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RESUMEN 

En este estudio analizamos el polimorfismo genético de leishmanias aisladas de 23 

pacientes con leishmaniasis cutánea localizada, diseminada y una forma atípica 

denominada "pseudodifusa", provenientes de varias regiones endémicas de México. En el 

análisis incluimos cuatro especies de referencia del complejo L. mexicana de la OM8: L. 

mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L. mexicana pifanoi y L. mexicana 

venezuelensis. El análisis consistió en la caracterización taxonómica mediante 

anticuerpos monoclonales tipificadores de la OM8, el estudio del polimorfismo genético 

mediante RFLP con endonucleasas de restricción del DNA del cinetoplasto (kDNA), y 

RFLP de dos regiones del gen del rRNA: el espaciador transcrito interno (ITS) y el 188. 

Se secuenció la región del IT8 de las especies de referencia de la OM8 del complejo L. 

mexicana, excepto L. mexicana pifanoi, y de algunos aislados mexicanos representativos 

de los distintos cuadros clínicos. También se realizó una cinética de crecimiento de los 

aislados mexicanos. Los resultados obtenidos con los anticuerpos tipificadores revelaron 

que los parásitos aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea localizada, diseminada 

y pseudodifusa incluidos en este estudio pertenecen a la especie L. mexicana mexicana. 

Los resultados obtenidos del RFLP del kDNA mostraron que la digestión con las enzimas 

Hae 111, Hpa 11, y Mse 1 generó patrones de restricción que pudieron ser clasificados en 6 

grupos. Los parásitos aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea localizada 

pertenecían a cinco de los grupos, los aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea 

diseminada pertenecían a dos de los grupos, y aislados de pacientes con leishmaniasis 

cutánea pseudodifusa se clasificaron dentro de un solo grupo. 

El análisis del polimorfismo de dos regiones en el gen del rRNA: el ITS y el 188, de las 

especies de referencia del complejo L. mexicana y de los aislados mexicanos, reveló que 

la especie de referencia de L. mexicana mexicana y los aislados mexicanos tenían el 

mismo patrón de restricción en ambas regiones. Por otro lado, L. mexicana amazonensis 
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y L. mexicana venezuelensis, presentaron polimorfismo solo en el ITS en comparación a 

L. mexicana mexicana. El alto grado de similitud del ITS en L. mexicana mexicana fue 

confirmado mediante Ja secuenciación de esta región de tres aislados mexicanos y la 

especie de referencia de L. mexicana mexicana. El análisis de las secuencias del ITS 

reveló que L. mexicana venezue/ensis tiene un alto porcentaje de similitud con los 

aislados de L. majar. 

Adicionalmente los parásitos aislados en México pudieron ser clasificados en grupos de 

crecimiento rápido y lento. Los aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea 

diseminada presentaron un crecimiento rápido, mientras que aislados de pacientes con la 

forma localizada presentaron ambas formas de crecimiento. En contraste, todos los 

aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea pseudodifusa presentaron crecimiento 

lento. 

En conclusión, encontramos que Leishmania mexicana mexicana presenta polimorfismo a 

nivel del kDNA que puede ser clasificado en 6 grupos, uno de los cuales es exclusivo de 

la forma clfnica de la leishmaniasis cutánea pseudodifusa. Además los aislados de esta 

forma clínica provienen de la misma zona geográfica y presentan un solo patrón de 

crecimiento. Adicionalmente es el primer estudio que reporta la ausencia de polimorfismo 

a nivel del ITS dentro de L. mexicana mexicana, y que revela el alto grado de similitud 

entre L. mexicana venezuelensis y L. major a nivel del ITS, sugiriendo que ambas 

especies pueden estar relacionadas mas estrechamente de lo considerado con 

anterioridad. 
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1) INTRODUCCIÓN 

La leishmaniasis es una zoonosis parasitaria multifacética, cuyas manifestaciones 

clínicas, asi como su severidad, dependen de las especies parasitarias que la inducen, el 

tipo de vector involucrado en la transmisión y la respuesta inmune del huésped (1 ). 

Las leishmaniasis comprenden una amplia variedad de enfermedades causadas por un 

protozoario flagelado, del género Leishmania, el cual es transmitido desde un reservaría 

vertebrado por un artrópodo de la sub-familia Phlebotominae, perteneciente al género 

Ph/ebotomus en el Viejo Mundo y al género Lutzomyia en el Nuevo Mundo. Muchas 

especies de mamíferos, tales como humanos, cánidos, roedores y perezosos son 

susceptibles a Leishmania y actúan como reservorios· de la enfermedad (1-4). 

A) FILOGENIA 

Leishmania está incluida en el reino de los protistas de la siguiente manera: 

Reino PROTISTA Haeckel, 1866 

Subreino PROTOZOA Goldfuss, 1817 

Phylum SARCOMASTIGOPHORA Honigberg-Balamuth, 1963 

Subphylum MASTIGOPHORA Deising, 1866 

Clase ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909 

Orden KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963 

Suborden TRYPANOSOMATINA Kent, 1880 

Familia TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901 

Género Leishmania Ross, 1903 

La multiplicación de las distintas especies de Leishmania en las diferentes porciones del 

tracto digestivo de los vectores, hace que se puedan agrupar en hipo-, peri- y 

suprapilarias. Las primeras son las más primitivas desde el punto de vista evolutivo y 

están representadas en la actualidad por Sauro/eishmania spp, cuya transmisión es por 
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contaminación fecal. Siempre están relacionadas a reptiles y sus orígenes se remontan al 

periodo Jurásico (5-8). En un punto intermedio en la escala filogenética se encuentran las 

leishmanias de multiplicación peripilórica, tanto en el intestino medio como en el posterior, 

agrupadas en el subgénero Viannia, todas del Nuevo Mundo. Las leishmanias del 

subgénero Leishmania se multiplican en las porciones suprapilóricas próximas a la 

probóscide, son parásitos de mamíferos, incluyendo al hombre (7). 

La clasificación de Leishmania (tabla 1) no está definida totalmente por la dificultad de 

establecer el límite de especie en organismos cuya multiplicación probablemente no es 

sexual (o no es sexual de forma predominante). y por el hallazgo de nuevas especies 

patógenas. Recientemente Cupolillo y col. (2000), proponen la separación del género 

Leishmania en dos divisiones, Euleishmania y Paraleishmania. El primero comprendería 

los subgéneros Leishmania y Viannia, y el Paraleishmania: L. hertigi, L. deanei, L. 

colombiensis, L equatoriensis, L. herreri y Endotrypanum (9). 
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Tabla 1.- Clasificación del género Leishmania, basada en isoenzimas (10). 

GEllERO SUBGEI IEROS 

Crithidia Leishmania 

Leptomonas 

Herpeptomonas 

Blastocrithidia 
FAMILIA 

TRYPANOSOMIDAE Leishmania 

Sauroleishmania 

Ttypanosoma 

Phytomonas 

lliannia 
Endotzypanum 

COMPLEJOS ESPECIES 

[ 

L. donovani 

L. tropica 

L. ma}or 

L. aethiopica 

L. mexicana 

No Pató9enas 
para el 
hombre 

No asignado 
L. laisoni 

L. braziliensis 

L. donovani 
L. cha9asi 
L. infantum 
L. arichibaldi 

[
L. tropica 

---i L. killicki 

----1[ L. majar 

---+I L. aethiopica 

l
L. mexicana 
L. amazonens. 
L. 9arhami 
L. pifanoi 
L. venezue/en: 

l
~: ~:~:;:~~ 
L aristides 
L. enrietti 
L. denaei 
L. hertigi 

L. braziliensh 
L. peruviana 
L. 9uyanensis 
L. panamensi. 
L. naiffi 
L. shawi 
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B) AGENTE PATÓGENO 

Las leishmanias, al igual que la mayoría de los parásitos protozoarios que se adaptaron 

de los invertebrados a los vertebrados, son organismos pleomórficos que presentan en los 

vertebrados su forma inmóvil aflagelada (amastigote) con localización intracelular, ovoide, 

de 2 a 5 µm de diámetro. En los invertebrados, se presenta la forma evolutiva, móvil y 

flagelada (promastigote) de morfología fusiforme, con longitud de 12 a 20 µm y un 

diámetro de 2.5 a 3.5 µm, de localización siempre extracelular en el tracto digestivo (10). 

Las células hospederas para la forma de amastigote son las células histiocitarias. Los 

amastigotes son células provistas de un núcleo con cariosoma central y un cinetoplasto 

que consta de blefaroplasto y cuerpo basal de donde nace un rizoplasto que se convierte 

en flagelo en el promastlgote. Esta etapa sólo se observa en los tejidos de los vertebrados 

parasitados y algunas veces en medios de cultivo (figura 1 ). 

Fig. 1.- Amastigotes intracelulares. Fig. 2.- Promastigote 
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En el vector (Lutzomyia en América) y en el cultivo, las leishmanias se presentan en forma 

de promastigote (figura 2), libres, alargadas y móviles gracias a un flagelo anterior. Tienen 

un núcleo situado aproximadamente en la parte central del parásito y un flagelo 
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anteronuclear, que nace de un cuerpo basal situado por delante del cinetoplasto, sale del 

cuerpo por el polo anterior, y carece de membrana ondulante (1 O, 11 ). El cinetoplasto es 

una estructura rica en DNA que pertenece a la mitocondria única y grande existente en la 

célula (12). 

La membrana celular es una bicapa lipídica, en su superficie se han identificado una serie 

de moléculas relacionadas con la capacidad invasiva del parásito. Las más abundantes 

son: la glicoproteína de 63 kilodaltons (gp63) y el lipofosfoglicano (LPG), las cuales se 

anclan a la membrana del parásito mediante glicosil-fosfatidil-inositol y se unen a los 

macrófagos por receptores, favoreciendo la penetración de Leishmania (13-16). 

En cuanto a su reproducción, de forma general se acepta la multiplicación asexual 

(agamogonia) en Leishmania, la cual se realiza por bipartición longitudinal de los 

promastigotes (figura 3). Inicialmente se divide el cinetoplasto, seguido por el núcleo, 

luego el corpúsculo basal, y después se forma el flagelo. Después de la división nuclear 

se desdobla gradualmente la membrana externa dando origen a dos parásitos. Los 

amastigotes pueden dividirse por bipartición o por división múltiple (17). 

o==:> 

Fig. 3.- Reproducción de 

promastigotes por fisión binaria. 

(k. Cinetoplasto; n. Núcleo; 

m. Membrana; o. Flagelo) 

/ 
.·. - ;• 
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C)VECTOR 

Los vectores de la leishmaniasis son pequeños dípteros pilosos. En el Viejo Mundo, éstos 

pertenecen al género Phlebotomus y en América a Lutzomyia (figura 4). No hay 

evidencias concluyentes que especies de otros géneros (Sergentomys) puedan transmitir 

Leishmania al hombre (10, 11). 

La primera relación entre las leishmaniasis y vectores flebótomos fue descrita en 1764, 

cuando Cosme Bueno, implicó a estos vectores en la transmisión del wUta", nombre con el 

que se le conoce comúnmente a la enfermedad en el Perú (18). En México, a los vectores 

se tes llama "papalotillas", del nahuatl papalotl que significa mariposa, y en la Península 

de Yucatán whuetl" cuyo significado en Maya, es "algo minúsculo (casi invisible) que pica". 

En zonas no indlgenas se les conoce como "jejenes", volviendo confusa su denominación 

ya que en amplias zonas de México se denomina así a Cu/icoides spp (19). 

Fig. 4.- Lutzomyia, vector de la leishmania. 
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En vista de que las hembras hematófagas necesitan sangre para la maduración de los 

huevos, pueden picar al hombre, y después de haber succionado sangre depositan de 50 

a 100 huevos en suelos húmedos que eclosionan en B a 1 O días. Las larvas se 

encuentran en el sustrato de cuevas y grietas del terreno, paredes de piedra, siempre en 
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lugares sombreados y ricos en restos orgánicos de los que se alimentan. Son muy 

diffciles de localizar, se desarrollan hasta el estado adulto en 1 a 2 meses dependiendo de 

la temperatura. Las hembras son más activas durante el crepúsculo, aunque suelen picar 

también en el día cuando son molestadas por el ingreso del hombre a su medio ambiente. 

Esta actividad diurna juega un papel muy importante en la infección de los que trabajan el 

desmonte de la selva. Algunas especies como nuñez-tovari y ang/esi entran en las casas 

por las noches y salen en la madrugada (11, 20). 

El vuelo de las hembras no produce sonido audible por lo que su picadura no es advertida 

como en el caso de los mosquitos; realizan su traslación mediante vuelos cortos de 

aproximadamente 6-10 m, lo que les permite cubrir una corta área de ataque considerada 

como un perímetro de aproximadamente 300 m alrededor de sus criaderos (21 ). 

D) CICLO DE TRANSMISIÓN 

El ciclo de la transmisión requiere de un vector artrópodo y un reservorio mamífero. 

Leishmania es un parásito digénico: realiza parte de su ciclo biológico en el tubo digestivo 

del hospedero invertebrado en forma flagelar (promastigote, del griego mastigos, látigo); y 

en el vertebrado dentro de los fagocitos mononucleares, sobre todo macrófagos, en forma 

de amastigote. 

Leishmania pasa por una serie de etapas que inician cuando las hembras de 

Phlebotomus y Lutzomyia se alimentan del huésped vertebrado infectado. Ingieren sangre 

que contiene eritrocitos y macrófagos con amastigotes, los cuales se diferencian en el 

intestino medio abdominal experimentando varias divisiones y progresivamente cambian a 

formas alargadas llamadas promastigote nectomona (22, 23), el cual se encuentra 

anclado por un flagelo muy largo a las microvellosidades del tubo digestivo del flebótomo. 

El cuerpo mide 1 O µm y tiene el cinetoplasto muy próximo al núcleo celular. Al avanzar 

hacia porciones anteriores del estómago, el cuerpo se redondea y el flagelo -rico en 
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lipofosfoglicanos- se acorta para facilitar su adhesión a las lectinas que revisten el tubo 

digestivo. En este estadio el cinetoplasto se encuentra en posición anterior, el parásito 

(promastigote haptomona) carece de capacidad infectiva y mide entre 6 y 12 µm de largo 

(24). Diez días después de haber entrado en el insecto, el promastigote pierde la 

adherencia por cambios del lipofosfoglicano, el flagelo se hace muy largo en comparación 

con el cuerpo fino y corto, hay una bolsa flagelar con vesículas exocíticas y material de 

secreción, deja de multiplicarse pero recupera la infectividad, y se sitúa ya de manera libre 

en la hipofaringe quedando así dispuesto para ser inoculado. Este estadio infectivo recibe 

el nombre de promastigote metacíclico (11, 17, 23, 25, 26). 

Una vez que el promastigote ha sido inoculado a su hospedador vertebrado, el 

cinetoplasto tiene posición paralela al núcleo, la bolsa flagelar se hace muy profunda, el 

cuerpo se ovala y el flagelo empieza a reducir su tamaño; esta forma se llama 

paramastigote (27). Una vez que es fagocitado por el macrófago, el amastigote adquiere 

su forma típica durante las 24 horas subsecuentes. Los monocitos parasitados circulantes 

pueden ser ingeridos por otro flebótomo, en cuyo intestino se liberan los amastigotes que 

recuperan la forma de promastigotes con lo que se cierra el ciclo (2, 28). 

E) SITUACIÓN MUNDIAL 

En 1993 la Organización Mundial de la Salud estimó que la prevalencia global de 

enfermos con leishmaniasis es de 12 millones y la población en riesgo es del orden de 

350 millones de personas. La incidencia parasitaria anual para la leishmaniasis cutánea 

es de 1 a 1.5 millones y la de la leishmaniasis visceral es de 500,000 nuevos casos por 

año. Anualmente mueren 80,000 personas en el mundo debido a esta parasitosis. 

Las leishmaniasis en sus diversas formas clínicas están presentes en todos los 

continentes excepto Australia y Antártica (1, 2). 
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F) LAS LEISHMANIASIS EN MÉXICO 

Se cuenta con evidencias de que las leishmaniasis existían en México en la época 

precolombina, ya que en su "Historia de Yucatán", Diego López de Cogolludo relata que 

los primeros Franciscanos que pretendieron catequizar a los ltzaes del Péten encontraron 

un gran número de indígenas con las "Orejas Podridas" (29-31). En 1927, Padilla Bolaños 

publicó el hallazgo de idolillos con las "Orejas Comidas", mutilaciones que no parecían 

debidas al tiempo, sino hechas ex profeso (29). En 1982 Martínez Marañón hizo una 

reseña similar de un idolillo olmeca que podría representar la leishmaniasis cutánea 

diseminada (32). En 1912, Seidelin describe por primera vez la leishmaniasis cutánea en 

México (Yucatán) en los trabajadores que extraían el chicle y en quienes observó lesiones 

ulcerosas predominantemente en las orejas. Esta era una de las principales actividades 

que se desarrollaban a principios de este siglo en el Sur de la Península de Yucatán, 

donde el árbol del chicle es muy abundante en los bosques tropicales lluviosos. De aquí el 

nombre común con que se conoce a la enfermedad en esta zona, que es el de "Úlcera de 

los Chicleros" (29, 33). 

En México la leishmaníasis cutánea localizada es la forma clínica más frecuente, durante 

el periodo 1985 a 1994 se reportaron 4,885 casos. Entre 1995 y 1997 se registraron 4,404 

casos. Debido al gran subregistro aún este número de pacientes solo representa una 

fracción de los casos reales. 

Se estima que alrededor de dos millones de personas viven en áreas con riesgo de 

transmisión de la enfermedad. Entre las causas principales del aumento de casos y áreas 

afectadas se destacan: la adaptación de los ciclos de transmisión de las leishmanias al 

ambiente peridoméstico, la colonización de extensas áreas de bosque, la migración 

interna en busca de fronteras agropecuarias y la procedente de países centroamericanos 

(34, 35), asi como el desarrollo de áreas turísticas en regiones tropicales (10). 
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Las leishmaniasis en México se distribuyen en 18 entidades, desde Coahuila y 

Tamaulipas por el Norte hasta la Península de Yucatán y Chiapas al Sureste. Los estados 

de Campeche, Chiapas, Nayarit, Quintana Roo y Tabasco son los más afectados. 

En algunas regiones constituye un serio problema de salud pública con un gran 

crecimiento del número de casos (10). 

G) CARACTERfSTICAS CLfNICAS 

LEISHMANIASIS CUTÁNEA LOCALIZADA (LCL) 

Esta forma clínica también es conocida como "Úlcera de los Chicleros" y se caracteriza 

por una ulceración única (figura 5), aunque puede ser múltiple (figura 6) si el transmisor 

picó en forma repetida o cuando el hospedero fue picado simultáneamente por varios 

vectores. La lesión inicia con un pequeño nódulo pruriginoso que evoluciona hacia la 

ulceración, aunque algunas veces la lesión continúa siempre nodular y se transforma en 

una placa infiltrada o atrófica e inclusive se vuelve vegetante. La ulceración generalmente 

es redondeada, de bordes indurados, fondo limpio e indolora, y aparece 

aproximadamente 15-20 días después de la picadura infectante. Se ha dicho que tiene 

inclinación a la curación espontánea, excepto cuando se localiza en oreja (figura 7), 

donde es crónica y mutilante (figura 8). 

En la LCL la inmunidad no siempre es duradera, ya que puede ocurrir reinfección en 

aproximadamente el 10% de los enfermos. Los pacientes con LCL son sensibles a 

antígenos de Leishmania (leishmanina), prueba también conocida como 

lntradermoreacción de Montenegro (IDR). 

En el Viejo Mundo, es causada principalmente por L. majar, en el Nuevo Mundo es 

causada por leishmanias pertenecientes a los complejos L. braziliensis y L. mexicana. Se 

ha reportado que la LCL causada por L. majar es autolimitada con curación espontánea. 

Sin embargo la LCL causada por L. mexicana rara vez cura de manera espontánea pero 
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habitualmente es sensible al tratamiento con antimoniales pentavalentes como glucantime 

(2, 10). Ocasionalmente, L. mexicana puede producir grandes ulceraciones como 

observamos en viajes a áreas endémicas de Campeche y Tabasco (figuras 9 y 1 O), 

especialmente en casos en los cuales hay resistencia a los antimoniales pentavalentes. 

Fig. 5.- Lesión característica de LCL en una paciente mexicana 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Fig. 6.- Múltiples lesiones de paciente con LCL. Fig. 7 .- Lesión característica de la 

"Úlcera de los Chicleros" 

Flg. 8.- Mutilación de oreja en paciente con LCL. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Fig. 9.- Lesión de gran tamaño observada en un paciente ~on LCL del estado de 

Campeche. 
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Fig. 10.- Lesiones de gran tamaño presentes en una paciente con LCL del estado de 

Tabasco. 



LEISHMANIASIS CUTÁNEA DISEMINADA (LCD) 

Se inicia habitualmente por un nódulo que no se ulcera y se disemina por vía linfática 

formando múltiples nódulos (figura 11 ). La enfermedad se caracteriza por producir 

lesiones no ulcerosas en piel de tipo papular y nodular, y grandes placas que pueden ser 

eritematosas, infiltradas o hipocrómicas que pueden llegar a ulcerar. Se encuentran 

parásitos abundantes dentro de macrófagos vacuolados, incluso en piel aparentemente 

sana. Las lesiones pueden ser de un solo tipo o ser una mezcla de dos o más de estos, 

son de crecimiento gradual, de diseminación lenta y progresiva hacia otras regiones de la 

piel sin evidencia clínica ni antecedentes de compromiso visceral. 

Los parásitos llegan a colonizar prácticamente todo el tegumento con excepción del cuero 

cabelludo, región axilar e inguinal, palma de las manos, planta de los pies y genitales 

externos. Sin embargo en algunos pacientes mexicanos se han encontrado lesiones en 

genitales externos, planta de los pies y con frecuencia las mucosas orofaringea y nasal. 

El paciente es anérgico a leishmanina (IDR negativa) y refractario a la quimioterapia. 

La infección puede ser causada por L. aethiopica en el Viejo Mundo, pero la enfermedad 

causada por L. mexicana mexicana se observa en México y América Central, y L. 

mexicana amazonensis en Sudamérica (1, 2, 36, 37, 38). 

18 



TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Fig. 11 .- Lesiones nodulares en un paciente con LCD. 

LEISHMANIASIS MUCOCUTÁNEA (LMC) 

También conocida como espundia, presenta lesiones muy destructivas de las mucosas 

nasal y orofarfngea (figura 12), que pueden dificultar la fonación, la respiración e incluso 

causar inanición debido al Intenso dolor. Los signos clínicos pueden sobrevenir después 

de una corta incubación (20 días). La lesión inicial está constituida por una ulceración 

cutánea con los bordes levantados poco dolorosa. Meses o años después pueden 

sobrevenir lesiones extensivas y mutilares. Es característica la afección de los labios, de 

los cartílagos de la nariz o de la oreja y de la mucosa de la orofaringe, dando el aspecto 

de la nariz de tapir con perforación o destrucción total del septo nasal. La afección 

esofágica, la alteración de la nutrición, las sobrelnfecciones y los brotes extensivos 

pueden ser mortales. Estos pacientes son positivos a la IDA. Laishmania braziliansis 
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braziliensis es el agente etiológico más común, aunque también puede ser causada por 

otras subespecies de Leishmania braziliensis. Existen varios reportes de LMC causada 

por L. braziliensis panamensis (1 O, 11, 39-41 ). 

Fig. 12.- Pacientes de LMC con lesión destructiva de mucosas. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

LEISHMANIASIS VISCERAL O KALA-AZAR (LV) 

Es una enfermedad sistémica causada por la diseminación del parásito a través del 

sistema fagocítico mononuclear. Los parásitos son viscerotrópicos y rápidamente invaden 

este sistema a partir del sitio de inoculación cutánea. Afecta principalmente a niños entre 

1y4 años (figura 14); el periodo de incubación oscila entre 10 días hasta mas de un año. 

Después de esta fase silenciosa, la enfermedad inicia con una fiebre de evolución variable 

durante las primeras semanas. El síndrome general consiste en fiebre elevada ondulante 

que se acompaña de pérdida de peso, palidez que está relacionada con anemia, malestar 

general, anorexia, linfadenopatía, pancitopenia y hepatoesplenomegalia (figura 13, figura 

14). También son frecuentes las adenopatías superficiales o profundas. La diarrea 

frecuente es debida a leishmanias en la mucosa intestinal. También es posible encontrar 

máculas eritematosas o hiperplgmentadas al igual que una púrpura. El oscurecimiento de 
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la piel y manos es común en la India (Kala-azar significa enfermedad negra) en tanto que 

en América Latina es ligero y esporádico. 

Con frecuencia lleva a la muerte del paciente debido a un síndrome hemorrágico, o a 

infecciones bacterianas secundarias tales como neumonía, tuberculosis y disentería, si no 

se trata adecuadamente. La LV es causada por L. donovani y L. infantum en el Viejo 

Mundo y por L. chagasi en el Nuevo Mundo (1, 2, 11, 42, 43). 

Fig. 13.- Leishmaniasis 

visceral en un niño de 4 

Fig. 14.- Hepatoesplenomegalia 

en paciente con LV. 

años. 

LEISHMANIASIS ESPOROTRICOIDE (LE) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

En esta forma clínica los parásitos se diseminan a partir de una úlcera inicial a través de 

vías linfáticas a otras regiones cercanas a la lesión primaria, resultando en nódulos o 

adenopatía regional que simulan una esporotricosis linfocutánea. A esta forma clínica se 

le conoce como leishmaniasis esporotricoide. Los pacientes con esta forma clínica son 

positivos a la IDA y curan con el tratamiento especifico. La LE en Arabia Saudita ha sido 
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asociada a variaciones en isoenzimas de L. major, y en Sudámerica a L. brazi/iensis 

panamensis (44-50). 

LEISHMANIASIS CUTÁNEA PSEUDODIFUSA (LCPD) 

En algunos pacientes del estado de Tabasco se ha observado una modificación en la 

evolución clínica común del padecimiento. Los pacientes con LCPD tienden a presentar 

una diseminación lenta del parásito formando nódulos subcutáneos que siguen la 

trayectoria linfatica. La evolución es muy crónica y de difícil tratamiento. Aunque los 

pacientes con LCPD simulan una LE en algunas características, se diferencian de esta 

forma clínica en otros aspectos, ya que cursan con anergia específica a antígenos de 

Leishmania por lo cual son negativos a la IDA y son refractarios a los antimoniales. 

Debido a que difiere de la LE, esta nueva forma clínica ha sido nombrada leishmaniasis 

cutánea pseudodifusa (figura 15) (51). 

Fig. 15.- Paciente con LCPD. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Las caracteristicas clínicas y de las lesiones observadas en pacientes con las distintas 

formas clínicas de las leishmaniasis cutáneas se resumen en la tabla 2. 

Tabl.a 2.- Cuadro comparativo de las leishmaniasis cutáneas. 

LCL LCD LCPD LE 

ÚNICA O MÚLTIPLE MÚLTIPLE MÚLTIPLE MÚLTIPLE 
PEQUElilAS O 
GRANDES SEG(JN LA 
ESPECIE 
INFECTANTE 
EN MÉXICO 
ALGUNAS SON 
GRANDES 

SITIO DE INFECCIÓN TODO EL CUERPO SITIO DE LA SITIO DELA 
EXCEPTO CUERO INFECCIÓN CON INFECCIÓN CON 
CABELLUDO, LESIONES LESIONES 
GENITALES SUBCUTÁNEAS SUBCUTÁNEAS 
EXTERNOS, PALMA CERCANAS A LA CERCANAS A LA 
DE LAS MANOS Y LESION PRIMARIA LESIÓN PRIMARIA 
PLANTA DE LOS QUE SIGUEN LA QUE SIGUEN LA 
PIES. TRAYECTORIA DE TRAYECTORIA DE 
EN MÉXICO SE HAN VASOS LINFATICOS. VASOS LINFATICOS. 
ENCONTRADO EN 
GENITALES Y 
PLANTA DE LOS 
PIES 

NÓDULOS ÚLCERA Y NÓDULOS ÚLCERA Y 
DISEMINADOS A SUBCUTÁNEOS NÓDULOS 
TODO EL SUBCUTANEOS 
TEGUMENTO 

IN~~SIÓN DE' NO INVOLUCRA NO INVOLUCRA NO INVOLUCRA NO INVOLUCRA 

MUCOSA MUCOSAS MUCOSAS MUCOSAS MUCOSAS 
EN MÉXICO 
DISEMINA A 
MUCOSAS. 

+++ LESI N 
ÁBUNDANTE PRESENCIA DE TEMPRANA ABUNDANTE ? 

ORGANISMOS +I- LESIÓN ++++++ ''.'C::·'··++++:' 
ANTIGUA 

, -, .. -~, . , 
(ASPIRADO) 

CRECIMIENTO DE RÁPIDO DESCONOCIDO 
LOS PARÁSITOS 
INV/TRO 

TITULOS DE 1:8 '1:16 
ANTICUERPOS 

PRUEBA DE POSITIVA 

MONTENEGRO 
(IDR) 

RESPUESTA AL CURA NO CURA 
TRATAMIENTO EN MÉXICO 

ALGUNOS SON 
RESISTENTES AL 
TRATAMIENTO 
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H) INMUNOLOGfA DE LAS LEISHMANIASIS 

INMUNIDAD INNATA 

Una vez que el promastigote ha sido inoculado a su hospedador vertebrado, este es 

fagocitado por los macrófagos mediante receptores del complemento (CR-1, CR-3), a 

fibronectina y a manosa. El macrófago desempeña una triple función en esta parasitosis: 

es una célula con capacidad de matar a leishmanias fagocitadas, es presentadora de 

antígenos para activar el sistema inmune específico y es productora de citocinas. El 

promastigote fagocitado se transforma en amastigote. El amastigote, se aloja en la 

vacuola parasitófora del macrófago, el cual trata de eliminarlo mediante una cascada de 

intermediarios reactivos del oxigeno co-2 , H20 2 , -OH y 0 1
2) y la liberación de hidrolasas 

lisosomales, todos ellos vertidos en el espacio intravacuolar. También libera óxido nítrico 

(NO). Este es un compuesto formado a partir del grupo guanidina de la L-arginina, 

mediante la enzima óxido nítrico sintetasa (NOS). La regulación de su expresión es 

mediada por varias citocinas, siendo el interferón gamma (IFN-y) el principal agente 

inductor del NOS. El factor transformante de crecimiento (TGF-13) es inhibidor de la 

inducción del NOS (52) y se ha correlacionado su presencia con la susceptibilidad a la 

leishmaniasis. Además de su papel leishmanicida, el macrófago presenta antígenos de 

leishmania en contexto con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11 

(MHC 11) activando los linfocitos T CD4+, y en combinación con moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad clase 1 (MHC 1) con activación de linfocitos T CD 8+ (52, 53). 

INMUNIDAD ESPECIFICA 

La inmunidad específica anti-Leishmania es mediada por la inmunidad celular y la 

inmunidad humoral. La inmunidad celular esta mediada por linfocitos T. Los linfocitos T 

CD4+ se diferencian en dos subclases funcionalmente distintas, caracterizadas por el 

perfil de citocinas que producen. Las células de tipo Th1 se caracterizan por la producción 
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' -' ;~e- IL~2;!IFN-y y factor de necrosis tumoral (TNF-a) los cuales son activadores del 
··:-'-.~.. "'"·~:.-

,'~ac~rófago. Por otro lado, en la respuesta Th2 hay producción de IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e 

IL-10. La respuesta Th2, promueve una activación de linfocitos B con la formación 

consiguiente de anticuerpos (54-57). Se ha demostrado que la respuesta protectora frente 

a Leishmania está basada en células CD4+ Th1, así como en los linfocitos CDS+. Los 

CDS+ participan como células citotóxicas y como células productoras de citocinas 

activadoras de macrófagos, como IFN-y (58, 59). 

La inmunidad humoral en los pacientes con leishmaniasis se desarrolla desde una etapa 

temprana de la enfermedad y se mantiene durante el curso de la infección. El papel de los 

anticuerpos en la leishmaniasis no es protector sino mas bien facilitador, ya que la 

opsonización de leishmanias facilita la fagocitosis por los macrófagos, que son su célula 

hospedera. 

1) GENES DE SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA 

Al parecer factores genéticos del huésped tienen un papel importante en la evolución de 

la infección por Leishmania. Se ha visto en ratones que la resistencia en fases tempranas 

de la infección a varios patógenos intracelulares (Leishmania donovani, Mycobacteria y 

Salmonel/a typhimurium), está bajo el control del gen NRAMP 1 (natural resistance 

associated macrophage protein 1 ). Este gen, que es expresado en macrófagos, ejerce 

varios efectos, tales como la producción de algunas citocinas, el estallido oxidativo, la 

captación de L-arginina, y la producción del óxido nítrico en respuesta a activadores del 

macrófago como el IFN-y. Este gen se asocia a la capacidad de los macrófagos de 

controlar el crecimiento intracelular de diferentes parásitos; mutaciones en el gen de esta 

proteína se han correlacionado con la susceptibilidad a infecciones. 
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Además, estudios en ratón sugieren que tres locus (lmr1, lmr2, y lmr3) actuando 

conjuntamente y con efectos epistáticos, pueden ser responsables de la susceptibilidad 

del ratón hacia la infección por leishmania (60-62). 

J) ORGANIZACIÓN GENÓMICA 

Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida presentan un DNA genómico 

localizado en el núcleo celular, encargado de la replicación del parásito, y un DNA 

extracromosómico situado en la única mitocondria, que se replica independientemente, 

llamado DNA del cinetoplasto (kDNA). El tamaño del genoma en Leishmania es 

aproximadamente de 3.55 X 107 pb y esta constituido de 34 a 36 cromosomas que poseen 

repetitivas secuencias teloméricas (63-65). 

El sexo y ploidía en el genoma de Leishmania han sido temas de mucha especulación, 

para algunos autores la haploidla es la norma, aunque en algunas especies se presenta 

diploidía e, incluso, aneuploidía. Para otros autores, la estructura es típicamente diploide, 

con dos juegos de cromosomas idénticos lo que supondría un intercambio de material 

entre dos células, es decir algo cercano a la sexualidad (66, 67). Estudios de genética de 

poblaciones indican que dos consecuencias de la reproducción sexual, la segregación y la 

recombinación no estan presentes en Leishmania, por lo que se ha propuesto un modelo 

clona!. Este modelo no implica la completa ausencia de reproducción sexual (68-70). 

Los cromosomas de Leishmania presentan "plasticidad del genoma" que se manifiesta en 

variaciones en el número y tamaño de los cromosomas. Cromosomas homólogos varían 

en tamaño no solo entre las especies sino incluso en clonas de una misma especie (64, 

71 ). 

En el genoma de Leishmania, además de su dotación cromosómica, se han identificado 

elementos genéticos circulares de 30 a 200 kilobases llamados minicromosomas. Pueden 
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originarse espontáneamente o como respuesta a condiciones adversas como la selección 

a drogas, y son el resultado de la amplificación de secuencias genómicas (72, 73). 

En Leishmania existe un considerable grado de heterogeneidad en la organización y 

expresión de genes. El genoma tiene secuencias repetidas de DNA y un 58 a 60% de G/C 

(65). 

CINETOPLASTO 

Es una estructura que poseen los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida, se 

localiza dentro de la membrana mitocondrial. Es un disco visible al microscopio óptico que 

contiene 107 pares de bases de DNA mitocondrial o kDNA. El kDNA representa hasta el 

20% de todo el DNA del parásito y está formado por una compleja red de miles de 

moléculas circulares, maxicírculos y minicírculos, concatenadas covalentemente. El kDNA 

contiene unos 50 maxicfrculos de 20 a 38 kb los cuales poseen una región conservada y 

otra variable. Se les atribuye la misma función que al DNA mitocondrial de otros sistemas 

celulares, pues codifican por RNAs codificadores de protefnas, RNAs ribosomales y de 

transferencia mitocondriales (74, 75). 

Los minicírculos son las moléculas más pequeñas del kDNA, con un tamaño que oscila 

entre 450 y 2500 pb dependiendo de la especie (en especies de Leishmania varia de 0.7 

a 0.9 kb) y se encuentran en varios cientos de copias. Los minicírculos forman parte de la 

estructura y replicación del propio kDNA. El kDNA contiene de 10,000 a 20,000 

minicfrculos los cuales poseen una secuencia variable en el 80% de su longitud y unos 

120 pb conservados. Las distintas especies de Leishmania agrupan de ocho a veinte 

familias de minicfrculos, de acuerdo a su tamaño (76, 77). 

El estudio del kDNA ha demostrado ser una valiosa herramienta para la discriminación 

entre diferentes especies y subespecies (78-83). 
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GENES DEL RNA ribosomal 

La diversidad molecular dentro especies de Leishmania ha sido analizada por varios 

métodos (84-88), y la comparación de las secuencia de los genes del RNA ribosomal 

(rRNA) ha sido utilizada en estudios filogenéticos (89-98). En Leishmania se encuentran 

entre 150 y 200 copias de los genes ribosomales (99). 

En kinetoplastidas estos genes son altamente conservados, se encuentran en unidades 

repetidas dispuestas en tándem de -10 Kb (100). Están subdivididos en tres regiones 

codificantes y en cuatro regiones no codificantes o espaciadores (figura 16). Las regiones 

codificantes son el gen 188 o subunidad pequeña (SSU del ingles Small SubUnit), el gen 

5.8S, y el gen 288 o subunidad grande (LSU de Large SubUnit). El 288 está dividido en 

dos RNAs mayores (28Scx y 28Sf3) y cuatro RNAs menores de -220, 180, 140 y 70 nts 

que son altamente conservados dentro de las especies (101-104). 

ssu 1-----101----1 LSU 

ETS 18 s ITS-1 5.8S ITS-2 288 NTS 

28Scx y 28Sf3 a l; e 

Fig. 16.- Organización del gen rRNA en tripanosomátidos. 

Los espaciadores son: 1) el espaciador transcrito externo (ETS del ingles Externa! 

Transcribed Spacer), localizado antes del 188; 2) los espaciadores transcritos internos 

(ITS de Interna! Transcribed Spacer). que son eliminados durante la maduración del 

rRNA, incluyen: a) ITS-1 entre el gen 18S y el 5.8S; y b) ITS-2 entre el gen 5.8S y el gen 

28S; 3) el espaciador no transcrito (NTS de Non Transcribed Spacer, también conocido 
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como IG8 de lnterGenic 8pacer) que separa copias adyacentes de cada unidad repetida 

de DNA ribosomal (105, 106). 

Entre las especies, las regiones del IT8 son menos conservadas que los genes del rRNA, 

por lo tanto son utilizados convenientemente para la caracterización filogenética de las 

diferentes especies del mismo género (107). Davila y Momem postulan que la región del 

ITS tiene la suficiente variación para discriminar entre especies dentro del género 

Leishmania (108). De las especies americanas únicamente se ha estudiado la región del 

IT8 en especies pertenecientes al complejo L. braziliensis, el otro gran complejo 

americano de Leishmanias. Cupolillo, estudiando la región del IT8 del subgénero Viannia, 

encontró que las especies L. (V.) naiffiy L. (V.) brazi/iensis son altamente polimórficas, 

mientras que otras especies del mismo subgénero no presentan polimorfismo (97). 

El gen 188 es una de las regiones más estudiadas y ha sido secuenciado para mas de 

100 especies incluyendo Leishmania donovani, Leishmania taranto/ae, Trypanosoma cruzi, 

Trypanosoma brucei y Crithidia fasciculata (89, 91, 93, 109-111 ). Varios estudios indican 

que la región del 188 es conservada desde el punto de vista filogenélico en el orden 

Kinetoplastida (91, 93, 109, 11 O, 112, 113). Van Eys y col. secuenciaron una parte central 

del gene rRNA 188 de nueve especies diferentes de Leishmania, T. brucei, T. cruzi y C. 

fasciculata, detectaron diferencias considerables y agruparon a los organismos 

dependiendo de estas secuencias: Leishmania por un lado, y Crithidia yTrypanosoma por 

el otro. Dentro de las especies de Leishmania encontraron solo mutaciones puntuales en 

la región central del 188, y una homologia con Crithidia del 89% y conTrypanosoma solo 

del 54% (113). 

K) HERRAMIENTAS DEL ANÁLISIS GENóTfPICO 

Una de las herramientas utilizadas en el estudio del polimorfismo genético es el análisis 

mediante RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) con endonucleasas de 
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,·, ic~;~estricción. Las endonucleasas de restricción (ER) son enzimas que reconocen 

< ~"':·;sec'úencias específicas en el DNA de doble cadena y cortan ambas hebras de la 

· ·molécula. Las bacterias utilizan estas endonucleasas como sistema de defensa frente a 

los bacteriófagos ya que el DNA propio no se corta, debido a que las secuencias que 

reconocen las ER están metiladas y, por tanto, protegidas del corte. 

Existen distintos tipos de ER según sea el tipo de secuencia reconocida y el lugar de 

corte. Las que tienen una aplicación más generalizada en el diagnóstico molecular son las 

de tipo 11 que reconocen secuencias palindrómicas de entre 4 y 8 nucleótidos (secuencias 

que se leen igual de izquierda a derecha que de derecha a izquierda) y cortan el DNA en 

la secuencia reconocida (figura 17). 

Ta:¡/ 
77KrmusaqtDlkus 

"6WV gac ~ ec"6WV 
~etg~gg~ 

'tlWV gac T CGA ee'tlWV 
~etg AGC Tgg~ 

"6W"fl te GATATC ga~ 
~g CTATAG et~ 

~ te GAT ATC ga~ 
~ag CTA TAG et~ 

TESIS CON 
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Fig. 17. Actividad endonucleasa de las ER Taq 1 {obtenida de la bacteria termófila Thermus 

aquaticus) y EcoR V (obtenida de la enterobacteria Escherichia co/1). Ambas enzimas cortan el 

DNA produciendo fragmentos con extremos cohesivos o romos respectivamente. 

Este tipo de enzimas tiene una gran especificidad por una secuencia y el cambio de un 

solo nucleótido produce la pérdida de reconocimiento. 

Se han purificado múltiples nucleasas de restricción de diferentes especies de bacterias y 

en la actualidad se conocen más de 500 diferentes. El análisis de los fragmentos de DNA 
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generados por la digestión con enzimas de restricción se realiza mediante electroforesis 

horizontal en geles de agarosa. El método se basa en que a pH neutro o alcalino, los 

grupos fosfato del DNA confieren a las moléculas una carga neta negativa y 

uniformemente distribuida. Así, para moléculas de DNA de la misma conformación 

sometidas a unas mismas condiciones electroforéticas, la velocidad de migración sólo va 

a depender de su tamaño, puesto que las moléculas más grandes tendrán más dificultad 

para atravesar los poros del gel que las más pequeñas. De esta manera se presenta un 

patrón de bandas que recuerda las huellas dactilares (fingerprint). La cantidad de bandas 

indica la proximidad o lejanía filogenética entre las especies en estudio (114, 115). 
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11) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El parásito Leishmania puede producir manifestaciones clínicas muy variables, desde una 

forma relativamente benigna de lesiones cutáneas localizadas, hasta un polo radicalmente 

opuesto con las formas más severas del padecimiento, que son de dificil tratamiento, 

evolución crónica, altamente desfigurantes y de pronóstico grave, como ocurre en la 

leishmaniasis cutánea diseminada. En un punto intermedio entre la leishmaniasis cutánea 

localizada y la leishmaniasis cutánea diseminada se encuentra la leishmaniasis cutánea 

pseudodifusa. 

En México hay pacientes con leishmaniasis cutánea localizada, leishmaniasis cutánea 

diseminada y leishmaniasis cutánea pseudodifusa, y se ha observado que existe una gran 

variación en la susceptibilidad al tratamiento y en la severidad de la evolución cllnica en 

algunos de los pacientes estudiados. La causa de la variabilidad del cuadro clínico puede 

ser debido a la respuesta inmune del hospedero o bien a factores intrinsecos del parásito. 

La respuesta inmune del hospedero ha sido estudiada exhaustivamente, sin embargo se 

sabe muy poco sobre factores del parásito que intervienen en la diversidad de los cuadros 

clínicos. En este trabajo realizamos un análisis genotípico comparativo de las leishmanias 

aisladas de pacientes con leishmaniasis cutánea localizada, leishmaniasis cutánea 

diseminada y leishmaniasis cutánea pseudodifusa. 
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111) HIPÓTESIS 

La diversidad de los cuadros clínicos observadas en pacientes con leishmaniasis se debe 

a variaciones genéticas intraespecie de leishmanias aisladas en México. 

IV) OBJETIVOS 

1.- Aislar parásitos de pacientes con las diferentes formas clínicas que radican en las 

distintas zonas endémicas de México. 

2.- Tipificar la especie de los parásitos aislados mediante anticuerpos monoclonales. 

3.- Buscar variaciones géneticas intraespecie mediante polimorfismo en el tamaño de 

fragmentos de restricción (RFLP) del DNA del cinetoplasto de los aislados mexicanos, 

de especies de referencia de L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis y 

correlacionarlas con los cuadros clínicos. 

4.- Realizar una cinética de crecimiento in vitro de cada aislado. 

5.- Analizar el polimorfismo en el tamaño de fragmentos de restricción de dos 

regiones del gene rRNA: el ITS y el 1 BS, en los parásitos utilizados en este estudio. 

6.- Secuenciar la región del ITS de aislados representativos de los diferentes 

cuadros clínicos y de especies de referencia del complejo L. mexicana. 

33 



V) MATERIAL Y MÉTODOS 

AISLAMIENTO DE LEISHMANIAS 

Para poder aislar las leishmanias, el proyecto se sometió a la comisión de ética de la 

Secretaria de Salud de cada estado y se obtuvo el consentimiento por escrito de los 

pacientes. El aislamiento del parásito se realizó en pacientes con diagnóstico positivo 

confirmado mediante la intradermoreacción de Montenegro o por observación 

parasitoscópica. Para el aislamiento, se procedió de las siguientes maneras: se inyectaron 

50 µI de amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.4 estéril en el borde activo de la lesión 

(previamente desinfectada con benzal), se aspiró material de la misma, y se inoculó en 

tubos de cultivo con RPMI 1640 enriquecido con suero fetal bovino (SFB) al 10%. En el 

transcurso de 4 días los amastigotes intracelulares se recuperaron en forma de 

promastigotes móviles y con estos se estableció un cultivo del aislado. En caso de no 

contar con condiciones estériles, el aspirado de la lesión se inoculó en los cojinetes 

plantares de las patas traseras de animales susceptibles a leishmania (BALB/c o 

hamster), se esperó hasta la aparición de una lesión en el lugar de la inoculación, se 

aspiró material de la misma y se inoculó en tubos con medio de cultivo. Otra manera 

consistió en la toma de una pequeña biopsia (con sacabocado) del borde activo de la 

lesión, la cual se colocó en tubos de cultivo o bien se trituró y se inoculó a animales 

susceptibles (1 ). 

PARÁSITOS 

Se incluyeron 24 aislados de parásitos obtenidos de pacientes con diagnóstico de 

leishmaniasis cutánea localizada (trece), leishmaniasis cutánea diseminada (cinco) y 

leishmaniasis cutánea pseudodifusa (seis), originarios de distintos estados del país en 

donde Leishmania es endémica (Campeche, Chiapas, Nayarit, Quintana Roo, Tabasco y 

Veracruz). También se obtuvieron especies de referencia de la OMS del complejo L. 
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mexicana (tabla 3) donadas por la Dra. Nancy Saravia del CIDEIM (Centro Internacional 

de Entrenamiento e Investigaciones Médicas) de Cali, Colombia. 

Tabla 3.- Especies de referencia de la OMS del complejo L. mexicana, utilizadas en este 

estudio. 

ESPECIE DE REFERENCIA CODIGO INTERNACIONAL 

L. m. mexicana R/8Z/1962/M379 

L. m. venezuelensls MHOMNE/80/PMH3 

L. m. amazonens/s IFLA/BR/67/PH8 

Para descartar la posibilidad de tener polimorfismo debido a la presencia de 2 especies 

distintas en un paciente, se clonaron dos de los aislados (MHOM/MX/94/INDRE CGM y 

MHOM/MX/98/UNAM RR) in vitro por dilución limitante en placas de 96 pozos. Los pozos 

que contenían solo un parásito recibieron 200 µI de 1 X RPMI. Los cultivos se incubaron a 

26ºC hasta que el crecimiento alcanzó una densidad de 5 x 106 promastigotes/ml. Las 

clonas fueron subcultivadas y criopreservadas. 

TIPIFICACIÓN DE LOS AISLADOS 

Los aislados fueron tipificados mediante anticuerpos monoclonales donados por el Dr. 

Farrokh Modabber del Leishmania Vaccinne Steering Committee, World Health 

Organization (WHO) Geneva, Switzerland, y posteriormente fueron enviados al CIDEIM 

para confirmar el diagnóstico de la especie mediante isoenzimas. 

Los anticuerpos monoclonales usados fueron: MB (L. mexicana), 2F7D3 (complejo L. 

braziliensis), G2D1 O (control positivo) y 1 H6-E3-84 (control negativo) (42, 116). 
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Los promastigotes de 4 días de cultivo se lavaron con PBS, por centrifugación a 2,500 x g 

durante 10 min y se resuspendieron en este amortiguador a una concentración de 10
6 

a 

107 /mi. Se colocaron 10-15 µI equivalentes a 104-105 parásitos en un portaobjetos, se 

dejaron secar y se fijaron con acetona (grado histológico) durante 5 min. Los portaobjetos 

se lavaron con PBS, se incubaron durante dos periodos de 10 min cada uno con PBS

SFB al 5%. Se agregaron Jos anticuerpos monoclonales (de manera individual) en una 

dilución 1: 1000 a Jos portaobjetos y se colocaron en una cámara húmeda a temperatura 

ambiente durante 30 min, se lavaron brevemente varias veces con PBS-SFB al 2%. Se 

agregó el anticuerpo secundario (FITC-Conjugated Rabbit-AntiMouse. lmmunoglobulins, 

DAKO) y Jos portaobjetos se colocaron nuevamente en cámara húmeda durante 30 min a 

temperatura ambiente y se observaron con un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss). 

OBTENCIÓN DEL kDNA 

El kDNA se purificó mediante gradientes de cloruro de cesio. Aproximadamente 109 

promastigotes se lavaron 3 veces con PBS pH 7.2, a 2,500 x g durante 10 min. Los 

promastigotes se lisaron en 2 mi de amortiguador de lisis (NaCI 0.15 M, C6H5Na30 7 0.015 

M pH 7.2, Sarkosyl 1%), y se incubaron 15 mina 37ºC. El lisado se pasó varias veces a 

través de una aguja 18G. En un tubo de polialómero siliconizado se colocaron 2 mi del 

lisado sobre 6.6 mi de CsCI 3 M (en Na2- EDTA 0.01 M, pH 7.2) y 1 mi de CsCI 6 M (en 

Na2 - EDTA 0.01 M, pH 7.2). El kDNA fue sedimentado por centrifugación en un rotor SW 

40ti a 27,000 x g durante 30 min a 5ºC. Posterior a Ja centrifugación se aspiraron el lisado 

celular y 2 mi del CsCI 3 M los cuales se descartaron. El kDNA presente en el tubo se lavó 

3 veces con la siguiente técnica: se agregaron 3 mi de SSC 1 X (0.15 M NaCI, 0.015 M 

CeH5Na30 7, pH 7.2) bajo agitación vigorosa, se centrifugó a 27,000 x g durante 30 min a 

5ºC y se eliminaron 4 mi del sobrenadante por aspiración los cuales se reemplazaron 

nuevamente con 4 mi de SSC 1X. Después del último lavado se decantó el sobrenadante, 
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y los tubos se (r1\;i'rtieiron durante 10 min. El botón conteniendo el kDNA se resuspendió en 
-··;.··:.;,-;',__,') . ' . 

arliórtiguado°iT~:TÍ"is 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM (79). 

RFLP DEL kDNA 

Se digirieron 0.5 µg del kDNA (obtenido mediante gradientes de cloruro de cesio) con 5 

unidades de cada una de las siguientes enzimas de restricción: A/u 1, Apa 1, Dra I, Hae 111, 

Hpa 11, Kpn 1, Mbo 1, Mse 1 y Rsa 1 (GIBCO BRL) (78, 79), usando los amortiguadores 

apropiados de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las digestiones se realizaron en 

un volumen total de 1 O µI, a 37ºC durante toda la noche. Los productos de la digestión se 

separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% con solución amortiguadora 

Tris-Borato-EDTA 1X (TBE) a 70 V, se tiñeron durante 1 min con bromuro de etidio (0.5 

µg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Cada fragmento de restricción producto de la 

digestión se analizó cualitativamente comparando visualmente la posición relativa de cada 

banda con las otras bandas. Lo anterior se realizó con todos los parásitos aislados de 

pacientes con los distintos cuadros clínicos y con las especies de referencia. 

CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE LOS PARÁSITOS AISLADOS IN VITRO 

Se cultivaron 1 x 106 promastigotes de cada aislado en 2 mi de RPMI 1640 enriquecido 

con SFB al 5%. A las 96 h, se tomó una alicuota de 50 µI a la cual se añadió 50 µI de 

glutaraldehido al 0.1 % para fijar los parásitos. Se contaron los parásitos por mi en un 

hemocitómetro y se aplicó la siguiente fórmula: Número de parásitos X dilución X 10,000 

X volumen (mi). 

La cinética se realizó por triplicado. La significancia estadística de las diferencias en la 

velocidad de crecimiento entre los diferentes aislados se determinó mediante la t de 

Student. 
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PURIFICACIÓN DEL DNA GENÓMICO 

Los promastigotes (3-5 x 109
) se lavaron dos veces con PBS por centrifugación a 2,500 x 

g durante 10 mina 4ºC. El botón obtenido se lisó a temperatura ambiente con Tris 150 

mM pH 7.5, EDTA 50 mM, pH 8.0, Sarkosyl 1 % (1 mi por 109 parásitos) durante 30 min 

en agitación constante. Se agregó proteinasa K a una concentración final de 100 µg mr1 y 

se incubó a 55ºC durante 2 hrs. Se realizaron dos extracciones de DNA, agregando v/v 

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24: 1 ), en agitación durante 15 min y se centrifugó 

durante 10 mina 2500 X g, se tomó la fase acuosa y se agregaron 1/10 volumenes de 

acetato de sodio 3 M y 2 volumenes de etanol frío. El tubo con DNA en precipitación se 

guardó 30 min a -20ºC. El DNA precipitado se separó con una pipeta pasteur y se colocó 

en TE. Después de una incubación secuencial con RNasa y proteinasa K, el DNA se 

separó con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24: 1 ), y se precipitó con etanol 

absoluto frío. El DNA se lavó en etanol al 75% por centrifugación a 5000 X g durante 5 

min, se secó, y finalmente se solubilizó en agua ultra pura. El DNA extraído se utilizó para 

amplificación por PCR (112, 117). 

OLIGONUCLEOTIDOS SINTETIZADOS PARA PCR DEL ITS Y 1 BS 

Para la amplificación por PCR del ITS 1, 5.BS, e ITS 2 se usaron los oligonucleótidos 

designados por Cupolillo (97): IR1 (5'-GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT-

3'), corresponde a Jos 32 nucleótidos finales de las secuencias conservadas del 3' de Ja 

SSU e IR2 (5'-GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG-3') que consiste en los 

primeros 30 nucleótidos complementarios del 5' de Ja LSU de las secuencias de T. brucei, 

T. cruzi y C. fascicu/ata. Para la amplificación del gene rRNA 1 BS se usaron los 

oligonucleótidos S1 y S5 diseñados por Uliana y col. (112) de acuerdo a la secuencia 

rRNA 1 BS de L. donovani (109). El oligonucleótido S1 (5'-GATCTGGTTGATTCTGCCAG-

3') corresponde a los primeros 20 nucleótidos del 5', y el S5 (5.CTCCCGTGTTTCTTGTT-
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3') corresponde a 17 nucleótidos complementarios a la secuencia localizada a 780 pb del 

5' del rRNA 18S. 

Los oligonucleótidos fueron donados por el Dr. Paolo Dotto de Harvard School of 

Medicine. 

PCR DE LAS REGIONES ITS Y 18S DEL GENE RNA ribosomal 

La reacción de PCR para ambas regiones se realizó en 100 µI totales de la siguiente 

mezcla de reacción: Tris-HCI 20 mM, pH 8.4; KCI 50 mM; MgCl2 1.5 mM; 125 µM de cada 

dATP, dCTP, dTTP y dGTP; 200 ng de cada oligonucleótido; 10 ng de DNA genómico y 

2.5 U de Taq DNA polimerasa (GIBCO BRL). La amplificación se realizó en un 

termociclador Perkin-Elmer 2400, bajo diferentes condiciones de amplificación de acuerdo 

a los oligonucleótidos usados. Para IR1 e IR2: 30 ciclos de 1 mina 94ºC, 1 mina 58ºC y 2 

mina 72ºC, precedidas por un ciclo de 5 mina 95 ºC en ambos casos (97, 112). Para S1 

y SS: 30 ciclos de 1 mina 94ºC, 1 mina 38ºC y 2 mina 72ºC. 

RFLP DE LAS REGIONES ITS Y 18S DEL GENE RNA ribosomal 

La calidad de la amplificación por PCR se determinó por electroforesis en geles de 

agarosa al 1.5% a 60V. Los productos de PCR del ITS y 18S se extrajeron con un kit de 

extracción (concert rapid PCR purification system, GIBCO BRL) y se analizaron por 

electroforesis en geles de agarosa al 1.5% a 60V. Las regiones amplificadas del DNA se 

analizaron mediante enzimas de restricción. 

Para el análisis por RFLP se digirieron aproximadamente 100 ng del DNA amplificado con 

5 unidades de cada una de las siguientes ER: A/u 1, Cfo 1, EcoR 1, Hae 111, Hpa 11, Mbo 1, 

Tha 1yRsa1 para el ITS; y A/u 1, Cfo 1, Ora 1, Hae 111, Hinc 11, Hpa 11yTha1 (GIBCO, BRL) 

para la región 18S. Las digestiones se realizaron en un volumen total de 10 µI, a 37°C 

durante toda la noche y los productos de la digestión se analizaron por electroforesis en 
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geles de agarosa al 1.5% a 60V. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (0.5 µg/ml) y 

fueron fotografiados bajo luz UV. 

Cada fragmento de restricción producto de la digestión se analizó cualitativamente 

comparando visualmente la posición relativa de cada banda con las otras bandas. Lo 

anterior se realizó con todos los parásitos aislados de pacientes con los distintos cuadros 

clínicos y con las especies de referencia. 

SECUENCIACIÓN DEL ITS 

Con la finalidad de fortalecer los resultados del RFLP del ITS de las distintas especies, se 

realizó la clonación y posteriormente Ja secuenciación del DNA de ésta región en la 

Uni~ad de Biología Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. 

Los ITS de parásitos aislados de pacientes, representativos de cada uno de los cuadros 

clínicos, asi como el ITS de las especies de referencia del complejo L. mexicana, se 

amplificaron mediante PCR. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en 

geles de agarosa al 0.8%. El DNA del ITS se extrajo del gel con un kit de extracción (gene 

clean, GIBCO BRL), y posteriormente se realizó una ligación en el vector pCR 2.1 (kit 

original TA cloning, lnvitrogen). Para la ligación se incubaron 5 µI del inserto con 1µ1 del 

plásmido en presencia del amortiguador a 16ºC durante toda la noche. Una vez 

completada la ligación se procedió a Ja transformación en células competentes E. co/i 

DHa5, agregándoles el volumen total de la reacción de ligación y dejándolas durante 30 

min en hielo. Luego las células se sometieron a 42ºC durante 40 seg, se colocaron de 

inmediato en hielo y se agregó medio LB sin ampicilina. Se mezclaron por inversión y se 

dejaron en reposo durante 3 min, después se incubaron a 37ºC durante 30 min en 

agitación constante, y se concentraron por centrifugación a 12,000 X g durante 40 seg. El 

botón celular se resuspendió en 20 µI de medio LB. Las bacterias transformadas se 
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sembraron y cultivaron toda la noche a 37ºC en medio sólido LB (extracto de levadura 

1 %, bactotriptona 2%, NaCI 1 %, pH 7.q), con 1.5 % de agar-agar y ampicilina a una 

concentración de 100 ~tg/ml, + XGal 2% + IPTG 20%. La selección de las transformantes 

con inserto se hizo por color. Aquellas bacterias que incorporaron el plásmido con inserto 

se identificaron como colonias blancas, en contraste con aquellas que recibieron el 

plásmido sin inserto que resultaron colonias azules. Las colonias blancas se sembraron 

en parche en medio LB sólido, y las cajas se incubaron toda la noche a 37ºC. El DNA del 

parche se extrajo con la técnica del miniprep. El DNA obtenido se digirió toda la noche a 

37ºC con 5 unidades de Hind 111yXho1 (GIBCO BRL), y se corrió una electroforesis en 

agarosa al 1.5% para determinar la presencia del inserto. Una vez que se comprobó que 

la ligación era correcta, se aisló la colonia con el fragmento deseado y se sembró en 

estría cruzada, se picó una colonia aislada, se sembró nuevamente en LB liquido, y se 

incubó toda la noche a 37ºC (117). El DNA se extrajo por columna con un kit de 

extracción (concert nucleic acid purification system, GIBCO BRL). 

El DNA purificado de esta manera se secuenció en un equipo ABl-CE1 Mod. 310. 

La similitud de las secuencias fue comparada usando el software FASTA (118) y el 

alineamiento múltiple se realizó con el programa ALIGN (119). Se construyeron filogramas 

usando el análisis neighbor-joining de 51 secuencias del ITS usando la versión 2.2 del 

software MEGA 2 (120). 
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VI) RESULTADOS 

Se aislaron parásitos de pacientes con las distintas formas clínicas de las leishmaniasis 

cutáneas que existen en México (diseminada, localizada y pseudodifusa). Los parásitos, 

fueron tipificados mediante anticuerpos monoclonales y adicionalmente enviados para su 

tipificación al CIDEIM. Se asignó un código para su manejo internacional. Todos los 

parásitos aislados de pacientes con las distintas formas clínicas de leishmaniasis cutánea 

incluidos en este estudio pertenecen a L. mexicana mexicana (tabla 4 ). 

Tabla 4.- Aislados de pacientes mexicanos de L. mexicana mexicana con las distintas 

formas clínicas de Jeishmaniasis cutánea (LCL. Leishmaniasis cutánea localizada; LCD. 

Leishmaniasis cutánea diseminada; LCPD. Leishmaniasis cutánea pseudodifusa). 

AISLADOS CUADRO ÁREA ·cODIGO INTERNACIONAL 
L. m. moxicana CLINICO GEOGRÁFICA 
1· ---Jíf ----------·L.cc · . TABASCO .MHOMiMX/88/HRC Js 

2 68 LCL CAMPECHE MHOM/MX/92/UADY 68 

3 527 LCL CAMPECHE MHOM/MX/92/UADY 527 

4 RHA LCL TABASCO MHOM/MX/93/INDRE RHA 

5 cv LCL QUINTANA- ROO MHOM/MX/83/UADY CV 
6 RMH LCL CHIAPAS MHOM/MX/93/INDRE RMH 
7 MC LCL TABASCO MHOM/MX/88/HRC MC 
8 CTC LCL QUINTANA- ROO MHOM/MX/94/INDRE CTC 
9 RR '.l.cC CAMPECHE MHOM/MX/98/UNAM RR 
-10 GEÍB :LCL' CAMPECHE MHOM/MX/98/UAC GBB 
11 ·:.250 ' ,,·.·;- ';i'.cl. CAMPECHE MHOM/MX/93/UADY 250 '. ~ ··:' 

",:· 
: LCL ' 12 CAMPECHE MHOM/MX/96/UADY 815 

.13 TABASCO MHOM/MX/84/SET GS 
{A_M·· VERACRUZ MHOM/MX/92/INDRE AM 

>15 '.;AG VERACRUZ MHOM/MX/92/INDRE AG 
16 ·HF VERA CRUZ MHOM/MX/85/ISET HF 

·: .17 TABASCO MHOM/MX/93/INDRE FO 
., 18 TABASCO MHOM/MX/94/INDRE AMC 
; '.19· CGM LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE CGM 
'"; ... ,'' 

20 NBO LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE NBO 
21 JV LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE JV 
22 RC LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE RC 
23 MC94 LCPD TABASCO MHOM/MX/94/INDRE MC 
24 NAY8 LCL NAYARIT MHOM/MX/96/INDRE NAY8 

* Hospedero/lugar de aislamiento/año de aislamiento/clave 
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En la digestión del kDNA con las distintas enzimas de restricción de los parásitos 

anal.izados, se encontró lo siguiente: en la figura 18 A se muestra el patrón de restricción 

(RFLP) del kDNA de once aislados representativos de pacientes con leishmaniasis 

cutánea localizada, leishmaniasis cutánea diseminada y leishmaniasis cutánea 

pseudodifusa, obtenido de la digestión con Hae 111. En esta figura se clasifican los 

fragmentos de restricción obtenidos en 6 grupos. La digestión con Hae fil de los aislados 

pertenecientes al grupo 1 (pacientes con leishmaniasis cutánea localizada y leishmaniasis 

cutánea diseminada) mostraron cuatro bandas (carriles 2-4). Los aislados del grupo 11 

(pacientes con leishmaniasis cutánea localizada y leishmaniasis cutánea diseminada) 

mostraron dos bandas (carriles 5-7), aislados del grupo 111 (pacientes con leishmaniasis 

cutánea localizada) presentaron doce bandas (carril 8), aislados del grupo IV (pacientes 

con leishmaniasis cutánea pseudodifusa) mostraron ocho bandas (carriles 9 y 10), 

aislados del grupo V (pacientes con leishmaniasis cutánea localizada) mostraron tres 

bandas (carril 11 ), y aislados del grupo VI (pacientes con leishmaniasis cutánea 

localizada) mostraron dos bandas (carril 12). La digestión de los mismos once aislados de 

L. mexicana mexicana con Hpa 11 (figura 18 B) y Mse 1 (figura 19) confirmaron la 

existencia de los mismos seis grupos. Con Hpa 11, el grupo 1 presentó dos bandas 

intensas y el grupo 11 (carriles 5-7) mostró dos bandas al igual que el grupo 1, sin embargo 

la banda inferior en el grupo 11 fué menos intensa a su equivalente en el grupo l. El patrón 

de restricción del grupo 111 (carril 8) presentó siete bandas, el grupo IV (carriles 9 y 1 O) 

reveló cinco bandas, el grupo V (carril 11) mostró cuatro bandas y el grupo VI (carril 12) 

dos bandas. 

Las enzimas que también permitieron diferenciar en grupos, aunque no idénticos a los 

seis grupos obtenidos con Hae 111, Hpa 11 y Mse 1, fueron A/u 1 (figura 20), Rsa 1 (figura 21) 

y Ora 1 (datos no mostrados). La digestión con A/u 1 permitió clasificar a los aislados en 

cinco grupos diferentes entre si, mientras que la digestión con Rsa 1 únicamente permitió 
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la clasificación de los aislados en tres grupos distintos, y la digestión con Ora 1 permitió la 

clasificación de los aislados en cuatro grupos. La dige~tión con las enzimas Apa 1 (figura 

22), Kpn 1, y Mbo 1 (datos no mostrados) no mostró diferencias entre los aislados, ya que 

en todos los aislados se obtuvo una banda de 700 pb. 

A B 

__. 
~ 
__. 

310 ~ 271, 281 
234 
194 

118~ 
72 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 23 45 6 78 910111213 

-,- 11 

Fig. 18.- A) Digestión con Hae 111 del kDNA de 11 aislados representativos de L. mexicana 
mexicana. Carriles 1y13: marcador de tamaño molecular (<j>X174 RF DNNHae 111); carril 2: 
aislado GS (LCD); carril 3: aislado JS (LCL); carril 4: aislado 68 (LCL); carril 5: aislado FD (LCD); 
carril 6: aislado MC (LCL); carril 7: aislado CTC (LCL); carril 8: aislado RR (LCL); carril 9: aislado 
AMC (LCPD); carril 10: aislado CGM (LCPD); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12: aislado 815 
(LCL). 
Grupo 1: carriles 2 (LCD), 3 (LCL), 4 (LCL). Grupo 11: carriles 5 (LCD), 6 (LCL), 7 (LCL). Grupo 111: 
carril 8 (LCL}. Grupo IV: carriles 9 (LCPD), 1 O (LCPD). Grupo V: carril 11 (LCL). Grupo VI: carril 
12 (LCL). 
B) Digestión con Hpa 11 de los mismos aislados. 
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Fig. 19,- Digestión con Mse 1 del kDNA de 11 aislados representativos de L. mexicana 
mexicana. Carriles 1 y 13: marcador de tamaño molecular (<j>X174 RF DNA/Hae 111); carril 2: 
aislado GS (LCD); carril 3: aislado JS (LCL); carril 4: aislado 68 (LCL); carril 5: aislado FO 
(LCD); carril 6: aislado MC (LCL); carril 7: aislado CTC (LCL); carril 8: aislado RR (LCL); carril 
9: aislado AMC (LCPD); carril 1 O: aislado CGM (LCPD); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12: 
aislado.815 (LCL).'. 
Grupo 1: cafriles 2 (LCD), 3 (LCL}, 4 (LCL). Grupo 11: carriles 5 (LCD), 6 (LCL}, 7 (LCL). Grupo 
111: carril 8 (LCL) .. Grupo IV: carriles 9 (LCPD), 10 (LCPD). Grupo V: carril 11 (LCL). Grupo VI: 
carril. 12 (LCL). ·. 
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Fig. 20.- Digestión con Alu 1 del kDNA de 11 aislados representativos de L. mexicana mexicana. 
Carriles 1 y 13, marcador de tamaño molecular (cj>X174 RF DNNHae 111); carril 2: aislado GS 
(LCD); carril 3: aislado JS (LCL); carril 4: aislado 68 (LCL); carril 5: aislado FD (LCD); carril 6: 
aislado MC (LCL); carril 7: aislado CTC (LCL); carril 8: aislado RR (LCL); carril 9: aislado AMC 
(LCPD); carril 1 O: aislado CGM (LCPD); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12: aislado 815 (LCL). 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Flg. 21.- Digestión con Rsa 1 del kDNA de 1 O aislados representativos de L. mexicana 
mexicana. Carril 1: marcadot de tamaño molecular (cj>X174 RF DNA/Hae 111); carril 2: 
aislado GS (LCD); carril 3: aislado JS (LCL); carril 4: aislado FD (LCD); carril 5: aislado MC 
(LCL); carril 6: aislado 68 (LCL); carril 7: aislado RR (LCL); carril 8: aislado CGM (LCPD); 
carril 9: aislado MOD (LCPD); carril 1 O: aislado 250 (LCL); carril 11: aislado 815 (LCL). 
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Fig. 22.- Digestión con Apa 1 del kDNA de 10 aislados representativos de L. mexicana 
mexicana. Carril 1: marcador de tamaño molecular (cj>X174 RF DNA/Hae 111); Carril 2: aislado 
GS (LCD); carril 3: aislado JS (LCL); carril 4: aislado FO (LCD); carril 5: aislado MC (LCL); carril 
6: aislado CTC (LCL); carril 7: aislado RR (LCL); carril 8: aislado AMC (LCPD); carril 9: aislado 
CGM (LCPD); carril 10: aislado 250 (LCL); carril 11: aislado 815 (LCL). 
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En resumen, el análisis del polimorfismo en el tamaño de Jos fragmentos de restricción del 

kDNA de 23 aislados mexicanos (tabla 4), con las enzimas Hae 111, Hpa JI y Mse 1, reveló 

que Jos fragmentos de restricción se podían clasificar en seis grupos (tabla 5). 

Encontramos que las leishmanias aisladas de pacientes con leishmaniasis cutánea 

localizada pertenecían a Jos grupos 1, 11, 111, V, ó VI mientras que Jos aislados de pacientes 

con leishmaniasis cutánea diseminada pertenecían al grupo 1 ó 11. Sin embargo, en 

ninguno de Jos dos casos se tuvo una clara distribución geográfica que se correlacionara 

con el patrón de restricción. Llama la atención que Jos seis aislados de pacientes con 

leishmaniasis cutánea pseudodifusa siempre mostraron un único patrón de restricción 

característico (grupo IV). Todos Jos aislados de esta forma clínica fueron obtenidos de una 

misma región geográfica de aproximadamente 500 km2 del estado de Tabasco conocido 

como Ja Chontalpa. En este caso en particular se estableció una clara correlación entre Ja 
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especie (Leishmania mexicana mexicana), el patrón de restricción, localización geográfica 

y cuadro clínico. 

Tabla 5.- Clasificación por grupos de Jos aislados de L. m. mexicana en base a Jos 

fragmentos de restricción obtenidos de Ja digestión del kDNA con Hae 111, Hpa JI y Mse l. 

Grupos Aislados de la Tabla 4 Total 

-1 1,2,3,4,5,6, 13, 14, 15, 16 10 

JI 7,8, 17 3 

111 9, 10 2 

IV 18, 19,20,21,22,23 6 

V 11 

VI 12 

La digestión del kDNA de las clonas de los aislados MHOM/MX/94/INDRE CGM 

(leishmaniasis cutánea pseudodifusa) y MHOM/MX/98/UNAM RR (leishmaniasis cutánea 

localizada) con Hae 111 y Hpa 11 presentaron patrones de restricción idénticos a los 

aislados originales de los cuales fueron clonadas (datos no mostrados).También los 

parásitos aislados con tres años de diferencia de un mismo paciente con leishmaniasis 

cutánea diseminada presentaron el mismo patrón de restricción con Dra 1 y Hae Jll (datos 

no mostrados). 

Los patrones de restricción de los aislados mexicanos de Leishmania mexicana mexicana 

difirieron totalmente de Jos patrones de restricción de las especies de referencia de Ja 

OMS del complejo L. mexicana (L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L. 

mexicana venezue/ensis, y L. mexicana pifano1) (figura 23). El análisis del RFLP de las 
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cuatro especies de referencia del complejo L. mexicana digeridas con Hpa 11 se muestran 

en la figura 23 A. L. mexicana mexicana M379 mostró dos bandas (carril 2), L. mexicana 

venezuelensis PM-H3 mostró dos bandas de diferente tamaño molecular a L. mexicana 

mexicana M379 (carril 3), L. mexicana pifanoi mostró cinco bandas, y L. mexicana 

am
1
azonensis PH8 mostró dos bandas totalmente diferentes de las otras especies. Así 

mismo, la digestión con Hae 111 (figura 23 B), Alu 1 (figura 23 C), y Rsa 1 (figura 23 D) de 

las especies de referencia de la OMS mostró diferente patrón de restricción para cada 

especie. 

A B e D 

2 3 4 5 1 2 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 5 

Fig. 23.- A) Digestión con Hpa 11 del kDNA de especies de referencia de la OMS 
pertenecientes al complejo L. mexicana. Carril 1: marcador de tamaño molecular(cj>X174 RF 
DNA/Hae 111); carril 2: L. m. mexicana M379; carril 3: L. m. venezuelensis PM-H3; carril 4: L. 
m. pifanoi; carril 5: L. m. amazonensis PH8. 
B)'Digestión con Hae 111 de las mismas especies. 
C) Digestión con Alu 1 de las mismas especies. 
D) Digestión con Rsa 1 de las mismas especies. 
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Todos los patrones de restricción encontrados en parásitos aislados de pacientes 

mexicanos fueron diferentes a la especie de referencia de Leishmania mexicana 

mexicana, aislada de un insecto en Brasil, y de las otras especies del complejo L. 

mexicana (Leishmania mexicana amazonensis, Leishmania mexicana venezue/ensis y 

Leishmania mexicana pifano1). 

Otro de los parámetros analizado fue la cinética de crecimiento comparativa de los 

parásitos aislados de pacientes con los distintos cuadros clínicos (figura 24). Este análisis 

mostró que a las 96 h de cultivo in vitro los aislados de los grupos 1y11 (clasificados por 

RFLP del kDNA) crecieron dos veces más rápido que los aislados de los grupos 111, IV y 

VI, y cerca de un 25% más que el grupo V. Mientras los aislados de leishmaniasis cutánea 

localizada presentaron ambas categorías de crecimiento, los aislados de leishmaniasis 

cutánea diseminada tuvieron un patrón de crecimiento rápido en contraste con los 

aislados de leishmaniasis cutánea pseudodifusa que presentaron un patrón de 

crecimiento lento. El análisis estadístico de la cinética de crecimiento, se realizó mediante 

la t de Student encontrando una diferencia significativa entre los grupos 1 y IV con una 

t=7.58367 y p < 0.00063. 
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NÚMERO DE PARÁSITOS A LAS 96 HORAS 
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Fig. 24.- Cinética de crecimiento de parásitos a las 96 horas de cultivo in vitro. 
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Debido a que el polimorfismo encontrado en el kDNA se correlacionó con uno de los 

cuadros clinicos se decidió buscar marcadores genéticos adicionales. 

Una de las regiones tradicionalmente estudiadas para el análisis del polimorfismo 

genético intra- e ínter- especie es el JTS, sin embargo, hasta la fecha no se habla 

estudiado la región del ITS en especies del complejo Leishmania mexicana, por Jo cual 

era de interés analizarla en nuestros aislados, así como en especies de referencia de L. 

mexicana. Por esta razón analizamos el nivel de polimorfismo del ITS y del 18S del gene 

rRNA. 

Amplificamos por PCR las dos regiones de interés del gene rRNA: el ITS y el 18S de las 

especies de referencia del complejo L. mexicana (L. mexicana mexicana M379; L. 

mexicana amazonensis PH8; L. mexicana venezuelensis PM-H3), y de 24 aislados 

mexicanos de L. mexicana mexicana (tabla 4). Los productos de PCR fueron digeridos 

con distintas enzimas de restricción. Para el análisis de la región del ITS, digerimos las 

muestras amplificadas por PCR con A/u 1, Cfo 1, EcoR 1, Hae 111, Hpa 11, Mbo 1, Rsa 1 y Tha 

l. Con las enzimas Cfo 1, EcoR I, Hae 111, Hpa 11, y Tha 1 encontramos que la especie de 

referencia de L. mexicana amazonensis PH8 presentó un patrón de restricción diferente a 

las otras especies de referencia (L. mexicana mexicana M379 y L. mexicana 

venezue/ensis PM-H3), así como con respecto a los aislados mexicanos. L. mexicana 

venezue/ensis PM-H3 también mostró polimorfismo con respecto a las otras especies de 

referencia y a los aislados mexicanos en las digestiones con Cfo 1, EcoR 1, Hae 111, Mbo 1, 

yTha. L. mexicana venezuelensis PM-H3 no tiene sitios de restricción para las enzimas 

Hpa 11 y Rsa l. En la digestión con Cfo 1yEcoR1 (figura 25 A y B), la especie de 

referencia L. mexicana amazonensis PH8 en el carril 2, y la especie de referencia L. 

mexicana venezuelensis PM-H3 en el carril 3 son polimórflcas con respecto a la otra 

especie de referencia L. mexicana mexicana M379 (carril 4), asi como con Jos aislados 
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mexicanos {carriles 5-14). No se encontraron diferencias en el ITS entre la especie de 

referencia L. mexicana mexicana M379 del carril 4 y los aislados mexicanos. 

A 8 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 

Fig. 25.- Digestión de la región del ITS. A) Cfo l. Carril 1: marcador de tamaño molecular (cj>X174 
RF DNA/Hae 111); carril 2: L. mexicana amazonensis PH8; carril 3: L. mexicana venezuelensis 
PM-H3; carril 4: L. mexicana mexicana M379; carril 5: aislado JS (LCL); carril 6: aislado AG 
(LCD); carril 7: aislado AM (LCD); carril 8: aislado MC (LCL); carril 9: aislado AMC (LCPD); carril 
1 O: aislado 815 (LCL); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12: aislado CTC (LCL); carril 13: aislado 
NAY8 (LCL); carril 14: aislado RMH (LCL). 
8) Digestión con EcoR l. 

Para confirmar los hallazgos encontrados con las endonucleasas de restricción, se 

secuenció la región del ITS en tres aislados mexicanos representativos de cada uno de 

los cuadros clínicos y en las tres especies de referencia. Se secuenció la región del ITS 

de un aislado representativo de cada cuadro clínico (leishmaniasis cutánea diseminada: 

GS, leishmaniasis cutánea localizada: AR y leishmaniasis cutánea pseudodifusa: NBO) y 

de las especies de referencia L. mexicana mexicana M379, L. mexicana amazonensis 

PH8, y L. mexicana venezuelensis PM-H3 en el vector pCR 2.1. Las secuencias se 

enviaron a GenBank y Jos números de acceso son: AF466380, AF466382, AF466381, 
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AF466383, AF339753 y AF339752, respectivamente. Al analizar estas secuencias 

encontramos 100% de similitud entre GS (leishmaniasis cutánea diseminada) y RR 

(leishmaniasis cutánea localizada). NBO (leishmaniasis cutánea pseudodifusa) presentó 

99.8 % de similitud con respecto a los otros aislados. En cambio el porcentaje de similitud 

entre L. mexicana mexicana M379 y L. mexicana amazonensis PHB fue de 94.3%, y entre 

L. mexicana mexicana y L. mexicana venezue/ensis PM-H3 fue de 81.3%. Los 

porcentajes de similitud entre los aislados mexicanos y las especies de referencia se 

indican en la tabla 6. 

Tabla 6.- Porcentajes de similitud entre las secuencias del ITS reportadas en este estudio 

de los parásitos analizados. 

PHB PM-H3 M379 GS (LCD) NBO (LCL) RR (LCL) 

L. mexicana L. mexicana L. mexicana L. mexicana L. mexicana L. mexicana 

amazonensis venezue/ensls mexicana mexicana mexicana mexicana 

94.2% 94.3% 

81.4% 81.5% 

99.6% 99.8% 

99.8% 100% 

100% 99.8% 

100% 

Para validar los resultados obtenidos de los RFLPs de la región del ITS, comparamos los 

tamaños de los fragmentos que teóricamente deberíamos haber obtenido con las 

endonucleasas A/u 1, Cfo 1, EcoR 1, Hae 111, Hpa 11, Mbo 1, Rsa 1yTha1 según las 

secuencias de la región del ITS (tabla 7) con los fragmentos obtenidos experimentalmente 

(RFLP) de los aislados mexicanos y de las especies de referencia del complejo L. 
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mexicana. Encontramos concordancia total en nuestros resultados obtenidos por ambas 

técnicas. 

· _ Tabla 7.- Análisis comparativo de los sitios de restricción presentes en las secuencias del 

· · ITS en algunos aislados mexicanos y en las especies del complejo L. mexicana. 

TAMANO DE 

LOS 

FRAGMENTOS 

pb 

L. m. mexicana 

RR,GS M379 

TAMANO DE TAMANO DE TAMANO DE SECUENCIA 

LOS LOS LOS QUE 

FRAGMENTOS FRAGMENTOS FRAGMENTOS. RECONOCE 

pb pb pb 

NBO 

· L. m. mexicana 

2 ·;.;.: 

· 1007,131. 

L.m. 

amazonensls 

PHB 

3 

720, 385, 22. 

-2 

998,129. 

5 5 

363,276, 206, 426, 357, 190, 

192, 101. 100, 54. 

L.m. 

venezuelensls 

PM-H3 

3 

727, 393, 22. 

5 

367, 270, 241, 

134, 130. 

2 

843, 299. 

ag/ct 

gcg/c 

g/aattc 

3 gg/cc 
707, 281, 154. 

NO CORTA c/cgg 

3 /gatc 
986, 131, 25. 

NO CORTA gVac 

9 cg/cg 
319, 270, 155, 

137, 132, 64, 

28, 28, 9. 
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Las secuencias del ITS obtenidas de los aislados mexicanos GS, RR. NBO, y de las 

especies de referencia L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis y L. mexicana 

venezuelensis fueron alineadas con todas las secuencias del espaciador transcrito interno 

de Leishmania existentes en el GenBank. Cuando realizamos el análisis con el programa 

FASTA encontramos que la secuencia de la región del ITS de L. mexicana venezuelensis 

tiene 99.2, 99.27, 94.79 y 94.64% de similitud con las secuencias de la misma región 

reportada para las especies de L major: Friedlin, NLB089A, Vin y ASKH (localizadas en 

Medio Oriente), respectivamente (tabla 8). 

En un filograma generado con el programa MEGA 2 se encontró que la secuencia del ITS 

de L. mexicana venezuelensis PM-H3, se agrupa con las secuencias de L. majar (figura 

26). 

Tabla 8.- Porcentajes de similitud de la secuencia del ITS de L. mexicana venezuelensis 

PM-H3, en comparación a secuencias en GenBank de aislados de L. majar. 

L. majar, L. major, L. major, L. major, 

FRIEDLIN VIN ASKH NLB089A 

L. mexicana 

venezue/ensis, 99.214% 94.789% 94.136% 99.269% 

PM-H3 
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Fig. 26.- Filograma de 51 secuencias del ITS de Leishmania. 
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La similitud de las secuencias de L. major y L. mexicana venezuelensis se confirmó 

mediante RFLP del ITS con las endonucleasas de restricción: A/u 1, Cfo 1, EcoR I, Hae 111, 

Hpa 11, Mbo 1, Rsa 1 y Tha l. En la digestión del ITS con EcoR 1yCfo1 de tres especies de 

referencia del complejo L. mexicana, de un aislado mexicano (GS) y de L. major (figura 

27 A y B respectivamente), se encontró que L. major (carril 2), mostró un patrón de 

.. ·.· restricción Idéntico a L. mexicana venezue/ensis PM-H3 (carril 3) y diferente de las otras 

especies de referencia asi como del aislado mexicano (carriles 5-6). El mismo resultado 

· se obtuvo con las otras endonucleasas utilizadas. 

A B 

1353 pb __. 

1234 567 2 3 4 5 6 

Fig. 27.- Digestión de la región del ITS. A) EcoR l. Carril 1: marcador de 
tamaño molecular (<j>X174 RF DNA/Hae 111); carril 2: L. major, ASKH; carril 3: 
L. mexicana venezuelensis PM-H3; carril 4: L. mexicana amazonensis PHB; 
carril 5: L. mexicana mexicana M379; carril 6: aislado GS (LCD). 
8) Digestión con Cfo 1 de las mismas especies. 

I 
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Para descartar la posibilidad de un error en nuestro cepario (cultivamos la especie L. 

majo( ASKH), solicitamos nuevamente a la Dra. Nancy Saravia el envio de L. mexicana 

venezue/ensis PM-H3. Dicha especie fue analizada mediante RFLP de la región del ITS, 

encontrando nuevamente que ambas especies presentan el mismo patrón de restricción 

con las endonucleasas utilizadas. 

Otra manera de demostrar que no se trataba de la misma especie fue realizar el análisis 

por RFLP del kDNA de ambas (L. major ASKH y L. mexicana venezuelensis PM-H3). 

Digerimos el kDNA de ambas especies con Hae 111 y A/u 1 (figura 28 A y B). L. major 

ASKH (carril 2) y L. mexicana venezue/ensis PM-H3 (carril 3), presentaron un patrón de 

restricción totalmente diferente entre si y fueron diferentes a L. mexicana amazonensis 

PHB (carril 4) y L. mexicana mexicana (carriles 5 y 6) 

1353 pb 

B 
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2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

Fig. 28.- A) Digestión con Hae 111 del kDNA de especies de referencia de 
la OMS pertenecientes al complejo L. mexicana. Carril 1: marcador de 
tamaño molecular(Q>X174 RF DNA/Hae 111); carril 2: L. major5ASKH; carril 
3: L. m. venezuelensis PM-H3; carril 4: L. m. amazonensis PHB; carril 5: 
L. m. mexicana M379; carril 6: L. m. mexicana GS. 
B) Digestión con A/u 1 de las mismas especies. 
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Para el 18S digerimos con A/u 1, Cfo 1, Dra I, Hae 111, Hinc 11, Hpa 11, y Tha l. Con todas las 

endonucleasas utilizadas encontramos un patrón de restricción idéntico entre las tres 

especies de referencia asl como en los 24 aislados mexicanos. En la figura 29 A y B se 

muestran las digestiones con Cfo 1yHae111 respectivamente. 

A B 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 

Fig. 29.- Digestión del 18S. A) Cfo l. Carril 1: marcador de tamaño molecular (<j>X174 RF 
DNNHae 111); carril 2: L. mexicana amazonensis PH8; carril 3: L. mexicana venezuelensis PM
H3; carril 4: L. mexicana mexicana M379; carril 5: aislado JS (LCL); carril 6: aislado AG (LCD); 
carril 7: aislado AM (LCD); carril 8: aislado MC (LCL); carril 9: aislado AMC (LCPD); carril 1 O: 
aislado 815 (LCL); carril 11: aislado 250 (LCL); carril 12: aislado CTC (LCL); carril 13: aislado 
NA Y8 (LCL); carril 14: aislado RMH (LCL). 
B) Digestión con Hae 111 de las mismas especies. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La región del 18S no fue secuenciada debido a que no se encontró polimorfismo. Sin 

embargo, al analizar los sitios de restricción obtenidos experimentalmente (RFLP) con los 

sitios de corte teóricos según la secuencia del 18S de L. amazonensis publicada en el 

61 



GenBank (X53912) (tabla 9), confirmamos que no existe heterogeneidad en esta región. 

El tamaño de Jos fragmentos que se deberían haber obtenido según la secuencia 

correspondió con Jos patrones de restricción de los RFLPs de esta región, obtenidos con 

A/u J, Cfo J, Dra 1, Hae 111, Hinc 11, Hpa 11, y Tha J. 

Tabla 9.- Análisis de Jos sitios de restricción de la secuencia del 185 de L. amazonensis 

ENZIMA TAMANO DE LOS FRAGMENTOS SECUENCIA QUE RECONOCE 

pb 

5 ag/ct 

190, 188, 165, 170,87. 

3 gcg/c 

386, 325, 89. 

2 ttUaaa 

569, 23.1.' . 

3,•: gg/cc 

375,.370/55:.·• .. 

3.\ ·:< gty/rac 

> 405; 2937' 102:~ . . .... ·:, . .:··'··' ,,/,· •.':, 

c/cgg 

415. ~·71.:148. ·· 
cg/cg 
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VII) DISCUSIÓN 

Las leishmaniasis son endémicas en México y se manifiestan mediante un amplio 

espectro de enfermedades clinicas que incluyen la leishmaniasis cutánea localizada, que 

representa la forma clinica relativamente benigna, la leishmaniasis cutánea diseminada, 

que es una de las formas más severas de esta parasitosis, y la leishmaniasis cutánea 

pseudodifusa, que es una forma intermedia. A pesar de la variedad de formas clínicas, se 

conoce muy poco acerca de las especies de Leishmania que causan estos cuadros 

clínicos en México. En este trabajo, analizamos 23 aislados de leishmanias obtenidos de 

pacientes con las distintas formas clínicas y originarios de los estados del pais donde 

existe una elevada incidencia de las leishmaniasis. 

La tipificación mediante isoenzimas y anticuerpos monoclonales reveló que todos los 

aislados mexicanos pertenecen a la especie Leishmania mexicana mexicana, la cual 

puede producir cualquiera de las formas clínicas de leishmaniasis cutánea: localizada, 

diseminada y pseudodifusa. 

Por el interés de determinar si variaciones genéticas intraespecie de aislados de L. 

mexicana mexicana se pueden correlacionar con los distintos cuadros clfnicos, 

analizamos Ja heterogeneidad genética de los aislados mexicanos y de las especies de 

referencia del complejo L. mexicana mediante el análisis del RFLP del kDNA con 9 

endonucleasas de restricción y realizamos una cinética de crecimiento de los aislados. 

Además analizamos dos regiones conservadas del gene rRNA (ITS y 18S) mediante 

RFLP. Encontramos heterogeneidad en los patrones de restricción del kDNA de los 

aislados mexicanos de Leishmania mexicana mexicana. El polimorfismo en el número e 

intensidad de las bandas permitió clasificar a los aislados mexicanos en 6 grupos. Las 

digestiones con Hae 111, Hpa 11yMse1, permitieron agrupar a los aislados de 

leishmaniasis cutánea localizada en cinco de seis posibles grupos (1, 11, 111, V, ó VI), 

mientras que los aislados de leishmaniasis cutánea diseminada pueden pertenecer a dos 
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grupos ( 1 ó 11). Todos los aislados de leishmaniasis cutánea pseudodifusa pertenecen al 

mismo grupo (IV). El resultado más notable fue la evidencia en el análisis del kDNA de 

aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea pseudodifusa que reveló una divergencia 

genética que se correlaciona con el cuadro clfnico y región geográfica. 

El análisis de la cinética de crecimiento de los aislados mexicanos, permitió su 

diferenciación en aislados de crecimiento rápido y crecimiento lento. Todos los aislados 

de los grupos 1 y 11, presentaron un patrón de crecimiento rápido a diferencia de los grupos 

111, IV, y VI, que tienen como característica un patrón de crecimiento lento. El grupo V 

tiene un patrón de crecimiento intermedio. lnteresantemente, mientras los aislados de 

pacientes con leishmaniasis cutánea localizada pueden pertenecer a ambas categorías de 

crecimiento, los aislados de leishmaniasis cutánea diseminada pertenecen al patrón de 

crecimiento rápido, y los aislados de leishmaniasis cutánea pseudodifusa tienen un patrón 

de crecimiento lento. 

Debido a que todos los aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea pseudodifusa 

únicamente presentaron un solo patrón de restricción del kDNA que se puede 

correlacionar con el cuadro clínico, con la cinética de crecimiento, y con la zona 

geográfica, sugiere que el kDNA pudiera ser utilizado como marcador de virulencia. La 

caracterización del kDNA de aislados de la misma especie, que pueden producir 

diferentes cuadros clínicos de la enfermedad, puede ser utilizada para detectar pacientes 

que requieren tratamiento intensivo y vigilancia médica especial. Este estudio le adjudica 

un nuevo significado biológico al kDNA, ya que la heterogeneidad genética parece no ser 

al azar sino que presenta patrones definidos. Aunque la heterogeneidad de la región 

variable del kDNA, la única forma de DNA mitocondrial en los Kinetoplastida ha sido 

utilizada para la discriminación entre diferentes especies y subespecies (78, 80-82), este 

es el primer estudio en que las características genotípicas del kDNA pueden ser 

asociadas con datos clínicos, geográficos y biológicos. 
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La especie de referencia de la OMS de Leishmania mexicana mexicana M379, aislada en 

Belice, presentó un patrón de restricción totalmente diferente a los aislados mexicanos, 

esta diferencia se puede deber a factores geográficos y del hospedero, ya que la especie 

de referencia Leishmania mexicana mexicana M379, fue aislada de un insecto, mientras 

que los aislados mexicanos fueron obtenidos de pacientes. Los patrones de restricción de 

los aislados mexicanos de Leishmania mexicana mexicana también difirieron de los 

patrones de restricción de las otras especies de referencia del complejo Leishmania 

mexicana (Leishmania mexicana amazonensis, Leishmania mexicana pifanoi y 

Leishmania mexicana venezuelensis). 

En el análisis de dos regiones del gene rRNA (ITS y 185) de los aislados mexicanos y de 

las especies de referencia Leishmania mexicana mexicana M379, Leishmania mexicana 

amazonensis PH8 y Leishmania mexicana venezue/ensis PM-H3 se encontró que la 

región del ITS amplificada por PCR y analizada mediante RFLP, mostró un patrón de 

restricción idéntico en todos los aislados mexicanos de L. mexicana mexicana, incluyendo 

la especie de referencia de la OMS (L. mexicana mexicana M379). Este patrón difirió 

totalmente de los patrones detectados en las otras dos especies del complejo L. mexicana 

analizadas que son: L. mexicana amazonensis y L. mexicana venezuelensis, las cuales 

también fueron polimórficas entre si. Nuestros resultados muestran importantes 

diferencias entre las especies analizadas, similares a las encontradas entre especies del 

subgénero Viannia. 

No obstante, las secuencias de los ITSs suelen ser específicas, permitiendo la 

diferenciación entre especies muy próximas e incluso entre especies indiferenciables por 

otros métodos, Cupolillo y cols encontraron que L. (V.) naiffi y L.(V.) braziliensis son 

altamente polimórficas en la región del ITS en contraste con aislados de L. (V.) 

panamensis, que no muestra polimorfismo en esta región (97). Asl mismo, Shonian, y El 

Tai, reportaron que especies del complejo L. donovani y L. tropica tienen alguna 
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variabilidad dentro del ITS, sin embargo cuando amplifican esta región por PCR y la 

digieren con enzimas de restricción, no detectan polimorfismo (106, 121). 

El análisis del 18S mediante la digestión con enzimas de restricción mostró ausencia de 

polimorfismo en esta región, lo que confirma los datos obtenidos por otros autores que 

reportan solo mutaciones puntuales en la misma entre diferentes especies de 

Leishmanias (113). El estudio del 18S ha sido utilizado para el análisis filogenético de 

géneros de Ja familia Trypanosomatidae (91, 93, 112, 113). El polimorfismo en la región 

del JTS y la ausencia de polimorfismo dentro del 18S entre las 3 especies del subgénero 

Leishmania estudiadas, es totalmente opuesto al gran polimorfismo detectado en L. (V.) 

naiffi y L.(V.) braziliensis del subgénero Viannia, pero concuerda con lo encontrado para 

L.(V.) panamensis, L. donovani y L. tropica (97). 

Nuestros resultados de las secuencias de Ja región del ITS de tres aislados mexicanos y 

de las tres especies de referencia confirmaron Ja similitud en esta región entre los tres 

aislados y la especie de referencia de L. mexicana mexicana. Asi mismo confirmaron el 

polimorfismo en esta región entre L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, y L. 

mexicana venezuelensis. 

Realizamos alineamientos iniciales de nuestras secuencias (GS, RR, NBO, M379, PM-H3, 

PH8), mas cinco secuencias de la región del ITS del GenBank pertenecientes al complejo 

Leishmania mexicana (G022, M2269, WR369, L TB316, SOLIS) y en un filograma 

generado con estos alineamientos se encontró que L. mexicana venezuelensis PM-H3 se 

agrupa independientemente. Un resultado sorprendente fue obtenido cuando realizamos 

el análisis FASTA de las secuencias publicadas en GenBank de los JTS de Leishmania 

que reveló que L. mexicana venezue/ensis PM-H3 presenta 100% de similitud con la 

secuencia completa de la región del ITS de varios aislados de L. major. 

Davila y Momem utilizaron 36 secuencias de la región del ITS para explorar la relación 

filogenética dentro Leishmania (108). En vista de la similitud entre las secuencias de L. 
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venezue/ensis y L. majar, fue interesante realizar el filograma propuesto por estos autores 

con nuestros datos y las secuencias obtenidas del GenBank. El análisis confirmó las 

observaciones hechas por estos autores ya que se encontró un agrupamiento de L. 

infantum, L. chagasi y L. donovani, mientras que L. tropica y L. aethiopica y L. major 

tienen agrupamientos separados, y un grupo conteniendo a L. mexicana y L. 

amazonensis. lnteresantemente, L. venezue/ensis aparece en el brazo de L. major. El que 

la especie de L. major erróneamente se haya confundido con L. venezue/ensis o que una 

especie fue contaminada con la otra no fue posible en vista de los distintos patrones 

obtenidos mediante el análisis de restricción del kDNA de ambas especies. 

L. venezue/ensis siempre ha sido clasificada dentro del complejo Leishmania mexicana. 

Esta clasificación se basó en las manifestaciones clínicas de la enfermedad, 

características de cultivo en agar sangre, reactividad con anticuerpos monoclonales y 

zimodemos (7). Practicamente no existen datos del análisis de DNA de esta especie. 

Nuestra secuencia del ITS es la primera reportada para esta especie de Leishmania. 

Anteriormente ya se había descrito similitud entre L. mexicana venezuelensis y 

leishmanias con características L. major-like. En varios reportes de leishmanias, L. major-

like en Brasil (122), Ecuador (123) y Paraguay (124) encontraron que los parásitos L. 

major-like presentan patrones de restricción similares entre si, pero diferentes de L. major, 

mientras que en el análisis por isoenzimas L. major-like es indistinguible de L. majar. Sin 

embargo Katamura (125) reporta que los cariotipos del DNA de parásitos L. major-like de 

Ecuador son diferentes a L. majar del Viejo Mundo. 

El alto grado de conservación de una de las regiones más variables del rDNA entre L. 

venezuelensis y L. major, dos parásitos con muy diferente distribución geográfica, lleva a 

la especulación de que quizás L. major fue introducida recientemente en el Nuevo 

Mundo. Una posibilidad es que L. major haya sido introducida al Nuevo Mundo por 

colonos europeos, esclavos africanos, o sus perros acompañantes y haya sido transmitida 
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por vectores presentes en América de manera analóga a L. infantum del Viejo Mundo, que 

también puede ser transmitida por vectores del Nuevo Mundo (126, 127). También, se 

han demostrado casos de importación de leishmaniasis visceral canina al Nuevo Mundo 

(128, 129). Es claro que se necesita mas información, en todos los aspectos, pero 

particularmente en el análisis del DNA, para confirmar o modificar la clasificación de L. 

venezuelensis dentro del complejo L. mexicana. 
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VIII) CONCLUSIONES 

1.- Todos los parásitos aislados de pacientes con las distintas formas clínicas de 

leishmaníasis cutánea incluidos en este estudio pertenecen a la especie L. mexicana 

mexicana. 

2.- El análisis por RFLP con 3 endonucleasas (Hae 111, Hpa 11, Mse 1) del kDNA de L. 

mexicana mexicana aislada de pacientes con cuadros clínicos de leishmaniasis cutánea 

localizada, leishmaniasis cutánea diseminada y leishmaniasis cutánea pseudodifusa 

revela que existe polimorfismo en los patrones de restricción que se clasificó en seis 

grupos. 

3.- Los aislados de los pacientes con leishmaniasis cutánea diseminada se distinguen de 

los aislados de los pacientes con leishmaniasis cutánea localizada y leishmaniasis 

cutánea pseudodífusa en que únicamente presentan 2 patrones de restricción (grupos 1 y 

11) con las endonucleasas antes mencionadas, además todos los aislados de estos 

pacientes presentan un mismo patrón de crecimiento rápido. 

4.- Los aislados de pacientes con leishmaniasis cutánea pseudodifusa se distinguen del 

resto de los aislados, en que todos provienen de una zona geográfica, pertenecen a un 

solo patrón de restricción (grupo IV) y además presentan un mismo patrón de crecimiento 

lento. 

5.- Los parásitos aislados en México de L. mexicana difieren en los patrones de restricción 

del kDNA de la especie de referencia de L. mexicana mexicana aislada en Belice. 

6.- Tres especies del complejo L. mexicana: Leishmania mexicana mexicana, Leishmania 

mexicana amazonensis y L. mexicana venezue/ensis, presentan polimorfismo en la región 

del ITS del gene rRNA, sin embargo no existe polimorfismo entre los distintos aislados de 

Leishmania mexicana mexicana. 

7.- L. mexicana venezuelensis presenta una secuencia idéntica a L. major NLB089A y L. 

major FRIEDLIN en una región del rDNA, el ITS. Esta similitud podría reflejar que L. 
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mexicana venezue/ensis es en realidad L. major introducida en América, lo que sugiere 

que la clasificación taxonómica existente de Leishmania y de los marcadores utilizados 

para definir especies debería ser re-evaluada. 

8.- No existe polimorfismo en la región del 185 del gene rRNA en parásitos pertenecientes 

al complejo L. mexicana. 
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Berzunza-Cruz, M., Bricaire, G., Zuluoagn Romero, S .. Pérez
Becker, R .. Saavedra-Lira, E., Pérez-Montfort, R., Crippn-Rossi, M., 
Velasco-Castrejón, O., nnd Becker, l. 2000. Leishma11ia mexicana mexi
cana: Genetic heterogeneity of mexican isolates reven1ed by restriction 
length polymorphism analysis ofkinetoplast DNA. Experime11ta/ Para
si10/ogy 95, 277-284. Leishmania me:cicana mexicana isolntes from 
23 patients with locnlized, diffuse, and nn atypical "pseudodiffuse" 
fonn of cutaneous teishmaniasis were obtained in various endemic 
regions of Mexico. Restriction fragment length polymorphism annlysis 
of kinetoplast DNA was done with nine different endonuclenses in 
nddition to an in vitro growth pnttem analysis. We found thnt the 23 
L mexica11a mexicana isolates could be consistently classified into six 
groups, according to the endonuclease digestion pattems obtained with 
HaellI, Hpall, and Msel. Whereas localized cutaneous leishmaniasis 
isolates could have any of five pattems, diffuse cutaneous leishmaniasis 
showed only two pattems and pseudodiffuse cutancous leishmaniasis 
consistently showed only one pattem. Thus, a clcar correlation among 
digestion pattem, clinical disease, and geographical localization was 
obtained for the pseudodiffuse cutaneous leishmaniasis group. Addi
tionally, the L mexica11a 111exica11a isolates could be differentiated 
into fnst- and slow-growing groups. Diffuse cutaneous leishmaniasis 
isolates were found to be fast growing, whereas locnlized cutaneous 
leishmaniasis isolates fell into both categories. In contrast, ali pseudo
diffuse cutaneous leishmaniasis isolates were slow growing. Here we 
report the first study in which distinct and persisten! genotypic charac
teristics of kinetoplast DNA heterogeneity within the l. mexica11a 
mexicana species could be directly correlated with clinical disense nnd 
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its growth behavior, suggesting that a distinctive restriction pattem 
could have importan! biological implications. Additionally, this study 
sheds new light on the biological significance of parasite kinetoplast 
DNA, since the heterogeneity seems not to be random but to fonn a 
distincl pauern. e 2000 Acadcmic Prcu. 

lndex Descriptors and Abbreviations: Mexican Leislzmania mexi~ 
cana isolates; RFLP pattem of kDNA; correlation with clinicnl disease; 
kDNA, kinetoplast deoxyribonucleic acid; RFLP, restriction fragment 
length polymorphism; LCL, localized cutaneous leishmaniasis; DCL, 
diffuse cutaneous leishmnniasis; PDCL, pseudodiffuse cutaneous 
leishmaniasis. 

INTRODUCTION 

The Leishmania mexicana comp1ex is found in the Ameri
can continent together with the L. (Viannia) braziliensis 
and the L. donovani chagasi comp1exes. The L. mexicana 
complex consists of four species (L. mexicana mexicana, L. 
mexicana venezuelensis, L. mexicana amazonensis, and L. 
mexicana pifanoi) and their distribution has been extensively 
analyzed in Central and South America (Carreira 1995; 
Gomes 1995; Harris 1998; Ponce 1991; Saravia 1998). Yet 
no data regarding the distribution of these species in Mexico 
exist, even though cutaneous Jeishmaniasis is high1y endemic 
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and has a wide geographical distrihLition ami a hroucl spec
lrum of clinical manifestations (Velusco-C:1slrej6n 1989). 
The most frequent clinicul form is !he localizcd curnneous 
Ieishmaniasis (LCL) known as "Chiclcro's" ulccr. which is 
relatively benign and responds well lo umimoniul clrugs and 
in which the ccllular immune response of pulicnls toward 
leishmania antigens is intense. Diffuse ar anergic cutuneous 
leishmariiasis (DCL) represents the most virulent polar ex
treme of the disease in which dissemination of the parasite, 
associated with severe specific cellular anergy toward the 
leishmania antigens, is observed. Recently an utypical form 
of cutaneous Ieishmaniasis has been found in !he state of 
Tabasco. In these paticnts, nodules spread slowly along 
draining Iymphatic vessels, in a manner similar to that of 
sporothricoid leishmaniasis, but since these patients also 
show. a specific anergy toward leishmania antigens and a 
poor response to antimonial treatments, this clinical fonn has 
been named pseudodiffuse cutaneous leishmaniasis (PDCL). 

The wide clinical spectra found in Mexico has led to the 
need of an extensive phenotypic as well as genotypic analysis 
of leishmania species in Mexico. In this study, 23 Leish
mania isolates taken from patients with various clinical dis
eases (LCL, DCL, and PDCL) from different geographical 
regions throughout Mexico (Yeracruz, Tabasco, Campeche, 
Chiapas, and Quintana Roo) and which had been previously 
typified as L. mexicana mexicana at the Centro Internacional 
de Enseilanza Médica, Colombia (CIDEIM) were analyzed. 
Kinetoplast DNA (kDNA) was purified and analyzed by 
restriction fragment Iength polymorphism (RFLP). The in 
vitro growth rates far each isolate were also studied. The 
RFLP analysis rcvealed genetic heterogeneity within the l. 
mexicana mexicana isolates, which could be grouped into 
six pattems. Five of the panerns could be found in LCL 
isolates, whereas only two of these five pattems were found 
in isolates from DCL patients. In contras! all isolates from 
the atypical PDCL patients had the same distinctive pattem, 
totally different from that of the LCL and DCL isolates. 

The in vitro growth rates of all parasites could be divided 
into two groups. Ali DCL isolates belonged to the fast
growing group, whereas all the PDCL isolates belonged 
to the slow-growing group. LCL isolates were found in 
both groups. 

We were also able to establish a correlation among the 
restriction pattem, growth rate, and clinical manifestations 
in PDCL patients, all of which live in a small geographical 
area in the state ofTabasco. 

BERZUNZA~CRUZ' ET Al~: 

MATERIALS AND METHODS 

/w/ation of parosites from potie111s. Parasites were isolated from 
12 LCL patients in the states of Campeche, Tabasco, Veracruz, Chiapas, 
and Quintana Roo. The live DCL isolates were oblained from patients 
in Tabasco and Veracruz, Ali the six PDCL isolates were taken from 
paticnts which resided in a small arca of Chontalpa, in the Stute of 
Tabasco (see Fig. 1 ), which is the Mexican state with the highest 
incidcnce of ali clinicul forms of cutancous leishmaniasis (two ar thc 
LCL isolates and the two DCL isolates obtained in Tabasco (Table 1), 
were also from this arca). 

Parasite s1re1im. The 23 isolntcs uscd in this study are listcd in 
Table l. Ali the isolates hud been typilied by monoclonal antibodies 
and isoenzymes either al the CIDEIM or by us, with WHO monoclonal 
antibodies gcnerously donatcd by Dr. Farrokh Modabber from the 
Leishmania Vaccine Steering Committee, World Hcalth Organization 
(WHO) (Geneva, Switzerland). 

The geographic and host origins, as well as intemntionnl code far 
each Leishmo11ia isolatc, are summarized in Table l. In addition to the 
Mexicnn isolates, New World rcference strains of lhe L. mexicana 
complex selected by the WHO as reference prototypes (WHO Refer
ence Center Cryobank maintained at thc London School of Tropical 
Medicine and Hygicne) wcre included in this study and are shown in 
Table 11 (Saravia 1985). The refcrence strains werc generously donated 
by Dr. Nancy G. Saravin, CIDEIM. 

Restriction enzyme kDNA 0110/ysis. Promastigotes were harvested 
from mass culture and kDNA was purilied as described by Jackson 
(1984) with slight modilications. Promastigotcs were washcd thrce 
times in cold phosphatc-buffcred saline (PBS), pH 7.2, at 2500g far 
15 min. Pellets contnining 1 o• organisms were lysed in 10 vol of lysis 
buffer (0.15 M NaCI, 0.015 M Na3-citrate, pH 7.2, Sarkosyl 1%) and 
incubatcd at 37'C for 15 min. The lysatc was sheared by onc passage 
(maximum linger pressure) through an 18-guuge needle attached to a 
10-ml syringe. The lysate (2 mi) was layered on 6.6 mi of 3 M CsCI 
(in 0.01 M Na,-EDTA. pH 8.0) overlying 1 mi of 6 M CsCI (0.01 M 
Nn,-EDTA, pH 8.0) in siliconized polyallomer tubes in a Bcckman 

~~~· 
~ -........ .. 

_ ...• -

FIG. l. The Chontalpa Aren in the Tabasco State of Mexico, where 
ali the PDCL isolates were obtained. 

~ 79 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



RFLP OF Leishmanic1 mexica11a me.ticcma kDNA 279 

TABLE I 
Mexican Leishmania mexicana mexicana lsolates 

Organism Hosl Origin lncerna1iom1I code 

1 1L. mexicana mexicana Man, LCL Tabasco S1a1e MHOM/MX/88/HRC JS 
2 3L mexicana mexicana Man, LCL Campeche S1a1e MHOM/MX/92/UADY/68 
3 3L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche Suuc MHOM/MX/92/UADY/527 
4 1L. mexicana mexicana Man, LCL Tabasco S1a1e (Comalcalco) MHOM/MX/93/INDRE RHA 
5 3l.,mexlcana mexicana Man, LCL Quiniana Roo Stule MHOM/MX/83/UADY/CV 
6 1 L. mexicana mexicana Man, LCL Chinpas Stme MHOM/MX/93/INDRE RMH 
7 1L mexicana mexicana Man, LCL Tabasco Slatc (Comacalco) MHOM/MX/88/llRC MC 
8 1L mexicana mexicana Man, LCL Quintana Roo Stale MHOM/MX/94/INDRE CTC 
9 4L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche SÚlte MHOM/MX/98/UNAM/RR 

10 2L. mexicana mexicana Man, LCL Campeche State MHOM/MX/98/UAC Gllll 
11 3L mexicana mexicana Man, LCL Campeche Stnle MHOM/MX/93/UADY/250 
12 3L mexicana mexicana Man, LCL Campeche State MHOM/MX/96/UADY/815 
13 1 L. mexicana mexicana Man, DCL Tabasco State (Comalcalco) MHOM/MX/84/SET GS 
14 1L. mexicana mexicana Man, DCL Verucruz State MHOM/MX/92/INDRE AM 
15 1 L. mexicana mexicana Man, DCL Verucruz State MHOM/MX/92/INDRE AG 
16 1¡_ mexicana mexicana Man, DCL Veracruz State MHOM/MX/92/SET HF 
17 • 1 L mexicana mexicana Man, DCL Tabasco Stnte (Comnlcalco) MHOM/MX/93/INDRE FD 
18 4L mexicana mexicana Man, PDCL Tabasco State (Comacalco) MHOMIMX/94/INDRE AMC 
19 4 L mexicana mexicana Man, PDCL Tabasco Stnte (Comnlcalco) MHOM/MX/94/INDRE CGM 
20 1 L mexicana mexicana Man, PDCL Tabasco State (Comalcalco) MHOM/MX/94/INDRE NllO 
21 "L mexicana.mexicana Man, PDCL Tabasco State (Comalcalco) MHOM/MX/94/INDRE JV 
22 4L. mexicana mexicana Man, PDCL Tabasco State (Comnlcalco) MHOM/MX/94/INDRE RC 
23 4 L mexicana mexicana Man, PDCL Tabasco State (Comalcnlco) MHOM/MX/94/INDRE MC 

Note. The parasites were provided by: 1Dr. Osear Velnsco Castrejón, Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiológica (INDRE), 
Secretaría de Salud; 2Dru. Guadalupe Bricaire, Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Universidad Au1ónoma de Campeche; 
3Dr. Fernando Andrade Narvnez, Centro de Investigaciones Regionales "Dr. Hideyo Noguchi," Universidad Autónoma de Yucntán; 4isolated in 
our lnborutory. 

SW 40ti rotor. The kDNA networks were sedimented by centrifugntion 
nt 27,000g far 30 min nt 5ªC, the cellular Jysate nnd 3 M CsCI were 
eliminnted, and standard saline citrute (SSC) 1 X (0.15 M NnCI, 0.015 
M Nn3-citrate, pH 7.2) wns ndded. This wns followed by 3 wnshes 
with SSC 1 X and tu bes were invened far 1 O mio. The pellet containing 
the kDNA was resuspended in buffer TE (10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM 
EDTA). To annlyze the sequence relatedness of kDNA from the L 
mexicana mexicana isolates, samples of kDNA from each of the 23 
isolates were digested with nine restriction enzymes Haclll, Hpall, 
A/1tl, Rsal, Mbol. Msel, Apal, Kpnl, and Dral perfonned under the 
conditions suggested by the manufacturer (GIBCO, BRL). The digested 

TABLE U 
WHO Reference Leishmania mexicana Strains 

Organism 

L. mexicana mexicana 
L. mexicana amaz.onensis 
L mexicana venez"elensis 

Host 

Nyctomys sumichrasti 
Lut:omyia jlavis-cutellata 
Man 

material was separated in to charucteristic banding pattems after electro
phoresis in 2% agarose gels in Tris-borate EDTA buffer, at 70 V. Gels 
were stained with 0.5 µg/ml ethidium bromide. 

Data a11a/ysis. Each fragment of digested kDNA, which comrib
uted to a pattem type, wns interpreted in a qualitative way. The relative 
position of each band wns compared with ali the others for each of 
the endonucleases tested. 

Growrh rate a11alysis. A total of 1 X 1 o• parusites of ali 23 isolates 
were grown for 96 h al 28ªC in 2 mi RPMI (GIBCO, BRL) supple
mented with 5% fetal bovine serum (GIBCO, BRL). After 96 h samples 
were taken and counted in Neubauer chambers. 

Origin 

Belize 
Belem, Pará State, Brazil 
Venezuela 

International code 

R/BZ/l 962/M379 
VEC/BR/1967/PHS 
MHOM/VE/80/PM-H3 
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The statistical significance of the differc'nce in thc munbcr of puru-· 
sites from groups 1 and IV (see below) afler growing 96 h in culture 
wns estimatcd by Student's t test. 

RESULTS 

Resrricrion length polymorphism analysis. Endo
nuclease digestion of kDNA of the 23 isolates produced 
discrete pattems, which could be classified into six groups 
with the enzymes HaeIII, Hpall, and MseI, as shown in Table 
III. Each group was established according to the number and 
localization of bands obtained with the different restriction 
enzymes. The 23 isolates could be classified in an identical 
manner with any of the three enzymes. 

Tl}e schizodeme pattems of Haelll-digested kDNAs of 
11 representative strains of L. mexicana mexicana isolates 
are shown in Fig. 2. Interestingly, even though the complete 
banding pattem differs among the six groups, individual 
bands are appare.ntly similar among sorne of the groups. 

The digestion with HaeIII of isolates of group 1 showed 
4 bands (lanes 2-4). The isolates of group 11 showed 2 
distinct bands (lanes 5-7), isolates of group III consisted of 
12 bands (lane 8), isolates of group IV showed 8 bands 
(lanes 9 and 10), isolates of group V showed 3 bands (lane 
11 ), and isolates of group VI showed 2 bands (lane 12). 

The digestions of the same 11 isolates with HpaII and 
Msel confirmed the existence of six easily distinguishable 
digestion pattems in the isolates from L. mexicana mexicana 
(Figs. 3 and 4). With Hpall group I (Janes 2-4) had two 
intense bands and group 11 (Janes 5-7) showed two bands 
which seem shared with group I, yet the lower band was 
much less intense than its equivalent in group l. The digestion 
pattem of group Ill (Jane 8) was more diffuse with seven 
clearly distinguishable bands, Group IV (Janes 9 and JO) 
revealed five bands, group V (Jane 11) four bands, and group 

TABLE Jll 
Classification of Restriction Pattems of 23 Leishmania mexicana 
mexicana lsolntes 

Restriction pattems (group) 

1 
II 
Jll 
IV 
V
VI 

Jsolates of Table 1 

1,2,3,4,5,6,13, 14,15,16 
. 7,8,17 

9,IO 
18, 19,20,21,22,23 
11 
12 
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FJG, 2. Haelll restriction endonuclease-digested fragments of 
k.DNA from 11 representative Leishmania mexicana mexicana isolates. 
Lane I, molecular size markers (t/>Xl74 RF DNNHaelll fragments; 
GIBCO, BRL); Jane 2, isolate GS; Jane 3, isolate JS; Jane 4, isolate 
68; Jane 5, isolate FD; Jane 6, isolate MC; Jane 7, isolate CTC; Jane 
8, isolate RR; Jane 9, isolate AMC; Jane IO, isolate CGM; Jane 11, 
isolate 250; Jane 12, isolate 815; Jane 13, molecular size markers. 
Group 1: Janes 2 (DCLJ, 3 (LCL), 4 (LCL). Group 11: Janes 5 (DCL), 
6 (LCL), 7 (LCL). Group 111: Jane 8 (LCL). Group IV: Jane 9 (PDCL), 
JO (PDCL). Group V: Jane 1 1 (LCL). Group VI: lane 12 (LCL). 

VI (lane 12) two bands. With HpaII again, the total number 
ofbands differed between the groups, even though individual 
fragments are apparently similar between the groups. 

The digestion of the 11 isolates with MseI revealed that 
group 1 (lanes 2-4) showed three bands, group 11 (lanes 
5-7) had one band, group III (lane 8) showed one band, 
group IV (lanes 9 and 10) showed five bands, group V (lane 
11) showcd four bands, and group VI (lane 12) showed 
three bands. 

Interestingly, the L. mexicana mexicana isolates could 
consistently be classified into the same six groups with three 
of the endonucleases used (Haelll, Hpall, MseI). The only 
other two endonucleases which revealed pattems that distin
guished between groups were Dral and Alul. Both permitted 
a clear distinction of five groups (data not shown). In the 
analysis of the restriction pattems with ApaI, MboI, Kp11I, 
and Rsal, no clear difference could be detected between 
isolates (data not shown). 

All the LCL isolates had pattems belonging to any of the 
groups I, IJ, Ill, V, and VI and had no clear geographical 
distribution. All the DCL isolates could be associated only 
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FJG. 3. Hpall restriction endonuclcase-digested fragments of 
kDNA from 11 reprcscntative Leishmania mexicana mexicana isolates. 
Lane 1, molecular size markers; Jane 2, isolate GS; Jane 3, isolate JS; 
Jane 4, isolate 68; Jane 5, isolate FD; Jane 6, isolate MC; Jane 7, isolate 
CTC; Jane 8, isolate RR; Jane 9, isolate AMC; Jane JO, isolate CGM; 
Jane 1 J, isolate 250; Jane 12, isolate 815; Jane 13, molecular size 
markers. Group I: Janes 2 (DCL), 3 (LCL), 4 (LCL). Group 11: Janes 
5 (DCL), 6 (LCL), 7 (LCL). Group 111: Jane 8 (LCL). Group IV: Jane 
9 (PDCL), JO (PDCL). Group V: Jane 11 (LCL). Group VI: Jane 
12 (LCL). 

to patterns I or II. Yet most astonishingly, the PDCL isolates 
always showed only one characteristic pattem: that of group 
IV. The PDCL isolates were ali obtained in one geographical 
region of approximately 500 km2 in the State of Tabasco 
known as Chontalpa. In this particular case a clear associa
tion between a digestion pattem and a clinical disease could 
be established. 

Interestingly, the six basic digestion patterns observed in 
Mexican isolates of L. mexicana mexicana differ totally from 
the digestion pattems observed with the WHO reference 
strain of L. mexicana mexicana, as well as with the other 
WHO reference strains included in the L. mexicana complex 
(L. mexicana amazone11sis, L. mexicana venezue/ensis, L. 
mexica11a pifa11oi) (Fig. 5). The RFLP analysis of the four 
WHO reference strains of the L. mexicana complex digested 
with Hpall is shown in Fig. 5a. L. mexicana mexicana M379 
showed two bands (Jane 2), L. mexicana venezuelensis PM
H3 showed two bands (Jane 3), L. mexicana pifanoi showed 
five bands (Jane 4), and L. mexicana amazonensis PH8 
showed two bands (Jane 5). 

The digestion of the WHO reference strains with Haelll 
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FIG. 4. Msel restriction endonuclease-digested fragments of 
kDNA from 11 representative Leishmania mexicana mexicana isolates. 
Lane 1, molecular size markers; Jane 2, isolate GS; Jane 3, isolate JS; 
Jane 4, isolate 68; Jane 5, isolate FD; Jane 6, isolate MC; Jane 7, isolate 
CTC; Jane 8, isolate RR; Jane 9, isolate AMC; Jane 10, isolate CGM; 
Jane 11, isolate 250; Jane 12, isolate 815; Jane 13, molecular size 
markers. Group 1: Janes 2 (DCL), 3 (LCL), 4 (LCL). Group 11: Janes 
5 (DCL), 6 (LCL), 7 (LCL). Group 111: Jane 8 (LCL). Group IV: Jane 
9 (PDCL), 1 O (PDCL). Group V: Jane 11 (LCL). Group VI: Jane 
12 (LCL). 

are shown in Fig. 5b. L. mexicana mexica11a M379 showed 
8 bands (Jane 2), L. mexicana ve11ezuelensis PM-H3 showed 
8 bands (Jane 3), L. mexicana pifa11oi showed 10 bands 
(Jane 4 ), and L. mexicana amazonensis PH8 showed 6 bands 
(Jane 5). 

Growth of isolates in vitro. Figure 6 shows that isolates 
from groups I and II grow approximately twice as much as 
isolates from groups Jll, IV, and VI and about 25% more 
than the isolate of group V after 96 h of in vitro culture. 
Statistical analysis ofthe mean numberofparasites in groups 
I and IV using Student's t test indicated that there is a 
significant difference with t = 7.58367 and P < 0.00063. 

DISCUSSION 

Even though leishmaniasis is endemic in Mexico, little is 
known regarding the infecting species responsible for a vari
ety of clinical diseases, ranging from the most virulent forms 
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a b 
FIG. s. Restriction endonucleuse-digested fragments of WHO reference strains from the Leishmania mexicana complex. (a) Hpall: lane l, 

molecular size murkers; lane 2, M379, L m. mexicana; Jane 3, PM-H3, L m. venez11e/e11sis; Jane 4, L m. pifarwi; Jane 5, PH8, L m. amazonensis: 
(b) Haelll: Jane l, molecular size markers; lane 2, M379. L m. mexicana; Jane 3, PM-H3, L m. venezuelensis; Jane 4, L m. pifanoi; lane 5, PHS, · 
L m. amazonensis. 

of DCL to relatively benign LCL. In this work we analyzed 
23 isolates taken from patients with all forms of cutaneous 
leishmaniasis and from the states with the highest incidences 
of leishmaniasis. The isolates used in this study had pre
viously been typified with monoclonal antibodies and isoen
zymes, revealing that despite the different clinical forms of 
LCL, PDCL, and DCL, all 23 isolates belonged to the L. 
mexicana mexicana strain. We wanted 10 analyze genetic 
heterogeneity in kDNA witltin tite Mexican isolates of L. 
mexicana mexicana in an attempt to find a correlation be
tween the clinical disease and the biological or genetic char
acteristics of che isolaies. 

lnterestingly, we found that all the Mexican isolates of L. 
mexicana mexicana differed in !he endonuclease digestion 
pattem from tltat of tite WHO reference sirain (R/BZ/1962/ 
M379) of L. mexicana mexicana, isolated in Belize, Central 
America. The differences may be due to geographic factors 
and host factors, since the WHO reference strain was isolated 
from an insect, wltereas the Mexican strains were ali isolated 
from humans. The digestion patterns of the Mexican isolates 
of L. mexicana mexicana also differed from the WHO refer
ence strains for the other species of the L. mexicana complex 
(L. m. venezuelensis, L. m. amazonensis, L. m. pifanoi). 

Our results showed substantial but consistent heterogene
ity in the restriction pattem of L. mexicana mexicana with 
the use of three endonucleases with 4 bp of recognition 
sequence. Heterogeneity in the number as well as the inten
sity of the bands could be separated into six clear patterns 
in the Mexican isolates. We found tltat with HaeIII, HpaII, 
and MseI, the LCL isolates could show any five (1, 11, Ill, 
V, VI) of the six different digestion pattems, whereas DCL 
isolates were present in only lwo of the paltems (l, U). Yet 
ali the PDCL isolates had the same restriction pattem (IV). 

The most remarkable result was the evidence that kDNA 
analysis could revea! a genetic divergence that correlated 
with the clinical disease and geographic region in the case 
of the PDCL isolates. The probability that there are six 
biologically relevant groups within L. mexicana mexicana 
is high, since it was possible to consistently differentiate 
each of the 23 isolates into exactly the same group with 
three different endonucleases. 

Interestingly, the growth curve analysis of ali 23 isolates 
enabled detection of two distinct groups of growth patterns. 
Ali the parasite isolates of groups I and 11 revealed a rapid 
growth pattem that differed from those of groups Ill, IV, 
and VI, which had a characteristic slow growth pattern. 
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