse de mezclas complejas (por ejemplo,
membranas celulares) por el método de SDS-PAGE (Electroforesis en geles de poliacrilamida) e
identificarse por tincion con el reactivo de Schiff y acido periédico (SAP), que detecta en
azicares a los grupos aldehido producidos por el acido periddico. También pueden identificarse
por observacion de la radiactividad, mediante el uso de autorradiografia-SDS-PAGE. Ya que
incorporan esa radiactividad cuando las células o tejidos se incuban con azlcares apropiados
marcados.

Purificacién y analisis estructural. Al igual que con otras moléculas, es necesario purificar
primero las glicoproteinas antes de intentar la determinacion de sus estructuras. Por lo general
puede hacerse por métodos convencionales de purificacion de proteinas. También las columnas
de afinidad que usan lectinas han probado su valor en la purificacion de ciertas glicoproteinas.
Su composicién de carbohidratos es determinada después de la hidrdlisis acida, por medio de
espectrometria de masas y cromatografia gas-liquido (EM-CGL). En el pasado se emplearon
diversos métodos para determinar la estructura detallada de sus cadenas de oligosacaridos. En
la actualidad, el uso combinado de la EM-CGL y de la espectrofotometria de resonancia
magnética nuclear (RMN) de alta resolucién, a menudo hace posible la determinacion completa
de estructuras (es decir, la composicion de azdcares, los tipos de enlaces y sus naturalezas
anoméricas. De las cadenas de glicanos en fa mayor parte de glicoconjugados. Los tipos de
enlaces entre azucares de fas glicoproteinas son de importancia fundamental en la

determinacion de las estructuras y funciones de estas moléculas. >

3.13.3. AZUCARES PRESENTES EN LAS GLICOPROTEINAS

Aungue en la naturaleza existen aproximadamente 200 monosacaridos, solo cerca de una
docena estan presentes en las cadenas de oligosacarido de las glicoproteinas (Cuadro 2). El

scido N-acetineuramico (NeuAc) se encuentra en el extremo de los oligosacdridos, adherido por
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lo general a los residuos subterminales de la galactosa {Gal) o de N-acetilgalactosamina
(GalNac). Los demas azicares enumerados, por lo general se encuentran en posiciones

internas. %%

- e@“n"“ 4 Iy ;At':r:gviaturaf

Hexosa Gal
Glucosa Hexosa Glc
Manosa hexosa Man

N-acetil galactosamina Aminchexosa GalNac

N-acetil glucosamina Aminohexosa GlcNace
Fucosa Desoxihesa Fuc
Arabinosa Pentosa Ara
Xilosa Pentosa Xil

Acido N-acetil neuraminice  Acido sidtico {9 atomos de C) NeuAc

Cuadro 2. azlcares principales de las glicoproteinas humanas®?

3.13.4. LECTINAS

Las lectinas son proteinas de origen vegetal que se unen a uno o mas azucares especificos. Sus
funciones precisas en los vegetales estan agn bajo investigacion. Se han podido purificar
muchas de ellas y en el comercio se dispone de mas de cuarenta. Las lectinas tienen diversos
usos en la investigacién bioguimica, que incluyen:

La purificacién y analisis de las glicoproteinas. Lectinas como la Concanavalina A {Con A)
pueden ser adheridos covalentemente a medios de sostén inertes como sefarosa. El complejo
entre sefarosa Con A, puede utifizarse para la purificacion de glicoproteinas que contengan
cadenas de oligosacaridos que interactdan con fa Con A,

Como medios para probar las superficies celulares. Dado que las lectinas reconocen
azucares especificos, pueden utilizarse para analizar, a un nivel general los residuos de

azticares expuestos en la superficie de las membranas celulares.
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Para generar células mutantes que carezcan de ciertas enzimas para la sintesis de
oligosacaridos. Cuando las células de mamifero en los cultivos de tejido son expuestas a
concentraciones apropiadas de ciertas lectinas (por ejemplo, Con A), la mayor parte de ellas
mueren, pero unas cuantas células resistentes sobreviven. Con frecuencia se ha observado que
estas Gltimas carecen de ciertas enzimas que intervienen en la sintesis de oligosacaridos. Se
presume que las células resisten debido a que no producen una o mas de las glicoproteinas de
superficie con las que podria interactuar la lectina utilizada. El empleo de estas células mutantes

ha permitido dilucidar algunos aspectos de la biosintesis de glicoproteinas. °

LhallE 7% .| ABREVIATURA " AZUCARES
Concanavalina A Con-A Manosa y Glucosa
Lectina de frijol de soya Galactosa y N-acetilgalactosamina
Aglutinina de germen de trigo | WGA N-acetilgalactosamina ~ y  acido  N-acetil
enuraminico

Cuadro 3. Tres lectinas y los azdcares con los que inteactdan®

3.13.5. CLASIFICACION DE LAS GLICOPROTEINAS
Las glicoproteinas pueden dividirse en cuatro clases basandose en la naturaleza del enlace
entre cadenas polipetidicas y sus cadenas de oligosacaridos:

1. las que contienen un enlace Ser (o Tre)-GalNac;

2. los proteoglucanos, que poseen un enface Ser-Xil;

3. los colagenos, que contienen un enlace hidroxtisina (Hil}-Gal y

4. las glicoproteinas que poseen un enlace Asn-GlcNac.
Las clases 1, 2 y 3 su unen a los aminoacidos correspondientes por medio de enlaces O-
glucosidicos (es decir, se unen un OH de la cadena lateral de un aminodcide y un residuo de
azicar). La cuarta clase, contiene un enlace N-glucosidico (es decir, se enlaza el N del grupo
amino de la asparagina con un residuo de azicar). Debido a que las clases 2 y 3 son
relativamente raras, el término glicoproteinas con enlace 0- u Q-glucosidicas se usa con

frecuencia para referirse solo a los miembros de la clase 1. Los miembros de la clase 4 se
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llaman glicoproteinas con enlace N- o N-glucosidicas. Existen otras clases menores. El numero
de cadenas de ofigosacarido unidas a una proteina, puede variar desde 1 a 30 o mas, con
cadenas de carbohidrato que oscilan entre dos y tres residuos de longitud, a estructuras mucho
mayores. Algunas glicoproteinas contienen los dos tipos de enlace, tanto N-glucosidico como 0-

glucosidico.

3.14. CROMATOGRAFIA

PRINCIPIOS GENERALES

la caracteristica que distingue a los métodos cromatograficos de otros métodos fisicos y
quimicos de separacion, es la presencia de dos fases mutuamente no miscibles {una movil y otra
estacionaria) que se hallan en contacto. Una muestra introducida en la fase movil es
transportada a lo largo de la columna, que contiene una fase estacionaria homogéneamente
distribuida. Los diferentes componentes de la muestra experimentan repetidas interacciones
entre la fase movil y la estacionaria. Al final del proceso, los componentes separados eluiran en
orden creciente de interaccion con la fase estacionaria. El componente que menos interactua
(el menos retenido) eluira primero, el retenido mas fuertemente eluira al Gltimo. El reparto entre
las fases aprovecha las diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de cada uno de los
componentes de una muestra dada. Una separacién Optima entre dos componentes de una
muestra se obtiene cuando el pico que eluye en segundo término es lo suficientemente retenido
como para impedir su superposicion con el pico que eluyé en primer término.

la columna de separacion es el centro del ¢cromatografo ya que proporciona una gran
versatilidad para los distintos tipos de analisis. Esta caracteristica debida a las posibilidades de
seleccién de materiales para la fase movil y estacionaria, permite separar moléculas que difieren
muy poco en sus propiedades fisicoquimicas. En un sentido amplio la distribucion de un soluto
entre las fases mévil y estacionaria es el resultado de balance de fuerzas entre las moléculas
del soluto y las moléculas de cada fase.

La resolucién cromatografica de macromoléculas bioldgicas, en todos los casos excepto en la

cromatografia por exclusién molecular, es un proceso mediade por la adsorcion diferencial de

41



M
solutos a la superficie del material de empagquetamiento de fa columna. La optimizacion de una
separacion cromatografica depende fundamentalmente de dicha adsorcidn.

Las macromoléculas bictégicas difieren en sus caracteristicas fisicoquimicas: tamafio, forma,
carga, hidrofobicidad y arreglo’ de sus grupos funcionales dentro de su estructura
tridimensional. Es légico, por lo tanto, que los métados cromatograficos mas comunes para el
fraccionamiento de estas moléculas sean: cromatografia por exclusién molecular (discriminaciéon
por tamafio y forma), cromatografia por intrecambio iénico (discriminacion por carga),
cromatografia por interaccion hidrofébica (superficie hidrofébica), cromatografia en fase reversa
{hidrofobicidad total}, cromatografia de afinidad por inmovilizacion de metales (histidinas
accesibles en la superfice), y cromatografia de afinidad {distribucion de aminoacidos especificas

en la superficie de las proteinas). =8
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad las pruebas diagnosticas van desde improntas, cultivos del parasito, la reaccién
de Montenegro, IFl, biopsias y ELISA, sin embargo se ha observado que estas presentas
reaccion cruzada con isotipos del sistema de grupo sanguineo “ABO", como en ELISA y en
algunas ocasiones dan falsos positivos como en el caso de la reaccion de Montenegro o bien
son un poco costosas y no muy sensibles, por ello se pretende realizar la purificacion de los
antigenos de Leishmania mexicana mexicana, tratando a este antigeno que presenta reactividad
cruzada con grupos sanguineo, 8¢ mediante su adsorcién por cromatografia y confrontando este
antigeno por las técnicas de ELISA y Western-blot lo cual nos permitan realizar un diagnéstico

mas eficiente de esta enfermedad.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Obtener un antigeno especifico para Leishmaniasis sp. que no muestre reactividad cruzada

con las isoaglutininas del sistema de grupo sanguineos “ABO".

5.2. Purificar los antigenos solubles de Leishmania mexicana mexicana que muestran reactividad

cruzada con grupo sanguineos usando una columna de Sepharosa4B-Concanavalina A.

5.3. Caracterizar inmunolégicamente estos antigenos mediante las técnicas de ELISA y Western
blot, utilizando sueros de pacientes con leishmaniasis (proporcionados por el departamento de

parasitologia del INDRE de la S5Ay la UME de la UNAM).

5.4, Demostrar que al pasar el antigeno por una cromatografia de afinidad con Sepharosa4B-
Concanavalina A, la reactividad cruzada se elimina, dando <on ello una mayor especificidad a la

pruebas de ELISA y Western-blot.

6. HIPOTESIS.

La caracterizacion inmunoldgica del antigeno soluble de Leishmania mexicana mexicana, pasado
por una cromatografia de afinidad con Sepharosa4B-Concanavalina A, mostrara que la
reactividad cruzada se elimina, dando con ello una mayor especificidad a la pruebas de ELISA

Western-blot.
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7. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS EMPLEADOS

MATERIAL BIOLOGICO

e Sueros de pacientes con leishmaniasis proporcionados por el departamento de parasitologia

del INDRE.

e Sueros humanos como controles negativos obtenidos de donadores de la FES Zaragoza.

o Cepa de Leishmania mexicana mexicana, aislada de pacientes con LCD.

LISTA DE REACTIVOS

NOMBRE FORMULA PROVEEDOR
Acido citrico HiC:Hs07 @ H0 IT. Baker
Acrilamida (99.9%)0 (3HsNO SIGMA
Alblimina sérica bovina (BSA) 1T, Baker
Azul de bromofenol C19HqBralsSna SIGMA

Azul de coomassie C47H4aN30;5;Na SIGMA
2-B-mercaptoetanol 25HCH,CH,0H SIGMA
Bis-acrilamida C7HoN20; SIGMA
Carbonato de sodio anhidro Na;C0s IT. Baker

Citrato de sodio

N33C5H507 L ZH;_O

Téc¢nica Quimica

Cloruro de potasio

KCl

Técnica Quimica

Cloruro de sodio

Na(l

IT. Baker

Colorante Ponceau S

SIGMA

Dextrana Azul 2000

Pharmacia Fine Chemical

Diaminobencidina (DAB)

] CJ2H|4N4 e 4HCl

SIGMA

EDTA CigH4N20zNaz » 2H:0 SIGMA
Folin & Ciocalteu’s

| (Agente de fenol) SIGMA
 Fosfato de potasio dibasico K HPO4 MerK

= v TR

"Fosfato de sodio dibasico

dodecahidratado NaH,P0. ® 12H,0 I7. Baker
Fosfato de sodio monobasico | NaHPO4 IT. Baker
| Glicero! (3Hg0s IT. Baker
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Continuacion de reactivos:

metano

NOMBRE FORMULA PROVEEDOR
Glicina {;HsNO; SIGMA
Hidroxido de sodio NaOH Merk
Metanol CH;0H IT. Baker
O-fenilendiamina (OPD) CeHsN2 SIGMA
Peréxido de hidrogeno al Hz0: Productos Quimicos
30% Monterrey
Persulfato de amonio (NH4)2520s SIGMA

Pesos moleculares Biol.abs

SDS (Sodium Dodecyl Sutfate) |Ci2Hz504502 SIGMA
Sulfato cdprico CuS0, » 5H,0 IT. Baker
Tartrato de sodic y potasio C4HsKnaQg ® 4H,0 Merk

TEMED CeH1gN2 SIGMA

TRIS base CaHy NG,

TRIS (hidroximetiljamino- SIGMA

Tween 20

Hycel de México

CONJUGADOS

[CONJUGADQ

PROVEEDOR

Anti-human IgG

Zymed Laboratories, Inc.

Anti-human IgM

Zymed Laboratories, Inc.
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EQUIPO

NOMBRE

MARCA

Agitador de placas de microtitulaién.

Bellco Glass Inc

Agitador vortex genie.

Scientific Industries Inc

Balanza analitica. Mettler H 80
Centrituga Damon |EC Division
Centrifuga Salbat

Espectrofotdmetro para ELISA

Dynatech MR 250

Espectrofotometro Spectronic 20.

Bausch & Lomb

Incubadora.

Riossa EC,

Refrigerador.

Philips 127 volts-VA

Camara para electroforesis

Owl Scientifics, nc

Camara para electrotransferencia BioRad.
Ultracentrifuga Eppendorf 5415¢
Fuente de poder BRL

Potenciometro digital

Cole Palmer Ep500/15468

MATERIAL

MATERIAL MARCA

Micropipeta de 20-100ul Transferpette
Micropipeta de 200-1000pL Transferpette
Vidrios para electroforesis Owl Scientifics, Inc.
Separadores para electroforesis BIO-RAD
Membrana de nitrocelulosa BIO-RAD (0.45um)
Placas para ELISA Nun¢
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8. METODOS

Cepa de Leishmania mexicana mexicana en

medio RPMI + SFT al 15%

Dbtencion del antigeno soluble e insoluble de

Lefshmania mexicana mexicand

Determinacion de proteinas del antigeno

soluble, mediante el método de Lowry

Electroforesis en gel
de poliacrilamida
Elucién del antigeno soluble por la columna de Sepharose-Con A

Prueba de ELISA
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Electroforesis en gel Prueba de £LISA
de poliacrilamida

Inmunaelectrotransferencia

(IET)

a1
T

Recopilacién de resultados

| Andlisis Estadistico
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8.1. PARASITOS

La cepas de Leishmania mexicana mexicana fueron proporcionadas por el Dr. Qscar Velasco
Castrejon y la Dra. Beatriz Rivas Sanchez de la Unidad de Medicina Experimental {UME) de la
UNAM, situada en el Hospital General de México. Fueron aisladas de lesiones de pacientes con
leishmaniasis cutanea diseminada {LCD) y mantenidas en medio de cultivo NNN.

Promastiqotes de Leishmania mexicana mexicana fueron cultivados en frascos para cultivo
celular con medio RPMI, suplementado con suero fetal de ternera al 15%, se mantuvieron a
temperatura de 22°C, hasta su crecimiento 4ptimo a fase estacionaria, que fue de

aproximadamente 14 dias.

8.2. OBTENCION DEL ANTIGENO SOLUBLE

El cultivo en medio RPMI se centrifugé en tubos Falcon de 50mL a 3000 r.p.m. durante 10
minutos, se tiro el sobrenadante. EI boton obtenido se lavé tres veces con amortiguador fosfato
salino pH 7.2 (PBS), a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, se decantd el sobrenadante, y se
afiadi 1 mL de PBS e inhibidores de proteasas hasta obtener un volumen de 1.5 ml de
muestra.

Enseguida, se realizo el proceso de congelacion en N liquido y descongelacién en bafio maria a
56°C, durante 12 veces. Lo obtenido se centrifugd a 10000 r.p.m. a 4°C durante 30 minutos.

El liquido sobrenadante fue removido y distribuido en dos tubos Eppendorf, y se guardo en
congelacion a —20°C hasta su uso. El contenido que guedo en el tubo, at remover el liguido

sobrenadante es el antigeno INSOLUBLE, el cual se uso en una electroforesis.

50




M

83. ELUCION DEL ANTIGENO SOLUBLE POR LA COLUMNA
(SEPHAROSE 4B-CONCANAVALINA-A)

PREPARACION DE REACTIVOS EMPLEADOS:
Amortiguador de carbonato de sodio (0.05M):

Carbonato de sodie anhidro (Naz(01) 3.18¢
Bicarbonato de sodic  (NaHCO3 5.86 g
Agua bidestirada 2L

Amortiguador de Urea 2M (pH=9.6):
Urea 200 ¢

Amortiguador de carbonato de sodio 151

Dextrana azul al 1%:
Dextrana Azul 0.005¢

Amortiguador de carbonato de sodio 0.05 mL

PROCEDIMIENTO PARA EL PASO DEL ANTIGENO POR LA COLUMNA

Se colocd 1.5 mL de antigeno en una membrana de dialisis y fue dializado toda la noche en 600
mL del amortiguador de urea 2M. & 52 Antes de pasar el antigeno se procedid a calcular el
volumen vacio, es decir, el volumen en el cual comienza a safir la muestra, esto se realizé
colocando 0.05 mL de dextrana azul al 1% a la columna y cuantificando por medio de una
probeta de 10 mlL la cantidad exacta en la cual la primera gota de color azul salia de 1a
columna. Una vez que terming de salir toda la dextrana azul se dejo lavar 1a columna con el
amortiguador de urea durante 10 min. Fue colocado et antigeno dializado en la columna con 5
mb de Sepharosa 4B-Concanavalina-A, que previamente fue equilibrada durante toda la noche
con el mismo amortiguador de urea 2M pH=9.6, para remover del antigeno residuos de manosa,

y nuevamente se comenzo @ cuantificar el volumen vacio con una probeta de 10 ml. Se
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colectaron  fracciones de 0.5 ml, las cuales posteriormente fueron leidas en un

espectrofotémetro UV a 280 nm.

8.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS DEL ANTIGENO SOLUBLE POR EL

METODO DE LOWRY.

PREPARACION DE REACTIVOS EMPLEADOS:
Reactivo A:

Carbonato de sodio anhidro (Nax(03)

Hidroxido de sodio (NaOH)

Tartrato de sodio y Potasio (KNaCsHeKnaGs » 4H20)
Agua bidestilada

Reactivo B:
SuMato de cobre anhidro (CuSCa)
Agua bidestilada

Reactivo de Lowry::
Reactivo A

Reactivo B

59
19
0.067 g
250 mL

0.025 g
50 mL

50 mL
1 mbL

PROCEDIMIENTQ PARA CUANTIFICAR PROTEINAS:

Se realizé la técnica de Lowry pero cabe sefialar que existe también el de Bradford. & Se

agreqo a cada tubo 1 mb del reactivo de Lowry, enseguida se colocé las cantidades de estindar

{1mg/mL) y las cantidades de muestra de la siguiente manera:
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Estandar de Afbdmina Sérica Bovina (BSA): 1Tmg/mL

TUBO CANTIDAD DE MUESTRA | CONCENTRACION DE BSA
CUANTIFICADA
BLANCO 000 ul 0.000 mg/mL
2 20 ul 0.020 mg/mL
4 40 pl 0.040 mg/mL
5 60 ul 0.060 mg/mL
8 80 pt 0.080 mg/mL
10 100pL 0.100 mg/mk

Muestra Problema:

TUBO CANTIDAD DE MUESTRA CUANTIFICADA
Fraccion | 10 pl
Fraccién | 20 pb
Fraccién Il 10 pl
Fraccién |l 20 pb
Antigeno sin pasar por columna 5pul
Antigena sin pasar por columna 10 pl

Se taparon muy bien los tubos y mezclaron perfectamente con ayuda de un vortex, se incubaron
durante 10 min. a temperatura ambiente, y se le agregaron 100 ul de una solucién 1:2 del
reactivo de Folin-Ciocalteu (también Ilamado reactivo de fenol) y agua. Finalmente, se incubaron

a temperatura ambiente por 45 min. y la lectura se realizd a 660 nm.

8.5. MICROHEMAGLUTINACION EN PLACA

Preparacion de reactivos.
Globulos rojos de carnero al 1%.

Glébulos rojos de Carnero 0.1 mbL
PBS 10 mL
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PBS (pH=7.2):

Cloruro de patasio (KC)) 0.29
Cloruro de sodio (NaCi) 8g
Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (NaHzPQs o 12H20) 294
Fosfato de sodio monobasico {NaH2PO4} 029
Agua bidestilada L

PROCEDIMIENTO PARA LA MICROAGLUTINACION EN PLACA.

Se coloco una gota de 50 ul de PBS en cada uno de los pozos de la placa de microtitulacién.
Con uno de los dilutores de 50 pl, el cual fue incinerado previamente a la flama como si fuera
asa de siembra, se tomé el suero y se mezcié bien girando 10 veces empezando con el pozo 1y
se realizé diluciones hasta el pozo 11, se dejo el pozo 12 como testigo negative de la prueba.
Se agregaron 50 ul de la suspensién de los giébulos rojos de carnero al 1% y se mezcld bien.
Finalmente se incubo durante una hora a 37° Cy se leyd el titulo de aglutinacion, y se reportd €l

titulo como el inverso de la dilucion.

8.6. ELISA

PREPARACION DE REACTIVOS EMPLEADOS:
Amortiguador de Recubrimiento!

Carbonato de Sodio Anhidro {Na2C03) 0.318¢
Bicarbonato de Sodio (NaHCOs) 0.586 ¢
Agua bidestilada 200 mL

PBS-TWEEN 20 al 0.05%
PBS 1L
Tween 20 0.5 mL
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PBS (pH=7.2):

Cloruro de potasio {KCY) 02¢
Cloruro de sodio (NaCl) 8q
Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (NaHzPOs » 12H20) 2949
Fosfato de sodio monobasico {NaHzPOs) 0.24g
Agua bidestilada L

Solucion Bloqueadora:

Leche descremada Sveltes 59
BSA ig
PBS 100 mL
Sustrato:

SOLUCION A:

Acido citrico (H3CsHs07 ¢ H20) 0.1M 2.101 g
Agua bidestilada 100 mL
SOLUCION B:

Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado {NazHPQ. ¢12H20) 0.2M 7.163 g
Agua bidestilada 100 mL

Tomar 24.3 mb de la solucién A, mezclarlos con 25.7 mL de la solucion B.

Peroxidasa de Rabano

o-fenilendiamina 20 mg
Sustrato 50 mL
Peroxido de hidrégeno 20 ul
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PROCEDIMIENTO PARA ELISA

Se emplearon 3 placas de fondo U de 96 pozos tipo Inmmuton y se colocaron a radiacién con luz
UV durante 30 minutos. Se realizé 1a dilucion de los antigenos fraccion | y Il de 1:31.25 y de
1:375 para el antigeno que no paso por la columna, en el amortiguador de recubrimiento, se
pegé el antigeno a los pozos de poliestireno adicionando 100pL de esta solucion. Se incubd la
placa de ELISA a 4°C durante 1 hora. Se eliming la solucién vertiendo el contenido de los pozos
y enseguida haciendo 3 lavados con fa solucion de PBS-Tween al 0.05%. Se adicionaron 300uL
de la solucion blogueadora a cada pozo, y se incubaron las placas durante 1 hora a 4°C,
transcurrido este tiempo se elimind la solucion vertiendo el contenido de los pozos y realizando
3 lavados con PBS-Tween al 0.05%. Se preparé el ter anticuerpo (sueros problema, control
grupo sanguineo A, control grupo sanguineo B), en una dilucién 1:100 y se adicionaron 100 pl
en cada respective pozo, se tapd la placa y se incubd a 37°C durante 1 hora.

Se repite el proceso de lavado anteriormente descrito y enseguida se prepara el 2do anticuerpo
en una dilucion 1:1000 (1gG, IgM e IgA), se le adicionaron 100puL del conjugado a cada pozo, se
tapo la placa y se incubo a 37°C durante 1 hora,

Nuevamente se vierte el contenido de los pozos y se realizan tres lavados con PBS-Tween al
0.05%, finalmente se adicionaron 100 ul del sustrato-cromogeno a cada pozo, y se incubd por
30 min. a 37°C.

Transcurrido este tiempo se leyd la densidad optica en un lector para placas de ELISA a 490 nm.
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8.7. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
Solucién A: monémero de acrilamida.

Acrilamida 29 g

Bis- acrilamida 1g

Llevar a 100 mk con agua desionizada, aforar hasta que la solucion este a temperatura

ambiente. Filtrar la solucién después de aforar y guardar a 4°C, no mas de 1 mes.

$olucién B: Amortiguador del gel separador, pH= 8.8.

Trizma base 363 g
Acide clorhidrico (HCI) 1N 40 mL
EDTA 0.2M, pH=8.0 5.3 ml

Se ajusta el pH con HCI 1N, Se afora a 100 mL. Se filtra con papel Whatman #1 y se guarda a
4°C.

Solucion C: Amortiguador del gel concentrador, pH=6.8.

Trizma base 598 ¢
Acido clorhidrico SN 6 mL
EDTA 0.2M, pH= 8.0 53 mL

Se ajusta el pH con HCL 5N. Se afora a 100 mL. Se filtra con papel Whatman #1 y se guarda a
4°C,

Solucién D: SDS al 10% (dodecil-sulfato de sodio}.
SDS 104g
Agua desionizada 100 mL

Filtrar con papel filtro después de aforar. Guardar a temperatura ambiente.
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Solucién E: Persulfato de amonio (PSA) al 10%.
Persulfato de amonio 200 mg

Agua desionizada 2000 uL

Solucién F: TEMED
TEMED : 1000pL

Solucion G: Amortiguador de muestra 4X.

Solucién € 300 pl
Selucién D 200 ul
Glicerol 100% 400 pul
2-[-mercaptoetanol 50 put
Azut de bromofenol. 50 pl

Mezclar los componentes, colocar en un tubo eppendorf de 1.5 mL y almacenar a -20°C.

Solucién H: Amortiguador de desarrollo (Tris-HCl 0.025M, pH=8.3, glicina 0.192M, SDS 0.1%)

Tris-base lg
Glicina 144 g
SDsS 10 mi
Agua destilada 1L

Solucion I: Colorante azul de Coomassie R-250 al 1% (stock)

Azul de Commassie 1.0q
Agua destilada 100 mL

Colorante:(Azul de Commassie R-250 0.125%, MeOH 50%, acido acético 10%).

Azul de Commassie 62 mlL de la selucion stock
MeOH 250 mL
Acido acético 50 mlL
Agua destilada 500 mL
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Solucién decolorante 1. (MeOH 50%, acido acético 10%).

MeOH 500 mL
Acido acético 100 mL
Agua destilada 1000 mL

Solucidn decolorante 2. (MeOH 5%, acido acético 7%)

MeOH 700 mL
Acido acético 500 mL
Agua destilada 10L

Formacion del gel separador

Con dos cristales de 12X 11y 12 X10 cm y dos empacadores de teflon de 0.5mm se monté el
soporte, donde se formé el gel de poliacrilamida. Se sellaron fos lados y la parte inferior con
agarosa al 2% cuidando de que no quedara algun espacio sin cubrir, en vaso de precipitado de

40 mi se mezclaron las siguientes cantidades para un gel al 10%:

Agua bidestilasa 3.232mb
Solucidn A 2.333mL
Solucion B 1316 mL
Solucién D 70 ul
Solucion E 36 pl
Solucion F 10 pL

Se mezcid bien cuidando que no se formaran burbujas, se vacié la mezcla al armazén a nivel
aproximado de 4 cm del borde superior y se agregd cuidadosamente agua por los extremos
aproximadamente 0.5 mbL (el agua formé una capa cuya interfase se observa cuando el gel esta
polimerizando).Una vez polimerizado se inclind el armazon para desalojar el agua, se lavo la

superficie de! gel con agua bidestilada y se dejé reposar ef gel unos minutos.
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PREPARACION DEL GEL CONCENTRADCR

En un vaso de precipitado de 40 mL se agregaron las siguientes cantidades para un gel al
10%:

Agua bidestilasa 2.350 mL
Solucién A 0.690 mk
Solucion C 0.870 mL
Solucidn D 41.4 ul
Solucidn E 41.4 pul
Solucion F 6 pl

Se mezclo bien evitando que se formen burbujas, se llend el armazén y se inserté el peine

cuidando de no generar burbujas bajo los dientes de este, se dejo reposar ei gel 10 minutos.

TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Se combinaron tres partes de la muestra de proteina, con una parte de! amortiguador de
muestra 4X (solucion G), en un tube Eppendorf. De esta manera se colocaron 200pk de
antigeno de Leishmania fracccién | en un tubo Eppendort y se le adicionaron 66ul de la
solucion G, de igual manera se procede con el antigeno de Leishmania fraccién il, del antigeno
que no fue pasado por la columna se colocaron 70pL y se adicionaron 23l de la solucion G.
Estos tubos se colocaron en un baio de agua hirviendo por 4 minutos y finalmente se

centrifugaron a 2000 r.p.m. por 30 seg.

CORRIDO DE LOS GELES.

Se retird el peine suavemente del gel cuidando de no destruir los pozos, se llené cada pozo con
agua, y se drenaron invirtiendo la camara, esto de dos a tres veces para evitar que se formen
redes de restos del gel en los pozos, se colocd el armazén en su posicion dentro de la ¢camara
de electroforesis y se Hend la camara interna y cada pozo con amortiguador de corrimiento
{solucién H), en cada pozo se coloc la cantidad de muestra ya establecida, y en el carril uno se

colocé el marcador de peso molecular,
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Finalmente se lend el compartimento inferior de la camara de electroforesis con amortiguador
de corrimiento (solucién H), se condujo a la fuente de poder y se corrio la electroforesis a 80 V
de corriente constante hasta que llegé al gel separador a partir del cual se corrio a 120 V de
corriente constante, se suspendié el suministro de corriente cuando el colorante quedd a

aproximadamente 0.5 ¢m del limite inferior de los cristales.

TINCION, DECOLORACION Y SECADO.

Se desensamblé el armazén y el gel se coloco en solucion ) durante toda la noche, al dia
siguiente el gel fue transferido a solucion K y durante 1 hora, nuevamente el gel fue transferido
a solucién decolorante 11, solucién L, hasta obtener la decoloracion deseada.

Una vez decolorado, e} gel se colocd sobre un papel filtro y se cubri con un plastico resistente
al calor, y fue Nlevado al secador de geles a 60°C durante 45 min.

Cuando se realizé |a inmunoelectrotransferencia se omitieron los pasos de tincion, decoloracion

y secado.

8.8. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA {IET)

PREPARACION DE REACTIVOS EMPLEADOS
PBS (Solucion Salina de Fosfatos)

Cloruro de potasio (KCI) 024¢
Cloruro de sodio {NaCl) 8g
Fosfato de sedio dibisico dodecahidratado {NaH P04 « 12H,0) 294
Fosfato de sodio monobdsico (NaHzPO4) t24g
Aqua bidestilada 1L

PBS-TWEEN 20 AL 0.1%
Adicionar 1 mL de Tween 20 por cada litro de PBS.
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Solucion Bloqueadora.

Leche descremada Sveltes 59
EDTA 0.08q
PBS 100mL

Diaminobencidina (DAB) 0.3 mgimL

12 mg en 40 mL de PBS. Mezclar duranie 5 min. Preparar 10 min. antes de su uso.

Peréxido de Hidrogeno (H202)

Tomar 132ul de una solucion al 30% y adicionar inmediatamente antes de su uso a 40 mL de
DAB en PBS.

PROCEDIMIENTO PARA INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN-BLOT)

Se realizd la electroforesis como se describié anteriormente. Durante todo el proceso se usaron
guantes para manejar 1a membrana y los sueros. Se corté un trozo de membrana de
nitrocelulosa de 7X9 ¢m y poro de 0.45um, se colocaron juntos el papel, et gel sin tedir, y el
pape! filtro en amortiguador de transferencia a temperatura ambiente por 10 min. En un
“casette” del aparato se colocd la esponja, sobre la esponja se coloco un papel filtro
previamente humedecido y sobre este la membrana de nitrocelulosa, posteriormente se coloco el
gel cuidando que no quedaran burbujas atrapadas entre el gel y la membrana, después se
colocé un segundo papel filtro y otra esponja y se cerro el “casette”. Este se colocd en la
cémarz;\ de transferencia y se conecté a los electrodos de tal manera que la membrana de
aitrocelulosa quedd orientada hacia el electrodo positivo. Se conecté el sistema a la fuente de
poder y se realizo la transferencia durante toda la noche a 15V de corriente constante. Al dia
siguiente, el “casette” se saco de la camara de transferencia, y se separé la membrana de
nitrocelulosa, la cual se tifio en una solucién colorante de rojo de Ponceau S durante 5 min.
para visualizar las bandas y se realizaron las marcaciones necesarias, se destiié con agua
bidestilada. El gel fue colocado en azul de Commassie para asugurar la transferencia total,

La membrana de nitrocelulosa se colocd en fa solucién blogueadora, durante 1 hora a 4°C.

Trancurrido el tiempo de incubacién se elimind la solucion bloqueadora y se realizaron cinco
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lavados con PBS-tween al 0.1%. Las tiras fueron cortadas y se colocaron en diferentes tubos.
Se realizaron las diluciones de las muestras (sueros problema 1:23) y cada una de las tiras se
coloco en el suero respectivo diluido en PBS y fueron incubadas 1 hora a 37°C. Se lavé cada tira
por separado cincos veces con PBS-Tween al 0.1%. Se preparé la dilucién del 2° anticuerpo ©
conjugade unido a peroxidasa en PB3.

lgG anti-humano  1:250

IgM anti-humano  1:250

Las tiras se colocaron en el segundo anticuerpo y fueron incubadas a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después de este tiempo, las tiras fueron lavadas 5 veces con PBS-Tween al
0.1% y se revelaron con el sustrato para transferencia DAB, hasta ta aparicion de las bandas se
enjuagan muy bien con agua de la llave y se secan al aire. Se colocaron en acetato para su

conservacion.

8.9. ANALISIS ESTADISTICO

Se aplicé un andlisis de varianza (ANAEVA), este se define como una técnica mediante la cual la
variacién total presente en un conjunto de datos se divide en varios componentes, cada uno de
los cuales tiene asociada una fuente de variacién especifica, de manera que en el analisis es
posible conocer la magnitud de las contribuciones de cada fuente de variacién a la variacion

total. &°
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9. RESULTADOS

La purificacién del antigeno de Leishmania mexicana mexicana se realizé mediante la técnica
descrita anteriormente (seccion 8.2) obteniéndose aproximadamente 1.2 mL de antigeno
soluble, dicho antigeno corresponde a la fraccion previa a la cromatografia de afinidad, en la
cual se empled la columna de Sepharosa4B.Concanavalina-A {aglutinina de Ricinus comunis), la
cual habia side pre-equilibrada con la solucién de urea 2M en amortiguador de carbonato de
sodio 0.05M, pH= 9.6, al realizar el calculo del volumen vacio mediante el uso de dextrana azul

al 1%, se encontro lo siguiente:

[MUESTRA VOLUMEN VACIO
Dextrana azul al 1% 2.0mL

Este volumen medido con probeta de 10 mL y en las condiciones antes descritas,

El volumen de antigeno soluble que se empact en la columna fue de 1.1 mL, el cual previamente
habia sido dializado con solucion de urea 2M en amortiguador de carbonato de sodio 0.05M,
pH= 9.6. inmediatamente después de colocar el antigeno soluble en la columna de
Sepharosa4B-ConA se comenzd a medir con una probeta de 10 mL el volumen vacio y asi no
perder la muestra, para asegurar esto, se comenzaron a tomar alicuotas de 0.5 mk, a partir del
mbL 1.

Los resultados obtenidos se muestran enseguida:
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r FRACCIONES COLE{;TADAS e ABSORBANClA‘(ZBOHm) K "3*
1 T To.000 T
2 0.000
3 0.000
4 0.154
5 >2.00
6 >2.00
7 0.378
8 G.180
9 0.560
10 0.610
11 0.361
12 0.161
13 0.106
14 0.070
15 ' 0.040
Tabla 1. Cromatografia en la columna de Sefarosa-4B-Concanavalina-A. La tabla muesta

los datos de las fracciones obtenidas, al pasar el antigeno saluble cada fraccion fue de 0.5 mL.




Cromatografia de afinadad en Columna de
Sepharose4B-Concanavalina-A

Absorbancia (280 nm)

o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Fracciones Colectadas {0.5mLffraccidn)

Grafica 1. Patrén obtenido en la cromatografia de Afinidad con la Columna de Sefarosa4B-Concanavalina-A.

Se colecto la fraccién | del tubo 5y 6 y la fraccion Il del 8 y 9.

Aj finalizar la elucion del antigeno por la columna, a las fracciones correspondientes se les
realizé la cuantificacién de proteinas mediante el método de Lowry, obteniendo los datos

presentados en la tabla 2.
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Curva Patrén de Proteinas por el Método de Lowry
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Grifica 2. Curva patron de proteinas per el métedo de Lowry,

utilizando tnicamente los valores del estandar de BSA 1mg/mL.

En base a lo anterior y por regresion lineales obtienen los siguientes valores de

concentraciones:

FRACCION COLECTADA CONCENTRACION

Fraccion | 4.6355 ngf20 ul
Fraccion |l 7.0817 pg/20 pl
Antigeno sin pasar por columna 28.3450 pg/ 5Sul
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Bianco

Patrdn 1 0.065
Patrén 2 0.128
Patrén 3 0.239
Patron 4 0.363
Patron S 0.417
Patrén 6 0.543
Muestra Antigeno Fraccion | 0.018
Muestra Antigeno Fraccion ! 0.040
Muestra Antigeno Fraccion Il 0.027
Muestra Antigeno Fraccién |l 0.053
Muestra Antigeno Sin Efuir 0.166
Muestra Antigeno Sin Eluir 0.337

Tabla 2. 1a tabla muestra los datos de la determinacién de proteinas por el método de
Lowry, tanto de estandar de proteinas (BSA, 1mg/mL) como de ias dos fracciones
obtenidas al finalizar €l proceso de purificacién del antigeno, |y Il, asi como la muestra

de antigeno que no fue pasada por la columna de Sepharosa4B-Concanavalina-A.
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Los valores observados en la microhemaglutinacién en placa de los antisueros comerciales y de

los sueros de personas sanas se muestran en la siguientes tablas.

ANTISUERO TITULO EN MICROHEMAGLUTINACION EN PLACA
Suero anti-B monoclonal 1:8
Suere anti-A monoclonal 1:16

Tabla 3. Titulo de antisueros comerciales por microhemaglutinacion en placa.

SUERQ TITULO EN MICROHEMAGLUTINACION EN PLACA
Suero Grupo Sanguineo “A” 1:128
Suero Grupo Sanguineo “B” 1:128
Suero Grupo Sanguineo “0" 1:64

Tabla 4. Titulo de sueros de humanos sanos por micrehemaglutinacién en placa.

Para la realizacién de las pruebas de ELISA, electroforesis e inmunoelectrotransferencia se
requirieron tanto la concentracion de los antigenos purificados y el antigeno sin pasar por la
columna, como el titulo por microhemaglutinacion de los sueros comerciales y los sueros
humanos.

Para la prueba de ELISA indirecto se utilizé un factor de dilucién de 31.25, partiendo de una
concentracion de 5.8536ug en 20ul, para obtener una concentracion final de 8pa/mL de

proteina, esto tanto para la fraccion 1 y la fraccién II.
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Para la fraccién sin purificar se utilizo un factor de dilucion de 375, partiendo de una
concentracion de 28.3450ug en 5ul, para obtener una concentracion final de 16pg/mL de
proteina.

Se realizé la técnica de ELISA indirecto en tres placas, colocando en cada una tas diferentes
fracciones, asi como los diferentes sueros comerciales y sueros humanos de grupos sanguineos

del sistema ABO. De esta manera se obtuvieron los siguientes resultados:

@NQMER@?Z;!ON, SUERﬁ%,ﬁ]g&{%d{lmﬁ L
1 KA 1.257 0.289 0.076
2 LCD 1.210 0780 0.196
3 LCD 1.129  0.261  0.075
4 LCL 1.217  1.217  0.078
5 LCD 1.155 0.603 0.154
6 LCD 1.195 0.504 0.170
7 LCD 1.217 0.629 0.168
8 L.CD 1.188 0.592 0.149
9 LCD 1.117 0.387 0.312
10 LCD 1.182 0.374 04177
1 LCD 1,129 0693 0141
12 LCD 1195 1.057 0.228
13 LCD 1.111  0.578 0.208
14 LCD 1.177 1.041 0.194

Tabla 5. Valores obtenidos mediante la realizacion de la técnica de ELISA, utilizando antigeno
sin purificar, diferentes sueros de pacientes con leishmaniasis, sueros comerciales,

sueros humanos sanos de grupe sanguingo “A" y 87, y diferentes ¢onjugados.
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Continuacién de tabla 5. Valores obtenidos mediante la realizacién de la técnica de ELISA,

ando antigeno sin purificar, diferentes sueros de pacientes con leishmaniasis, sueros comercia

sueros humanos sanos de grupo sanguineo “A" y *B", y diferentes conjugados.

les.
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G.751
1.077
0.021
1.195
0.999
0.854
1.041
0.841
0.578
0.641
1.021
1.168
0.877
1.161
1.151

Tabla 6. Valores obtenidos mediante la realizacian de la técnica de ELISA, utilizando antigeno

Purificada fraccion |, diferentes sueros de pacientes con leishmaniasis, sueros comerciales,

sueros humanos sanos de grupo sanguineo *

A"y “B", y diferentes conjugados.
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26 ANTI-A (COM)
27 ANTI-B (COM)
28 ANTI-A (HUM)
29 ANTI-B (HUM)

Tabla 6. Valores obtenidos mediante la realizacién de la técnica de ELISA, utilizando antigeno

Purificado fraccién 1, diferentes sueros de pacientes con leishmaniasis, sueros comerciales,

sueros humanos sanos de grupe sanguineo

“A" y “B", y diferentes conjugados.
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11
12
13
14
15

KA

LCD
LCo
LCL
LCD
LCD
LCD
LCD
LCD
LCD
LCD
LCD
LCD
LCD
LCD

Tabla 7. Valores obtenidos mediante la realizacion de fa técnica de ELISA, utilizande aniig

eno

Purificade fraccién |I, diferentes sueros de pacientes con leishmaniasis, sueros comerciales,

sueros humanos sanos de grupo sanguinea “A™y “8", y diferentes conjugados.
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25 LCD 1213 1.249  0.751
26 ANTI-A (COM)  0.029 0.029 0.018
27 ANTI-B (COM) 0038 0.038 0.016
28 ANTI-A (HUM) 1003  1.003 0.249
29 ANTI-B (HUM) 0700 0.700 0.111

Tabla 7. Valores obtenidos mediante la reafizacion de la técnica de ELISA, utilizando antigeno
Purificade fraccion Il, diferentes sueros de pacientes con leishmaniasis, sueros comerciales,

sueros humanos sanos de grupo sanguineo “A" y “B", y diferentes conjugados.
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Se realizé un andlisis electroforético empleande dnicamente las muestras de antigeno separado
en el proceso de obtencién de este. De esta manera se emplearon cantidades conacidas de cada

uno de estos antigenos.

4
2 50ul Antigeno soluble
3 20ul Antigeno sofuble concentrado
4 30uL Antigeno insoluble
5 30pL Antigeno total

Tabla 8. Cantidades empleadas para el andlisis PAGE-SDS de los diferentes

antigenos obtenidos, asi coma los carriles en donde se colocaron

Se tifio en azul de Commasie el gel y se observaron tas siguientes bandas:

P.M.

205,000

116,000
97,400

66,000

45,000

29,000

Figura 10. Andlisis por PAGE-SDS, de los diferentes antigenos obtenidos.

76




.

w

Una vez realizadas las técnicas de microhemaglutinacion y ELISA indirecta con las fracciones de
antigeno purificado | y II, y la fraccion sin purificar, todas estas se sometieron al andlisis
electroforético, empleando cantidades conocidas de cada una de estas fracciones (Tabla 8). Se
realizé fa tincién del gel con azul de Commassie y pudo observarse claramente la presencia de

bandas alrededor de los 63 KD, lo cual nos indica la presencia de la GP-63, en las fracciones 1y

[l (Figura 11).

2 50 pl (32 ug) Antigeno sin purificar
3 200 plL (80 ug) Fraccion |

Tabla 9. Cantidades empleadas para el analisis PAGE-SDS de los diferentes antigenos obtenidos, después por

el paso per la columna de Sepharosa4B-Cocnanavatina-A, asi como los carriles en donde se colocaron

P.M.

205,000
116,000
97,000
66,000

45,000

29,000

Fig 11. Andlisis por PAGE-SDS, de los diferentes antigenos obtenidos

después del paso por la columna de Sepharos4B-Concanavalina-A
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Una vez

inmunoelectrotransferencia, para las diferentes fracciones |,

realizadas

las

electroforesis antes

Leishmania mexicanana mexicana.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

PM. kDa

176

83 o

62 —

475 -

325 —

25—

16.5 e

mostradas se procedio a

realizar

PM.KDa

175 e

83

62 e

475 —

325 —

16.5 e

Fig.12. Inmunoelectrotransferencia. Utilizando la fraccién sin purificar, suero de

paciente 1, con LCD {dilucién 1:25), y conjugado 1gG {A) € IgM (B) en dilucidn 1:250.

la

Il y antigeno sin purificar soluble de
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PM. KDa
PM. KDa
= 175 e
3 175 —
83
83
62— .
62 — = =
475 —
475 —
325 —
325—
25 —
25—
165 —
16.5—

Fig.13. Inmunoelectrotransferencia. Utilizando la fraccion 1. suero de paciente 1,
con LCD (dilucin 1:25), ¥ conjugado 1gG (A) e IgM {B) en dilucidn 1:250,

PM. KDa PM. KDa

175 — 175 —.

£ - B3

62 — - 62 —
475 == - 47 5 — —_
- +
325 — 325 — t
i
26 w— 25 %
16.5 = 16.5 >

Fig.14. inmunoelectrotransferencia. Utilizando la fraccion 11, suero de pacientel,

con LCD (dilucién 1:25), y conjugado 196G {A) e 1gM (B) en dilucién 1:250.
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P.M. KDa
175 =

83—

62

LY L J—

325 ———

25

165 e

Fig.15. Inmunoelectrotransferencia. Utilizando la fraccién sin purificar. suero de paciente,
con LCD {ditucién 1:25), y conjugade lgG en difucion 1:250. (NO SE ENCONTRC
BANDAS CON ESTA FRACCION AL TRATARLO CON CONIUGADD 1gM)

PM KDa . p.M. kD&
1 —

75 175 =
8} —— - 8y —
62 —— - - 62 —
475 — 47,5 ——
328 — 3250

25— T
3 25—

165 ——m —
16.5 —

Fig.16. Inmunoelectroiransferencia. Utilizande |2 fraccion 1, suero de paciente 2,
con LCD {dilucién 1:25), y conjugado IgG {A} e IgM (B) en dilucion 1:250.
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PIM. XDa
175 o

83 —

62—

47 B

32.5 e

25

16, G

Ml

PM. KDa

175 ==

83 —

62 —

475 =

32,5

16.5 =

Fig.17. Inmunoetectrotransferencia. Utilizando la fraccion Il, suero de paciente2,

con LCD (dilucion 1:25), y conjugado lgG (A) e IgM (B) en dilucién 1:250.

PM, KDa

175 o

5 —

62—

415 —-—

325 —

25—

16.5 mam

PM. KDa

175 e

83 .

b2 —

475 w—

325 =

25 e

16.5 mam

Fig.18. inmunoelectrotransterencia. Utilizando la fraccion sin purificar

3, con LCD (dilucion 1:25}, ¥ conjugado 'gG (dilucién 1:250).

(A} y la fraccién ((B}, suero de paciente

81




PM. KDa

175 o

83 e

[-FJp—

165 —

i; 1768

PM KDa

83

62

- 475 —

325 —

25

- 16.5 e

Fig.19. Inmunoelectrotransferencia, Utilizande la fraccién il (A) y la fraccion sin purificar(B), suero de paciente

3 con LCD (dilucion 1:25) en A y el suero sano con grupo sanguineo “B"

en B, y conjugado IgG ({dilucién 1:250}.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Se apficé el paquete estadistico mutivariado de SPSS para la version Windows 5.1. Utilizande
para el disefio experimental ANDEVA. Todas determinaciones con un alfa del 0.05 y una

confianza al 95%.

e ot ¥

NO existe diferencia significativa

NO existe diferencia significativa

S| existe diferencia significativa

EY andlisis estadistico se realizé comparando cada una de |as inmonuglobulinas empleadas en la

técnica de ELISA, contra cada una de las fracciones obtenidas por cromatogratia.
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11. ANALISIS DE RESULTADOS

Al pasar el antigeno por una columna de SepharosadB-Con-A, se obtuvieron dos fracciones
antigénicas a las que se les denominé fraccion |y fraccien . la fraccion | salid
inmediatamente después del volumen vacio, lo que indica que esta fraccion no contiene residuos
con manosa. La fraccion II, que salié separada después de la fraccion 1, posee componentes
antigénicos con manosas y fueron retenidos por la columna. A las tres fracciones: la fraccién
sin pasar por la columna, la fraccién Iy la fraccion I, se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida (PAGE). Los resultados obtenidos con esta técnica nos muestran que la
fraccion sin pasar por la columna presenta mayor cantidad de proteinas, y que estas s€
encuentran entre 175, 130, 100, 83, 70, 63, 60, 56, 48, 33, 29 KDa y menores a este peso
molecular. Mientras que la fraccion |, solo se observd la presencia de proteinas con peso
molecular entre 175, 130, 70, 63, 60, 56 y menores a 29 KDa. De esta manera, el paso por la
columna retuvo las proteina de peso molecular aproximado a 100, 83, 48y 33 KDa que deben
contener manosa.

Los resultados de la técnica de ELISA , se sometieron a analisis en un programa estadistico
SPSS para windows. La prueba de ANOVA de una via, muestra que existe una diferencia
significativa entre las fracciones de los antigenos, teniendo una respuesta mayor contra la
fracc'ién I, cuando se determinason anticuerpos de tipo IgM. P= 0.0087. La respuesta de IgA
contra las fracciones no discrimina entre una fraccion y las otras P=0.0435 {no se considera
significativa la prueba por estar en el limite de significancia 0.05). Tampoco se encontré
diferencia significativa entre os grupos de fracciones cuando se determind la respuesta de tipo
Ig6. P=0.9714.

Al reafizar la técnica de inmunoelectrotransferencia (IET}con las tres diferentes fracciones del
antigeno y determinando dos diferentes inmunoglobulinas {IgG, IgM} y tres diferentes sueros de
pacientes con leishmaniasis cutanea diseminada (LCD), se encontrd que el paciente 1, con la

fraccion sin purificar y usando conjugados contra  1gG, mostré bandas correspondientes a
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175, 83, 70, 63, 60, 56, 50, 48 y 30 KDa de peso molecular. Bajo las mismas condiciones pero
determinando IgM, solo se presentaron bandas entre 35 y 16.5 KDa. Para la fraccion !
determinando IgG, se revelaron bandas entre 175 y alrededor de 63 KDa, al determinar
anticuerpos de tipo IgM, se observaron bandas 47 KDa. Para la fraccién Il en este mismo
paciente utilizando 1gG se observaron bandas de peso molecular aproximado a 70, 45 y 40 KDa,
mientras que para IgM las bandas presentes estuvieron alrededor de 47 KDa

"Al realizar la prueba de IET para el paciente 2, utilizando la fraccion sin purificar e igG, mostro
bandas de peso molecular aproximado a 130, 83, 70, 63, 56, 50 y 48 KDa, con IgM no se
observé ninguna banda.

Con la fraccion i, y determinando 1gG se presentaron bandas alrededor de 70, 63 y 18 KDa,
cuando se determind IgM se observé una sola banda con peso molecular aproximando de 70
KDa. En la fraccion |I, para el mismo paciente y utilizando lgG se mostraron bandas de peso
molecular de 80, 70, 56 y 50 KDa; mientras que al medir IgM, ahi se encontraron bandas de 70
y 32 KDa.

Al realizar la prueba de IET con el suero del paciente 3, utilizando la fraccién sin purificar e 196G
como conjugado, mostro bandas de peso molecular aproximado a 175, 70, 63, 56, 40 y 16 KDa.
En la fraccion | se encontrd un par de bandas alrededor de 63 KDa. Y en la fraccion ii se
observaron bandas que corresponden a 175, 48, 34 y 17 KDa. Como puede observarse la
banda especifica de leishmania de 63 KDa esta presente en la fraccién sin pasar por la
columna y también en la fraccién |; pero esta ausente en la fraccion |l, es decir, la Gp 63 no se
pegé ala columna, lo cual nos sugiere que este antigeno no posee residuos de manosa.

La técnica de IET se realizé usando la  fraccion sin pasar por la columna, y sueros de sujetos
sanos con grupos sanguineos “A” y B". Los sueros del grupo sanguineo “A" (isoaglutininas
antiB) no mostré ninguna banda, mientras que el suero de grupo sanguineo “B"(isoaglutininas
antiA), presenté bandas de peso molecular aproximado a 100, 83, 33 y 30 KDa, antigenos que
estdn en la fraccién sin pasar por la columna . Los antigenes 175y 70 KDa deben tener
diferente grado de residuos de manosa, pues aparecen tanto en la fraccion | como en la

fraccién Ik
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Cuando realizamos la técnica de IET observamos que las bandas de anticuerpos igM van
dirigidas contra antigenos que no corresponden a los 63 KDa, por lo tanto tenemos una
respuesta contra antigenos no especificos inmunodominantes que pudieran tener epitopes con
carbohidratos; pero sin presencia de manosa, ya que la fraccion | no se unid a la columna, La
presencia de IgM se podria explicar de dos formas: La posible mutacién de la cepa de
Leishmania mexicana mexicana dentro del huesped o la respuesta a epitopos de carbohidratos
que no son reconocidos por el receptor de la célula Ty no dejan memoria inmunoldgica, lo hace
que la reinfeccion endégena o exogena con la misma leishmania genere una respuesta primaria
como si por primera vez se tuviera el contacto.

La respuesta de IgG contra las fracciones nos muestran en la técnica IET que reconocen el
antigenos 63KDa en la fraccién de la mezda de antigenos sin pasar por la columna y lo
reconocen en la fraccion |, pero este antigeno no se encuentra en ta fraccion 1l con esto
podemos decir que el antigeno 63KDa de la cepa de Leishmania mexicana mexicana no tiene
manosa en su composicion, como se ha reportado en las cepas de Lejshmania donovani chagasi.
20.21 L3 respuesta de IgG también reconoce a otras proteinas que estan en las tres fracciones
probadas v.gr. la proteina 175, 70 KDa que esta en todos los sueros de pacientes, esta
proteina por supuesto debe tener diferentes grados de manosas pues aparece tanto en la

fraccion | como en la il
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12. CONCLUSIONES

Usande una columna de sefarosa 4B-conA para separar antigenos crudos de [Leishmania
mexicana mexicana se obtuvieron los siguientes conclusiones: la fraccién | contiene todas
aquellas proteinas que carecen de residuos de manosa y dentro de estas se encuentra la
proteina 63KDa especifica de leishmania y se elimina el antigeno 100, 83, 48 y 30KDa. En la
fraccién I! que se retiene en la columna, no se encontro el péptido 63KDa. La presencia de
estos antigenos se revelé mediante la técnica de electroforesis y mediante la técnica de IET.
Cuando se efectud la técnica de ELISA usando fas tres fracciones. El andlisis estadistico de los
tres grupos nos mostro que la respuesta de IgM es diferente, siendo mas alta en la fraccién |
que la respuesta que se presenta en la fraccion sin pasar por la columna y en la fraccion I, sin
embargo, cuando se realizo la técnica de IET no se presenté respuesta contra la Gp 63 KDa. En
la respuesta de 1gG e IgA no se encontrd diferencia significativa entre los tres grupos; pero el
isotipo IgG reconoce la 63 KDa usando la técnica de IET.

Los sueros del grupo sanguineo B (isoaglutininas antiA) dieron valores altos en la técnica de
ELISA con el isotipo IgG; pero en la téenica de IET usando el antigeno sin pasar por la columna
la respuesta va dirigida contra los péptidos alrededor de 29 KDa y alrededor de 100 KDa y no
se encontré banda contra el péptido 63 KDa; sin embargo, cuando la técnica de (ET se realizé
usando la fraccion 1 no se observé ninguna banda, lo cual nos indica que el paso por la columna
elimina varios antigenos reactivos a isoagfutininas de grupo sanguineo. Los sueros del grupo
sanguineo “A” y aquellos el grupo “0", determinando todos los isotipos 1gA, 1gG, e IgM en la
técnica de ELISA, mostraron valores muy bajos, similares a los valores encontrados con los

testigos negativos
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13. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

a) Se propone utilizar la columna de SefarosadB-ConA como primer paso de purificacion, sin
embargo, se tendrian que emplear una o mas columnas como segundo yfo tercer paso de
purificacion del antigeno soluble para lograr eliminar totalmente la reactividad cruzada con
grupo sanguineo “B".

b) Los resultados obtenidos en esta tesis abren la posibilidad de implementar otras técnicas
para ser utilizadas en el inmunodiagnéstico de la leishmaniasis por leishmania mexicana
mexicana.

¢) Se propone que se determine el grado de glicatacion con manosa del antigenc realizando

pases por una cepa de ratones susceptibles, para relacionarlo con la virulencia del parasito.
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