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RESUMEN 

 
Los parásitos fluorescentes han demostrado ser una herramienta útil en el estudio de la 

progresión de la infección tanto en modelos in vivo como in vitro debido a la facilidad con la que se 

puede observar y cuantificar la fluorescencia expresada por el parásito. Previamente, se ha 

reportado que la expresión constitutiva de algunas proteínas fluorescentes modifica diversos 

aspectos  de los organismos. En el presente estudio se analizó si la virulencia de las cepas Lmex
sfGFP

 

y Lmex
mKate

 se modifica respecto a la cepa silvestre Lmex
WT

. Para evaluar este fenómeno, se 

caracterizó la virulencia de las distintas cepas en modelos de infección in vivo e in vitro. De manera 

general, los resultados de las infecciones in vivo mostraron que el tamaño de las lesiones, la carga 

parasitaria y los títulos de anticuerpo anti-Leishmania incrementan en los ratones infectados con 

ambas cepas fluorescentes. Particularmente, se observó que la cepa Lmex
mKate  

indujo un mayor 

incremento en los distintos aspectos evaluados en comparación con la cepa Lmex
sfGFP

. En cuanto a 

las infecciones in vitro, se observó que los macrófagos infectados con la cepa Lmex
sfGFP 

presentan 

un mayor porcentaje de infección y una mayor carga parasitaria a las 48 h de infección. Asimismo, 

se observó que esta cepa induce vacuolas parasitóforas de mayor tamaño. Además de analizar la 

infección in vivo e in vitro, se evaluó si la transfección de las proteínas fluorescentes modifica la 

expresión de LPG. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observó un incremento en la expresión 

de este factor de virulencia en los promastigotes de la cepa Lmex
mKate

. Los datos reportados en este 

trabajo demuestran que la virulencia de las cepas fluorescentes Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate 

incrementa 

respecto a la cepa no transfectada. Estos resultados revelan la importancia de evaluar si la 

transfección de genes reporteros que codifican para la expresión constitutiva de proteínas 

fluorescentes modifica la virulencia de los parásitos.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 
1.1 LEISHMANIASIS 

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por diferentes especies de 

protozoarios intracelulares obligados del género Leishmania, los cuales son trasmitidos al 

hospedero mamífero por medio de la picadura de un flebótomo hembra infectado [1]. Esta 

parasitosis presenta un rango amplio de manifestaciones clínicas que dependen de la especie y del 

sistema inmune de la persona infectada. El cuadro clínico más común es la leishmaniasis cutánea 

caracterizada por la presencia de ulceras en la piel, y el menos común es la leishmaniasis 

mucocutánea que genera lesiones deformantes en las membranas mucosas de la nariz. El único 

cuadro clínico que puede llegar a ser mortal sin un tratamiento oportuno es la leishmaniasis visceral 

que afecta a nivel sistémico al comprometer órganos internos [2, 3]. 

La leishmaniasis se considera como uno de los principales padecimientos desatendidos a 

nivel global que aqueja principalmente a sectores marginales de la población. Se estima una 

prevalencia anual de 12-14 millones de personas infectadas alrededor del mundo y se calcula que 

cada año se presentan 2 millones de casos nuevos, de los cuales se estiman que de 0.7 a 1.2 millones 

son casos de leishmaniasis cutánea y aproximadamente 300,000 casos pertenecen a la leishmaniasis 

visceral. Esta parasitosis presenta una amplia distribución geográfica que abarca regiones tropicales, 

subtropicales y templadas de al menos 90 países considerados como endémicos (Fig. 1) [4]. En el 

hemisferio oriental se han reportado casos en partes de Asia, en el Oriente Medio, al sur de Europa, 

al norte de África y en la región subsahariana. Mientras que en el hemisferio occidental la 

leishmaniasis se reporta en México, América Central y Sudamérica, con algunos casos aislados en 

Texas y Oklahoma [1, 2]. En México, la especie Leishmania mexicana es la causante de la 

leishmaniasis cutánea en sus dos formas clínicas: localizada y diseminada. En los últimos 10 años 

se ha reportado al menos un caso de leishmaniasis en la mayoría de los estados de la República 

Mexicana con excepción de Chihuahua, Tamaulipas, Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato, 

Colima, Tlaxcala y Cuernavaca. El mayor número de personas infectadas se concentra al sureste del 

país en Tabasco, Quintana Roo, Campeche, Chiapas y Veracruz (Fig. 2). Además, en la zona del 

Pacifico el estado de Nayarit reporta un número de casos elevado [5].  

Esta enfermedad representa un problema potencialmente importante debido al aumento en 

el número de casos ocasionado por los movimientos de migración e inmigración, los cambios 

medioambientales, la urbanización, la pobreza y la malnutrición [1]. 
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Figura 1. Endemismos reportados para la leishmaniasis cutánea y/o visceral para el año 2015 a 

nivel mundial. Elaboración propia. Datos obtenidos del repositorio de la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) (2015) [4]. 

Figura 2. Casos de leishmaniasis reportados en la República Mexicana durante el periodo 

2005 - 2015. Los números representan los casos confirmados por estado de las regiones más 

afectadas. Elaboración propia. Datos obtenidos del Anuario de Morbilidad (2016) [5].  
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1.2 CUADROS CLÍNICOS 

1.2.1 Leishmaniasis cutánea  

La leishmaniasis cutánea (LC) es la forma clínica más prevalente alrededor del mundo, el 

90% de los casos se presentan en Afganistán, Argelia, Brasil, Irán, Iraq, Perú, Arabia Saudita y 

Siria. Este cuadro clínico es causado por algunas especies del Viejo Mundo como L. major, L. 

tropica y L. aethiopica, y por especies del Nuevo Mundo como L. mexicana, L. amazonensis, L. 

venezuelensis, L. braziliensis, L. peruviana, L. guyanensis y L. panamensis [6, 7]. Las especies del 

Viejo Mundo por lo general causan un cuadro clínico benigno y auto-limitante, mientras que las 

especies localizadas en el continente americano desarrollan otras manifestaciones clínicas más 

severas como la leishmaniasis cutánea diseminada o la leishmaniasis mucocutánea [8]. 

La leishmaniasis cutánea localizada (LCL) es la forma clínica más benigna. Las lesiones 

cutáneas típicas de este cuadro clínico se originan semanas o meses después en los sitios en donde 

estrictamente el vector inoculo a los parásitos, ubicadas comúnmente en partes expuestas del cuerpo 

como cara, brazos y piernas [8]. Las lesiones inician como máculas que evolucionan rápidamente en 

pápulas y posteriormente pueden ulcerarse o formar lesiones crateriformes (Fig. 3A). Estas lesiones 

suelen curar por si solas en los siguientes meses, dejando como evidencia cicatrices atróficas [1, 6].  

La leishmaniasis cutánea diseminada (LCD) es de curso crónico y se desarrolla cuando los 

parásitos localizados en las lesiones primarias diseminan y generan nuevas lesiones en 

prácticamente cualquier parte del cuerpo y nunca o rara vez diseminan en el cuero cabelludo, la 

región inguinal, axilar, genitales externos, las palmas de las manos y las plantas de los pies. Las 

lesiones generalmente no ulceran (Fig. 3B) [1, 8]. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Pacientes con cuadro clínico cutáneo. A) Lesión cutánea localizada. Fotografía de C. 

Black. (Afganistán). OMS [9]. B) Diseminación de las lesiones primarias. Fotografía recuperada 

de Rincón et al. (2009) [10]. 

A B 
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1.2.2 Leishmaniasis mucocutánea 

La leishmaniasis mucocutánea (LMC) es causada por especies localizadas en el Nuevo 

Mundo, tales como L. braziliensis, L. peruviana, L. amazonensis, L. panamensis y L. guyanensis. 

Este cuadro clínico se presenta comúnmente en pacientes que presentaron en algún momento 

lesiones cutáneas localizadas. Entre el 1 y el 10% de los individuos infectados progresan de un 

cuadro cutáneo a uno mucocutáneo por metástasis de las lesiones primarias, lo cual está 

determinado tanto por el sistema inmune de la persona como por la virulencia del parásito [1, 8]. La 

característica destacada de la LMC es la evidente presencia de eritemas y ulceras alrededor de la 

nariz y los labios (Fig. 4A), que progresivamente llevan a la perforación y colapso del septo 

resultando en la desfiguración facial (Fig. 4B). Más tarde, la progresión de la infección promueve la 

destrucción de la mucosa oro-nasofaríngea, lo cual lleva a la obstrucción de las vías respiratorias 

[11]. La causa de muerte más frecuente dentro de este cuadro clínico se asocia principalmente a 

infecciones bacterianas secundarias [1].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

Figura 4. Pacientes con cuadro clínico mucocutáneo. A) Eritemas al inicio de la infección. 

Fotografía recuperada de David et al. (2009) [8]. B) Desfiguración causada por la destrucción 

del septo. Fotografía recuperada de la OMS [9].  

B A 
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1.2.3 Leishmaniasis visceral  

La leishmaniasis visceral (LV), también conocida como kala-azar, es causada por las 

especies del complejo L. donovani (L. donovani y L. infantum), capaces de migrar a través del 

sistema fagocítico mononuclear [6]. Esta enfermedad crónica afecta principalmente a niños, y puede 

llegar a ser mortal en el 90% de los casos en países en vías de desarrollo. Los síntomas que se 

presentan típicamente son malestar general, escalofríos, pérdida de peso, anorexia y molestias en la 

región abdominal lateral izquierda. Los signos asociados más comunes son fiebres irregulares, 

hepatoesplenomegalia y pancitopenia (Fig. 5A). En países endémicos de LV, como India o Sudán, 

se ha descrito una presentación clínica alterna conocida como leishmaniasis dérmica postkala-azar 

(LPDK). Esta se caracteriza por la presencia de exantemas pápulo-eritematosos, máculas 

hipopigmentadas y lesiones nodulares que aparecen en cualquier parte del cuerpo en pacientes 

aparentemente curados de la leishmaniasis visceral (Fig. 5B). La LDPK se cura espontáneamente en 

casos endémicos en África, pero raramente, o nunca, en la India [1, 7].  

 

 

 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Pacientes con cuadro clínico visceral. A) Leishmaniasis visceral típica.                      

B) Leishmaniasis dérmica postkala-azar. Fotografías recuperadas de la OMS [9]. 
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1.3 CICLO DE VIDA 

Los parásitos del género Leishmania presentan un ciclo de vida heterogéneo debido a que 

son capaces de colonizar el tracto digestivo de los vectores y el sistema fagocítico mononuclear de 

su hospedero mamífero. En los vectores, Lutzomyia para el Nuevo Mundo y Phlebotomus para el 

Viejo Mundo, se desarrollan los promastigotes de forma elongada y flagelada que miden de 10 a 20 

μm, mientras que dentro de las células hospederas los promastigotes se diferencian en amastigotes 

inmóviles y de morfología redondeada con un tamaño de 3 a 7 μm [12].  

De manera general, el ciclo de vida del parásito inicia cuando el díptero hematófago inocula 

a los promastigotes metacíclicos (estadio infectivo) en la dermis de la piel al momento de 

alimentarse de la sangre del hospedero. Una vez en el sitio de la lesión, los promastigotes resistentes 

que escapan a la lisis mediada por el complemento son fagocitados por parte de algunas de las 

células fagocíticas mononucleares, incluidos los macrófagos [12]. En el interior de estas células, los 

promastigotes pierden el flagelo y se diferencian en amastigotes, los cuales comienzan a dividirse 

activamente por fisión binaria hasta inducir la lisis celular de los macrófagos. Los amastigotes 

liberados al medio extracelular son capaces de infectar nuevas células para continuar replicándose. 

El ciclo de vida se completa cuando el vector se lleva consigo directamente los amastigotes 

liberados o los macrófagos infectados al momento de alimentarse. Dentro del tracto digestivo del 

vector, las células se lisan y los amastigotes liberados se trasforman en promastigotes procíclicos 

(estadio no infectivo). Estos promastigotes, conforme avanzan a través del intestino del díptero, 

comienzan a replicarse y diferenciarse en diversos estadios morfológica y bioquímicamente 

distinguibles hasta madurar en promastigotes metacíclicos ubicados detrás de la válvula estomodeal, 

a la altura de la probóscide. Una vez alcanzado el estadio infectivo, los promastigotes pueden ser 

trasmitidos nuevamente a otro individuo sano ante una nueva ingesta de sangre por parte del vector 

infectado, iniciándose nuevamente el ciclo de vida del parásito (Fig. 6) [13].  
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Figura 6. Ciclo de vida de Leishmania. 1) Inoculación de promastigotes metacíclicos.                

2) Fagocitosis. 3) Diferenciación a amastigotes. 4) Replicación intracelular. 5) Lisis celular.       

5´) Reinfección de macrófagos. 6) Infección del vector con amastigotes. 7) Transformación a 

promastigotes procíclicos. 8) Replicación y diferenciación de promastigotes metacíclicos. 

Elaboración propia. 

1.4 TAXONOMÍA  

La clasificación taxonómica del género Leishmania se ha construido con base en criterios 

extrínsecos e intrínsecos del parásito, dentro de los cuales se incluye la distribución geográfica, el 

desarrollo del parásito dentro del intestino del vector y factores bioquímicos y moleculares [14, 15].  

El género Leishmania se divide en dos linajes mayores, referidos como la sección 

Euleishmania y Paraleishmania. La primera sección incluye a los subgéneros L. (Sauroleishmania) 

que corresponde a especies descritas únicamente en lagartijas, L. (Leishmania) que incluye a 

complejos de especies con un desarrollo en la región anterior al píloro dentro del tubo digestivo del 

vector, y por último se encuentra el subgénero L. (Viannia) el cual es exclusivo para complejos de 

especies del Nuevo Mundo cuyo desarrollo se lleva a cabo en el píloro y en la región posterior del 

tubo digestivo. Las especies que no clasifican dentro de estos subgéneros se incluyen en la sección 

Paraleishmania, sin embargo, la historia evolutiva de este linaje es desconocido (Fig. 7) [15 - 17]. 
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Figura 7. Taxonomía del género Leishmania. A la derecha de algunas especies se muestra el 

cuadro clínico más comúnmente asociados. Modificado de Van der Auwera et al. (2015) [17].   
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1.5 FACTORES DE VIRULENCIA 

Los factores de virulencia son moléculas localizadas en la superficie del parásito 

considerados como determinantes evasivos/invasivos que participan en el establecimiento y la 

sobrevida del parásito en el interior de su célula hospedera. Estos factores de virulencia incluyen a 

glicoconjugados tales como la glicoproteína de 63 kDa (GP63) y el lipofosfoglicano (LPG) [18].  

 
1.5.1 Lipofosfoglicano 

El LPG es uno de los componentes más abundantes del glicocálix de los promastigotes que 

recubre la superficie celular del parásito. Esta molécula está compuesta por una cadena de unidades 

repetitivas de fosfoglicano (Galβ1,4 Man-PO4) unida a un centro de glicano insertado en la 

membrana a través de un ancla de 1-O-alkyl-2-lisofosfatidilinositol. En el extremo de la molécula 

se localiza un dominio terminal formado por oligosacáridos que varían dependiendo de la especie 

de Leishmania [19, 20]. Durante el ciclo de vida del parásito se llevan a cabo diversas 

modificaciones en la estructura de LPG importantes en la sobrevida y diferenciación del parásito. 

Por ejemplo, se ha visto que las unidades repetitivas de fosfoglicano aumentan al doble en los 

promastigotes metacíclicos, además, se han identificado cambios en la composición del dominio 

terminal durante la metaciclogénesis de algunas especies [21].   

Este glicoconjugado participa en el establecimiento de la infección en la célula hospedera, 

ya que contribuye con la evasión de los factores líticos del complemento, con la infección de los 

macrófagos junto con la inhibición de su actividad microbicida y con la sobrevida y diferenciación 

del parásito [18]. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Estructura representativa de LPG de Leishmania. El esquema representa los 4 

dominios estructurales de la molécula: dominio terminal, cadena de unidades repetitivas de 

fosfoglicano, centro de glicano y ancla lipídica. Recuperado de  Franco et al. (2012) [22].  
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1.6 MECANISMOS DE EVASIÓN DEL SISTEMA INMUNE 

El establecimiento y la progresión de la infección involucran una serie de estrategias 

utilizadas por el parásito para evadir diversos mecanismos propios del hospedero que participan en 

la resolución de la enfermedad [23].  

 
1.6.1 Complemento  

El primer mecanismo del sistema inmune innato que debe evadir el parásito es el sistema 

del complemento, el cual lisa aproximadamente al 90% de los promastigotes mediante el complejo 

de ataque a membrana (MAC) [24]. Los promastigotes resistentes que logran sobrevivir a este 

mecanismo mediante su inactivación o evasión, poseen un grueso glicocálix compuesto por 

diversos factores de virulencia [25]. GP63 inhibe la lisis mediada por el complemento al 

incrementar la conversión de C3b en su forma inactiva C3bi y al reducir la fijación de las fracciones 

terminales C5-C9 a la superficie del parásito. En cuanto a LPG, se sabe que inhibe la formación de 

C5 convertasa y de igual forma bloquea la unión de las subunidades terminales del MAC [24, 26]. 

La inactivación de este mecanismo de defensa innato no solo contribuye a la sobrevida extracelular 

de Leishmania, sino que también participa en la fagocitosis del parásito al inducir la liberación de 

C3a y C5a que atraen respectivamente a neutrófilos y monocitos al sitio de infección [27].    

 
1.6.2 Fagocitosis 

Los promastigotes resistentes que sobreviven a la lisis mediada por el complemento son 

fagocitados por los macrófagos mediante la participación de diversos receptores que inhiben 

algunos de los mecanismos microbicidas de las células. Por ejemplo, los receptores de 

complemento 1 (CR1) y 3 (CR3) que reconocen a las opsoninas C3b y C3bi, inhiben la inflamación 

y el estallido oxidativo de los macrófagos [26, 28]. Por otro lado, se ha visto que los promastigotes 

también pueden ser internalizados mediante la interacción de LPG con la proteína C reactiva (CRP) 

o mediante el receptor de manosa-fucosa [28, 30]. 

Los neutrófilos atraídos al sitio de infección mediante la quimiocina MCP-1 secretada por 

macrófagos infectados, también son capaces de fagocitar a los parásitos de manera transitoria [31]. 

Al entrar en apoptosis, los neutrófilos infectados son fagocitados por los macrófagos dentro de los 

cuales los parásitos son liberados. De este modo, Leishmania utiliza a estas células como “caballos 

de Troya” no solo para evadir la lisis por el complemento sino también para entrar a su célula 

hospedera de manera silenciosa [32].  
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1.6.3 Funciones efectoras de los macrófagos  

Una de las estrategia utilizadas por los parásitos para promover su sobrevida intracelular y 

posterior diferenciación, es la formación de vacuolas parasitóforas (PVs) mediante la modificación 

del compartimento endosomal formado tras sus internalización [33]. Algunas de estas 

modificaciones incluyen el retraso de la maduración del fagosoma a través de LPG, el cual induce 

la acumulación de F-actina en la periferia de la vesícula para forma una barrera física que impide el 

tráfico vesicular y el ensamblaje de la NADPH oxidasa necesaria para la producción de especies 

reactivas de oxigeno (ROS) y la activación del estallido oxidativo [30]. Además, los parásitos son 

capaces de bloquear el reclutamiento de la ATPasa o de neutralizar las enzimas hidrolíticas para 

impedir la acidificación del fagolisosoma y permitir la diferenciación de los promastigotes a 

amastigotes, los cuales son resistentes al ambiente hidrolítico de la célula hospedera [28].  

Otra estrategia utilizada por el parásito para evadir la acción microbicida del macrófago es 

la inhibición de diferentes vías de señalización. Se ha demostrado que LPG inhibe la activación de 

la proteína quinasa C (PKC) debido a que impide la unión del calcio y del diacilglicerol a esta 

proteína. Además, este glicolípido induce el reclutamiento de PTPs que inactivan a la proteína 

cinasa activada por mitógeno (MAPK) [28, 34]. La inactivación de dichas vías afecta la producción 

de moléculas efectoras contra el parásito como el óxido nítrico (NO) o intermediarios reactivos de 

oxígeno (ROI) y modifica el perfil de citocinas secretado por las células infectadas [26].  

 
1.6.4 Secreción de citocinas  

Leishmania inhibe la producción de citocinas inflamatorias con el fin de prevenir una 

respuesta inmune protectora. Por ejemplo, el parasito inactiva diferentes factores de transcripción 

como AP-1, NF-κB y STAT-1α que inducen la producción de IFN-, TNF-α e IL-12 [26, 28 & 34]. 

Estas citocinas son esenciales en la resolución de la enfermedad debido a que se asocian a una 

respuesta celular tipo Th1que promueve la producción de IFN-γ, el cual activa la síntesis de la  

iNOS en los macrófagos infectados para la producción de NO [28]. Por otro lado, el parásito induce 

la secreción de citocinas anti-inflamatorias como TGF-β e IL-10, las cuales bloquean la activación 

del macrófago al inhibir la producción de citocinas inflamatorias y disminuyen la presentación 

antigénica [28, 29]. 
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1.6.5 Anticuerpos específicos contra Leishmania 

La respuesta de anticuerpos específicos contra el parásito se ha asociado con la progresión 

de la infección tanto en el modelo de susceptibilidad como en el de resistencia a la leishmaniasis 

debido a que se inhibe la respuesta celular tipo Th1 [35]. Particularmente, se ha demostrado que la 

inmunoglobulina G (IgG), además de acelerar el proceso de fagocitosis mediante la opsonización de 

los amastigotes, actúa como un factor de virulencia para el parásito debido a que induce la 

producción de IL-10 e inhibe la secreción de IL-12 al interaccionar con el receptor Fc (FcγR) de 

los macrófagos [36]. En la infección con L. mexicana se ha observado que la subclase IgG1 induce 

la producción de esta citocina a través de FcyRIII [37].  

  

1.6.6 Presentación antigénica  

Además de evadir la respuesta innata del hospedero, Leishmania modula negativamente la 

respuesta inmune adaptativa mediada por los linfocitos T al intervenir en la presentación antigénica. 

Por ejemplo, el parásito interfiere en el acoplamiento de los antígenos al complejo mayor de 

histocompatibilidad II (MHCII) y secuestra o degrada a las moléculas MHCII localizadas dentro del 

fagolisosoma. Asimismo, se ha visto que la infección disminuye la expresión de moléculas 

coestimuladoras como CD80, CD40 e ICAM-1. Esta disminución no solo conduce a una activación 

subóptima de los linfocitos T, sino que también  induce la producción de citocinas tipo Th2 que en 

última instancia lleva a la inhibición de la actividad microbicida de los macrófagos dada por la 

inhibición de la iNOS [26, 28 & 34]. Adicionalmente, la activación de los linfocitos T CD4 es 

atenuada por GP63, ya que degrada al co-receptor CD4 localizado en la superficie celular [30]. 

 

 

 

 

 

 

 



13 

1.7 PARÁSITOS FLUORESCENTES 

El desarrollo de parásitos transgénicos que expresan constitutivamente diferentes proteínas 

fluorescentes ha permitido caracterizar la infección causada por Leishmania en modelos in vivo, ex 

vivo e in vitro. Por ejemplo, mediante el monitoreo no invasivo de la fluorescencia en tiempo real se 

ha cuantificado la carga parasitaria en el sitio de inoculación de los parásitos y en los órganos 

internos en los cuales visceralizan algunas especies [38, 39]. Asimismo, mediante 

inmunofluorescencias de tejidos infectados con parásitos fluorescentes se ha determinado que el 

mayor número de células infectadas durante las primeras 18 h de infección son los neutrófilos, sin 

embargo, este número decrece paulatinamente y comienza a aumentar el número de macrófagos 

infectados a las 24 h, así como las células de Langerhans a los seis días post-infección [40]. Por otro 

lado, se han utilizado parásitos fluorescentes para evaluar la eficacia de diferentes compuestos 

leishmanicidas en cultivos axénicos o en infecciones in vitro de distintas líneas celulares [41].  

 
1.7.1 Transfección constitutiva  

Numerosos autores han reportado la integración de proteínas fluorescentes mediante la 

transfección de vectores al genoma del parásito [42 - 50]. Uno de los plásmidos más comúnmente 

utilizados para la integración de genes en Leishmania es el sistema pLEXSY, mediante el cual por 

recombinación homóloga se integra un casete de expresión en el locus 18S rRNA (ssu) transcrito 

por la RNA polimerasa I en ambas formas del parásito (Fig. 8) [51]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Sistema de expresión pLEXSY. El casete de expresión de copia única se integra al 

locus cromosomal 18S rRNA (ssu) mediante recombinación homóloga por medio de la 

linealización de los fragmentos de la subunidad pequeña del rRNA (5´ssu - 3´ssu). El cluster, 

compuesto por la secuencia del gen reportero y de resistencia a antibiótico, es transcrito por la 

RNA polimerasa I endógena. Recuperado de Misslitz et al. (2009) [51].   
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1.7.2 Proteínas reporteras 

Las proteínas reporteras son moléculas capaces de emitir luminiscencia de forma intrínseca 

una vez que son excitadas a determinadas longitudes de onda [52]. Estas proteínas no requieren de 

cofactores ni componentes enzimáticos para su expresión debido a que el cromóforo, responsable de 

la absorción y emisión de la luz, se encuentra codificado en la secuencia de aminoácidos del gen 

reportero [53].  Actualmente se encuentran disponibles numerosas proteínas en una amplia gama de 

colores y características bioquímicas distintivas que pueden ser monitoreadas mediante microscopia 

de epifluorescencia y citometría de flujo [39, 54].  

La proteína fluorescente más utilizada como molécula reportera es la proteína verde 

fluorescente (GFP), descubierta en 1962 como un bioproducto de la extracción de la aquorina de la 

medusa bioluminiscente Auquorea victoria [55]. Esta proteína de 238 residuos de aminoácidos 

adopta una estructura característica en forma de lata denominada β-barril. Al centro de dicho 

cilindro se localiza horizontalmente el cromóforo formado por los aminoácidos Serina-65, Tirosina-

66 y Glicina-67, el cual absorbe y emite luz fluorescente a 475 y 508 nm respectivamente [56, 57]. 

Además de la GFP, se han identificado y clonado otras proteínas fluorescentes en distintas especies 

de cnidarios [43]. Por ejemplo, la proteína rojo fluorescente brillante (eqFP578) de 231 residuos de 

aminoácidos deriva de la anemona marina Entacmaea quadricolor. Esta proteína, con un espectro 

de absorción y emisión de 552 y 578 nm respectivamente, presenta una estructura terciaria similar a 

la GFP, sin embargo, su fluoróforo está formado por  Metionina-63, Tirosina-64 y Glicina-65 [58]. 

A partir del descubrimiento de las primeras proteínas fluorescentes, en los últimos años se 

han modificado las secuencias de residuos de aminoácidos de estas proteínas con el fin de obtener 

variantes de mayor utilidad como moléculas reporteras. Por ejemplo, se han introducido mutaciones 

específicas para aumentar la velocidad de maduración y la intensidad de la fluorescencia o para 

mejorar el plegamiento a 37°C y aumentar la resistencia a la desnaturalización [59]. 

Particularmente, la proteína GFP se modificó para producir la variante sfGFP (λex 488 nm y λem 510 

nm). Esta proteína modificada, al presentar una mayor tolerancia a la reorganización en la secuencia 

de aminoácidos y una mejor cinética de plegamiento, es más estable y expresa niveles mayores de 

fluorescencia [60]. De igual modo, a partir de la proteína dimérica eqFP578 se obtuvo la proteína 

TagFP635 (mKate) (λex 588 nm y λem 635 nm), la cual es significativamente más brillante, estable y 

presenta una maduración más rápida debido a su estructura monomérica. Además, el espectro de 

emisión de luz difiere al de su proteína progenitora, por lo cual se agrupa dentro de las proteínas de 

rojo lejano [58, 61]. 
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1.7.3 Inmunogenicidad y toxicidad de las proteínas reporteras 

Las proteínas fluorescentes han sido ampliamente utilizadas como sistemas reporteros en 

gran variedad de modelos biológicos, sin embargo, existe evidencia circunstancial que sugiere su 

inmunogenicidad y citotoxicidad [62]. Estudios previos han demostrado el desarrollo de una 

respuesta inmune específica hacia los antígenos de las proteínas fluorescentes procesados por las 

células presentadoras de antígeno (APCs). Particularmente, se ha visto que la proteína GFP y sus 

variantes modificadas inducen la activación y diferenciación de los linfocitos T citotóxicos (CTL) a 

través de la presentación por MHC clase I en el modelo experimental de sarcoma CMS4 de ratones 

BALB/c [63]. La activación de los linfocitos CD8+ se ha relacionado con la toxicidad de estas 

proteínas debido a que induce la liberación de moléculas citotóxicas como la granzima B que 

facilita la liberación de ROS mitocondrial y la subsecuente muerte celular [64]. También se ha 

demostrado que el estrés oxidativo inducido por la expresión de algunas proteínas reporteras 

promueve la liberación de peróxido de hidrogeno (H2O2) y superóxido (O2-) asociadas con la 

apoptosis de las células [65]. Otro mecanismo relacionado con la citotoxicidad de las proteínas 

fluorescentes es la sobrexpresión de la proteína apoptótica CPP32, la cual se ha visto que induce 

apoptosis en diversas líneas celulares transfectadas con GFP [66].  

 

1.7.4 Alteración de la virulencia por la expresión de proteínas reporteras 

La mayoría de los estudios han reportado que la expresión de las proteínas fluorescentes 

conlleva un costo en la adecuación de los patógenos debido a que impactan negativamente en la 

capacidad infectiva y replicativa de los organismos. Por ejemplo, Knodler et al. (2005) demostró 

que el porcentaje de infección de macrófagos murinos y células epiteliales disminuye 

significativamente en las cepas de Salmonella enterica que expresan las proteínas fluorescentes 

DsRed y GFP [67].  Asimismo, la expresión constitutiva de la proteína GFP disminuye la tasa de 

crecimiento de tres diferentes serotipos de Salmonella [68]. Además, Rang et al. observó que el 

tiempo de generación de diferentes enterobacterias verdes fluorescentes aumenta conforme 

incrementa la expresión de GFP [69]. Por último, Mutoji et al. observó que la sobrexpresión de la 

proteína GFP reduce significativamente la virulencia de Mycobacterium marinum [70]. En 

Leishmania se ha visto que la transfección constitutiva de algunas proteínas reporteras modifica el 

comportamiento de los parásitos al aumentar su replicación e infectividad tanto en modelos in vivo 

como in vitro [48, 50]. Sin embargo, esta observación no es constante entre las diferentes especies 

de Leishmania, ya que se ha visto que algunas cepas fluorescentes no difieren en comparación a los 

parásitos no modificados [45, 47].     
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2. JUSTIFICACIÓN  

 
El desarrollo de parásitos fluorescentes representa un método valioso para el estudio de la 

infección causada por los parásitos del género Leishmania. Por ejemplo, mediante la detección no 

invasiva de la fluorescencia se ha identificado y cuantificado la presencia de parásitos en los 

diferentes tejidos de los animales infectados. Esta estrategia ha permitido reducir el número de 

animales utilizados en los diferentes trabajos de investigación debido a que se puede utilizar el 

mismo animal para seguir el curso de la infección en tiempo real. Asimismo, los parásitos 

fluorescentes han permitido evaluar más rápidamente la actividad leishmanicida de múltiples 

fármacos en la forma clínica relevante de la enfermedad, de manera que se han identificado un 

mayor número de compuestos contra el parásito que pueden ser probados en los pacientes 

diagnosticados con leishmaniasis.  

Los parásitos modificados para la expresión de proteínas fluorescentes deben ser capaces de 

reproducir la infección natural causada por las cepas silvestres en los diferentes modelos 

experimentales con el fin de obtener resultados confiables. Por consiguiente, es fundamental validar 

el uso de estas cepas antes de llevar acabo los ensayos antes mencionados. Muy pocos trabajos han 

evaluado si la virulencia de los patógenos genéticamente modificados se altera respecto a las cepas 

parentales. En algunos casos se ha reportado que la expresión constitutiva de diversas proteínas 

fluorescentes modifica la capacidad replicativa, infectiva y competitiva de los patógenos. 

Particularmente, en algunas especies de Leishmania se ha visto que la virulencia de los parásitos 

incrementa en las cepas transfectadas para la expresión de proteínas fluorescentes. Por lo tanto, la 

importancia de este trabajo de investigación consiste no solo en validar el uso de parásitos 

genéticamente modificados, sino también determinar si la expresión constitutiva de diversas 

proteínas exógenas modifica la virulencia de los parásitos.  
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3. HIPÓTESIS  

 
La virulencia de L. mexicana transfectada con los genes de las proteínas fluorescentes 

sfGFP o mKate aumenta respecto a la cepa no transfectada.  

 

 

4. OBJETIVOS 

 
4.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la virulencia de las cepas fluorescentes Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

 se modifica 

respecto a la cepa Lmex
WT

. 

 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Corroborar la expresión de las proteínas fluorescentes en las cepas Lmex
sfGFP 

y Lmex
mKate

. 

2. Evaluar la evolución de la enfermedad en los ratones infectados con las cepas transfectadas 

Lmex
sfGFP 

y Lmex
mKate

.  

3. Analizar la carga parasitaria en las orejas y ganglios cervicales de los ratones infectados.  

4. Cuantificar los títulos de anticuerpos anti-Leishmania en los sueros de ratones infectados. 

5. Analizar la infección in vitro en macrófagos murinos infectados con las cepas fluorescentes 

Lmex
sfGFP 

y Lmex
mKate

. 

6. Analizar la sobrevivida intracelular de los parásitos fluorescentes en macrófagos murinos. 

7. Analizar la expresión de LPG en promastigotes fluorescentes. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

 
5.1 Ratones  

Se usaron ratones singénicos de 12-14 semanas de edad de la cepa BALB/c. La 

reproducción, alimentación y condiciones de luz-obscuridad de los animales estuvo a cargo del 

bioterio de la Unidad de Investigación en Medicina Experimental (UIME) de la Facultad de 

Medicina, UNAM. El manejo, cuidado y el método de eutanasia se llevó a cabo de acuerdo a la 

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, especificaciones técnicas para la producción, 

cuidado y uso de los animales de laboratorio.  

 

5.2 Parásitos y cultivo 

La cepa silvestre (Lmex
WT

) (MNYZ/BZ/62/M379) y las transfectadas con las proteínas 

sfGFP (Lmex
sfGFP

)
 
y mKate (Lmex

mKate
)

 
mediante el sistema de expresión pLEXSY fueron 

proporcionadas por el laboratorio de inmunoparasitología de la UIME. La virulencia de cada una de 

las cepas se mantuvo inoculando constantemente 10 x 10
6 
de promastigotes en fase estacionaria en 

el cojinete plantar de ratones susceptibles BALB/c.  

El cultivo de promastigotes se inició a partir de los amastigotes aislados mediante el 

aspirado de las lesiones de los ratones previamente infectados. Los amastigotes se aislaron 

utilizando jeringas de insulina con un calibre de 25 G con la finalidad de lisar por acción mecánica 

las células infectadas y de esta forma liberar a los amastigotes intracelulares. El medio de cultivo 

para promastigotes en el que se crecieron las diferentes cepas consistió de medio M199 (Sigma, 

USA)  suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (SFB, GIBCO - Life Technologies, 

Grand Island, NY, USA) descomplementado por calor a 56° C durante 30 minutos. Los cultivos se 

iniciaron con 1 x 10
6 
de promastigotes / mL en botellas de 25 cm

2 
en un volumen final de 10 mL de 

medio y se incubaron a temperatura ambiente. Para mantener el cultivo de promastigotes, se 

transfirió el mismo número de parásitos a botellas con medio de cultivo fresco cada 3-4 días durante 

la fase logarítmica del parásito, con un máximo de cinco pases por aislado.  
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5.3 Visualización de la fluorescencia expresada por los parásitos 

Los promastigotes de cada una de las cepas mantenidas en cultivos axénicos fueron 

cosechados mediante centrifugación a 3500 rpm durante 15 minutos. Los botones obtenidos se 

lavaron 2 veces con buffer de fosfatos 0.1 M con pH de 7.4 (PBS) y se resuspendieron en 100 μL de 

PBS. Para la visualización de la fluorescencia expresada por las cepas Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

 se 

tomó una muestra de 10 μL y se extendió sobre un portaobjetos limpio. Las muestras se observaron 

en un microscopio de epifluorescencia Nikon Microphot - FXA equipado con filtro verde (XF22) y 

rojo (XF40), y una cámara Nikon DXM1200F. Además, la fluorescencia de los promastigotes de la 

cepa silvestre y transfectadas se corroboró mediante el análisis por citometría de flujo (Apéndice A) 

utilizando el citómetro BD FACSCanto™ II y el programa Flowjo v. 10. La fluorescencia de los 

amastigotes dentro del macrófago se observó mediante microscopia confocal (Leica TCS SP5). 

 

5.4 Infección de ratones BALB/c  

A partir de los cultivos axénicos se cosecharon promastigotes en fase estacionaria por 

centrifugación a 3500 rpm durante 15 minutos. Para eliminar el medio de cultivo, los parásitos se 

lavaron dos veces con PBS y se ajustaron a 1 x 10
6 
de promastigotes por cada 5μL de PBS mediante 

el conteo en cámara de Neubauer. Los ratones se infectaron en la dermis de la oreja con jeringas de 

insulina cargadas con 1 x 10
6 

de promastigotes resuspendidos en 5 μL de PBS. Previamente estos 

ratones fueron anestesiados por la inhalación de Isoflurano (Sofloran®) y se desinfecto la zona de 

inoculación con etanol al 70 %. El incremento en el tamaño de la lesión fue monitoreado durante 6 

semanas mediante la medición del incremento de la dermis utilizando un vernier digital. Para el 

desarrollo de los ensayos posteriores todos los ratones fueron anestesiados y sacrificados por 

dislocación cervical.  

 

5.5 Cuantificación de la carga parasitaria 

La carga parasitaria se cuantificó mediante la técnica de dilución limitante descrita 

inicialmente por Titus et al. (1985) [71]. Brevemente, la oreja y el nódulo linfático derecho de cada 

uno de los ratones infectados fueron extraídos en condiciones de esterilidad. Los ganglios extraídos 

fueron colocados en PBS frio, mientras que las orejas infectadas fueron afeitadas con crema 

depilatoria corporal, desinfectadas con etanol al 70 % y colocadas en PBS frío. Posteriormente, las 
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orejas se incubaron con 0.9 % (v/v) de colagenasa durante 2 horas a 37°C - 5 % CO2 y se separaron 

las láminas dérmicas. Los ganglios y las láminas dérmicas fueron homogenizadas por separado en 

PBS utilizando émbolos metálicos estériles. El homogeneizado obtenido se colectó y centrifugó a 

70 x g durante un minuto para eliminar los restos de tejido. A continuación, los parásitos se 

centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos y se resuspendieron en RPMI - 1640 (Gibco, USA) 

suplementado con 10 % de SFB. A partir de este stock de parásitos se llevaron a cabo 12 diluciones 

seriadas 1:10 en placas de 96 pozos de fondo plano (Corning, Life Sciences, NY, USA) 

previamente preparadas con agar - sangre de conejo al 10 % (v/v) para ayudar al crecimiento de los 

parásitos. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 26° C durante 7 días. Transcurrido 

este tiempo se examinó el crecimiento de los parásitos en cada uno de los pozos utilizando un 

microscopio óptico invertido con una magnificación de 40 x. La última dilución en la cual se 

observó al menos un parásito viable fue el título final seleccionado para el reporte de la carga 

parasitaria, expresada como - log10.  

 

5.6 Cuantificación de títulos de anticuerpo anti-Leishmania 

La sangre de los ratones previamente infectados fue extraída mediante punción cardiaca 

para la cuantificación de títulos anti-Leishmania. Para la separación del suero, la sangre total se dejó 

coagular durante 15 minutos a 37° C y se centrifugó a 2500 rpm durante 10 minutos. El suero 

recuperado fue almacenado a - 20° C para el posterior análisis de anticuerpos. Los títulos anti-

Leishmania fueron cuantificados mediante el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima tipo 

sándwich (ELISA). Brevemente, el antígeno total de promastigotes de L. mexicana se fijó en placas 

de 96 pozos EIA/RIA (Corning, Life Sciences, NY, USA) en una concentración de 0.6 μg/mL 

durante 1 hora en cámara húmeda. Posteriormente, se bloquearon todos los sitios de unión a la placa 

con caseína al 5 % disuelta en NaOH 0.1 N durante 1 hora. Al término de esta incubación, se 

agregaron los sueros de los ratones infectados en dilución 1:100 y se incubaron durante 2 horas a 

temperatura ambiente en cámara húmeda. A continuación se añadió el anticuerpo secundario anti-

IgG de ratón conjugado a peroxidasa de rábano picante (HRP) en dilución 1:4,000 y se incubó 

durante 30 minutos. Las muestras fueron reveladas con una solución compuesta en volúmenes 

iguales de sustrato de peroxidasa (Tetrametilbencidina - TMB) y solución de peroxidasa B durante 

30 minutos en oscuridad, la reacción se paró con ácido fosfórico 1 M. Las muestras se leyeron a 405 

nm utilizando un lector de ELISA para microplacas (BioTek Instruments Inc.).  
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5.7 Obtención de células de médula ósea de ratón  

Los macrófagos utilizados para los posteriores ensayos se diferenciaron a partir de células 

precursoras presentes en la medula ósea de los huesos largos de ratones BALB/c. Brevemente, se 

extrajo la tibia y el fémur de cada uno de los ratones teniendo el cuidado de no fisurar ninguno de 

los huesos. Posteriormente, se removió el músculo de cada pieza ósea y utilizando gasas estériles se 

retiró el resto de tejido adherido. Los huesos limpios e intactos se colocaron en etanol al 70 % 

durante 3 minutos para eliminar posibles agentes patógenos y se mantuvieron en PBS con 2 % de 

penicilina/estreptomicina (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Para la expulsión de 

la médula ósea, se cortaron las epífisis de cada hueso y se inyectó PBS que fue recolectado en tubos 

cónicos de 50 mL utilizando una jeringa de 10 mL acoplada a una aguja de 25 G. La suspensión 

celular se dejó reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos para eliminar los restos óseos 

por sedimentación. Posteriormente, las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 minutos a 

20° C y se resuspendieron en RPMI - 1640. Los leucocitos presentes en la médula ósea (BMLK´s) 

se contaron en cámara de Neubauer, excluyendo los eritrocitos por forma y tamaño y a las células 

muertas utilizando azul de tripán (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). 

 

5.8 Cultivo de macrófagos derivados a partir de precursores de médula ósea   

Para la diferenciación de macrófagos murinos a partir de las células precursoras de médula 

ósea, se sembraron 2 x 10
6 

de BMLK´s en cajas de Petri bacteriológicas de 100 mm (BD Falcon, 

Bedford, MA, USA) resuspendidas en 10 mL de RPMI - 20%SFB suplementado con el 20 % del 

sobrenadante de la línea celular L929, productora de M-CSF para la diferenciación de colonias de 

macrófagos [72]. Las cajas de Petri se mantuvieron en incubación durante 7 días a 37°C con una 

atmósfera del 5 % de CO2. Transcurrido este tiempo, se decantó el medio de cultivo y se 

desprendieron los macrófagos mediante el pipeteo de PBS frío sobre cama de hielo. Las células 

colectadas se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 minutos a 4° C y se resuspendieron en RPMI - 

10% SFB para su uso en los subsiguientes ensayos.  
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5.9 Ensayo de fagocitosis  

En placas para cultivo celular de 24 pozos (Corning, Life Sciences, NY, USA) se colocaron 

cubreobjetos redondos previamente desengrasados y esterilizados. En cada uno de los pozos se 

colocaron 5 x 10
5
 macrófagos resuspendidos en medio de cultivo y se centrifugaron a 1200 rpm 

durante 3 minutos. Las células se dejaron adherir a los cubreobjetos redondos durante 24 horas a 

37° C - 5%CO2. Transcurrido este tiempo, se retiró el sobrenadante y se hicieron 2 lavados con PBS 

a temperatura ambiente para retirar las células no adheridas. Los macrófagos se infectaron con 

promastigotes en fase estacionaria en una relación 1:10 durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Adicionalmente, para sincronizar la infección y poner en contacto células y parásitos la placa se 

centrifugo a 1200 rpm durante 3 minutos. Posteriormente, los pozos se lavaron con PBS y las 

células se fijaron con etanol al 96% durante 3 minutos. Por último, los macrófagos se tiñeron con 

Giemsa (Sigma, USA) diluido 1:20 durante 15 minutos en agitación constante. Transcurrido el 

tiempo de tinción, las preparaciones se lavaron con agua corriente para retirar el exceso de colorante 

y se dejaron secar con el ambiente. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos limpios utilizando 

resina sintética. Las preparaciones se observaron y fotografiaron a una magnificación de 60x con un 

microscopio Nikon Microphot - FXA equipado con una cámara Nikon DXM1200F. El porcentaje 

de infección se calculó mediante el conteo de las células infectadas en un total de 100 células 

distribuidas a lo largo de 5 fotografías tomadas. Además, se cuantificó el número de parásitos 

fagocitados por los macrófagos infectados, y el número y área de las vacuolas parasitóforas 

utilizando el Software ImageJ V1.50i. 

 

5.10 Ensayo de sobrevida intracelular 

En placas de cultivo celular de 96 pozos se colocaron 2 x 10
5
 macrófagos resuspendidos en 

RPMI - 10%SFB y se dejaron incubar a 37° C - 5%CO2 durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, 

los macrófagos se infectaron y lavaron como se describió anteriormente y la placa se incubó durante 

2 horas a 37° C - 5%CO2. Posteriormente, se decantó el sobrenadante y se lavaron los pozos con 

PBS para eliminar el exceso de los parásitos no fagocitados. A continuación, las placas se incubaron 

a 37° C - 5%CO2 durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se adicionó M199 - 10%SFB y la 

placa se incubó una última vez durante 48 horas a 26° C para suscitar la muerte de las células y 

permitir la salida de los parásitos. La sobrevida intracelular de cada una de las cepas se evaluó a las 

48 horas mediante el conteo de promastigotes liberados al medio de cultivo.  
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5.11 Tinción de parásitos con anti-LPG 

Para la tinción de LPG los promastigotes de recién aislado se cosecharon en el quinto día de 

crecimiento, se lavaron con PBS y se colocaron 1.5 x 10
6
 de parásitos para cada una de las 

condiciones en tubos eppendorf de 1.5 mL. Los promastigotes se fijaron con paraformaldehido al 2 

% durante 15 minutos a 4°C y se permeabilizaron con Perm/Wash 1X (BD Biosciences). 

Posteriormente, los parásitos se resuspendieron con el anticuerpo primario anti-LPG (generado en 

nuestro laboratorio contra LPG de L. mexicana) en dilución 1:25 en Perm/Wash y se incubaron 

durante 20 minutos en frío. Transcurrido el tiempo de incubación, las células volvieron a lavarse 

con Perm/Wash y se tiñeron con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón marcado en Cy5 

(Zymed®) en dilución 1:200 durante 20 minutos en obscuridad para evitar la excitación del 

fluorocromo. Finalmente, los parásitos se lavaron una última vez con Perm/Wash y posteriormente 

se resuspendieron en PBS para ser analizados en el citómetro de flujo. Los parásitos del control 

negativo se marcaron únicamente con el anticuerpo primario (s/teñir), y los del control de isotipo 

solamente se tiñeron con el anticuerpo secundario. La expresión de LPG se determinó mediante 

citometría de flujo usando el programa BD FACSDiVa 6.0.  

 

5.12 Análisis estadístico  

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo en el programa GraphPad Prism versión 5 para 

Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). Se utilizaron las pruebas U Mann 

Whitney y Kruskal-Wallis con una prueba post-hoc de Dunn´s para la comparación entre grupos. 

Los valores de p < 0.05 fueron considerados como estadísticamente significativos.  
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6. RESULTADOS 

 
6.1 Expresión de las proteínas sfGFP y mKate en promastigotes y amastigotes  

La fluorescencia de las cepas Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

 se verificó mediante microscopia 

confocal y de epifluorescencia en ambas formas del parásito. La fluorescencia expresada por ambas 

proteínas reporteras se observó en los promastigotes de cultivo axénico y en los amastigotes 

localizados al interior de los macrófagos (Fig. 10). A partir de estas micrografías se confirmó la 

fluorescencia de las cepas Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

 utilizadas a lo largo de los diferentes ensayos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Micrografías de fluorescencia de L. mexicana transfectada con las proteínas sfGFP 

(Lmex
sfGFP

) y mKate (Lmex
mKate

). En el panel superior se observan los promastigotes de ambas 

cepas fluorescentes mantenidos en cultivo axénico. En el panel inferior se muestran los 

amastigotes localizados al interior de los macrófagos murinos previamente diferenciados. Los 

núcleos se tiñeron con DAPI (azul). 
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6.2 Evolución de la lesión de los ratones infectados con las cepas fluorescentes 

 
Para determinar sí la expresión de las proteínas fluorescentes sfGFP o mKate modificó la 

virulencia de los parásitos, se infectaron ratones BALB/c en la dermis de la oreja con 1 x 10
6 

de 

promastigotes de las cepas Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

 en fase estacionaria y se monitorearon las 

lesiones durante seis semanas.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En relación a las cepas transfectadas, se observó que ambas cepas fluorescentes generan 

lesiones más grandes respecto a la cepa silvestre. Particularmente, la cepa Lmex
mKate 

generó lesiones 

del más del doble del tamaño en comparación a las lesiones observadas en los ratones infectados 

con la cepa Lmex
WT

 (Fig. 11). Además, se observó un crecimiento exponencial de las lesiones 

generadas por los parásitos de la cepa Lmex
mKate

, mientras que las lesiones causadas por las cepas 

Lmex
sfGFP 

y Lmex
WT

 crecieron de manera lineal. Los resultados anteriormente expuestos muestran 

que la transfección de las proteínas reporteras sfGFP y mKate induce lesiones de mayor tamaño 

respecto a los parásitos no transfectados. 

Figura 11. Evolución de la lesión en las orejas de los ratones BALB/c infectados con las 

cepas fluorescentes. Los ratones se infectaron en la dermis de la oreja con 1 x 10
6
 de 

promastigotes en fase estacionaria y las lesiones se monitorearon durante 6 semanas de 

infección. La cepa Lmex
WT

 se representa como   , la cepa Lmex
sfGFP 

 como    y la Lmex
mKate 

como   . Los puntos representan el promedio ± la desviación estándar de la medición de 4 

ratones infectados.  

 

 
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6.3 Cuantificación de la carga parasitaria en los ratones infectados  

 
El siguiente objetivo fue determinar si el aumento en el tamaño de las lesiones se 

relacionaba directamente con la presencia de un mayor número de parásitos. Para dicho propósito, 

se calculó la carga parasitaria en la oreja infectada mediante la técnica de dilución limitante a las 

seis semanas de infección. Además, partiendo de reportes previos donde se ha demostrado que L. 

mexicana visceraliza en el modelo BALB/c [73], se cuantificó el número de parásitos en los 

nódulos cervicales debido a que representan la estructura más próxima al sitio de inoculación de los 

parásitos. De manera general, se encontró que la carga parasitaria de los ratones infectados con las 

cepas fluorescentes no varía estadísticamente respecto a los ratones infectados con los parásitos 

silvestres en ninguna de las dos estructuras analizadas (Fig. 12). Sin embargo, el número de 

parásitos en el sitio de inoculación de los parásitos tiende a aumentar en los ratones infectados con 

la cepa Lmex
mKate

 (Fig. 12A). Asimismo, los parásitos de esta cepa tienden a diseminar mayormente 

al nódulo linfático más cercano al sitio de infección (Fig. 12B). Las evidencias anteriores sugieren 

que la virulencia de las cepas fluorescentes es mayor debido a que la carga parasitaria de las 

lesiones generadas por los parásitos Lmex
sfGFP 

y Lmex
mKate

 aumentó respectivamente 1.1 y 1.35 

veces en relación a la carga parasitaria cuantificada en los ratones infectados con la cepa Lmex
WT

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 12. Carga parasitaria de los ratones infectados con las distintas cepas a las 6 

semanas de infección. Los parásitos de los ratones infectados fueron aislados de las orejas 

(A) o del ganglio cervical más cercano al sitio de lesión (B). La carga parasitaria se reportó 

respecto a la última dilución en la cual se observó el último parásito. Las cepas se 

representan con los siguientes símbolos:    para Lmex
WT

,    para Lmex
sfGFP 

y    en el caso de
 

Lmex
mKate

. La línea horizontal punteada representa la media ± la desviación estándar de 4 

ratones infectados.  
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6.4 Cuantificación de títulos de anticuerpo anti-Leishmania  

 
A continuación, se determinó si existía una relación entre la concentración de anticuerpos 

específicos contra el parasito, la carga parasitaria y la severidad del cuando clínico observado en el 

ratón. Para dicho objetivo, se cuantificaron los títulos de anticuerpo anti-Leishmania en los sueros 

de ratones sanos e infectados mediante la técnica de ELISA. En cuanto a los ratones sanos, no se 

detectaron anticuerpos específicos contra el parásito. En cambio, los títulos cuantificados en los 

sueros de los ratones infectados con ambas cepas fluorescentes aumentaron respecto a la cepa 

Lmex
WT

. Los títulos anti-Leishmania de los ratones infectados con la cepa Lmex
sfGFP 

aumentaron 

1.34 veces, mientras que el aumento significativo con la cepa Lmex
mKate

 fue de 1.7 veces (Fig. 13). 

En relación a estos resultados, se encontró que la concentración de anticuerpos específicos anti-

Leishmania se correlaciona positivamente con la parasitemia y el tamaño de lesión observado en los 

ratones infectados con las distintas cepas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Cuantificación de los títulos de anticuerpo anti-Leishmania en los sueros de 

ratones infectados. El suero de los ratones se separó de la sangre extraída y se 

cuantificaron los títulos anti-Leishmania mediante ELISA. Cada conjunto de datos 

representa la media ± el error estándar de 5 ratones infectados con 3 réplicas cada uno.  
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6.5 Análisis de la infección in vitro en macrófagos murinos  

 
Una vez que se observó que las cepas fluorescentes inducen lesiones de mayor tamaño y 

tienden a aumentar la carga parasitaria a las 6 semanas de infección, se analizó sí la expresión de las 

proteínas reporteras sfGFP o mKate modifica la capacidad in vitro del parásito para infectar a su 

célula hospedera. Para dicho objetivo, se infectaron macrófagos murinos con los promastigotes de 

las distintas cepas durante 48 horas y se montaron preparaciones fijas teñidas con Giemsa en las 

cuales se evaluó el porcentaje de infección, el número de parásitos fagocitados y el número y área 

de las vacuolas parasitóforas (Fig. 14). Analizando los diferentes parámetros de infección, se 

encontró que la cepa fluorescente Lmex
sfGFP 

infecta 3.2 veces más macrófagos respecto a la cepa 

Lmex
WT 

(Fig. 15A). Además, se observó que los macrófagos infectados con esta cepa presentan 

1.36 veces más parásitos y generan vacuolas parasitóforas 1.49 veces más grandes que la cepa 

silvestre (Fig. B y C). El número de vacuolas formadas al interior de los macrófagos no fue 

significativo con ninguna de las cepas fluorescentes utilizadas en la infección (Fig. 15D). Contrario 

a los resultados obtenidos en los ensayos in vivo, se observó que la cepa Lmex
sfGFP 

presenta una 

mayor capacidad infectiva respecto a la cepa Lmex
mKate

. La infectividad de la cepa transfectada con 

la proteína mKate tiende a aumentar en comparación con la cepa WT.  

 

 

Figura 14. Micrografías representativas de macrófagos murinos infectados a las 48 h. Las 
preparaciones fueron fijadas y teñidas para ser observadas por microscopio de luz. Las cepas 
utilizadas para infectar fueron: Lmex

WT
 (A), Lmex

sfGFP
 (B) y Lmex

mKate
 (C). (N) núcleo de 

macrófagos, (A) amastigotes y (PV) vacuola parasitófora.  

A B C
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Figura 15. Infección in vitro de macrófagos murinos. Los macrófagos se infectaron con 

promastigotes en fase estacionaria en relación 1:10 durante 2 h. Posteriormente, las células 

se fijaron y tiñeron a las 48 h post-infección para evaluar los distintos aspectos de la 

infección. El porcentaje de infección (A) representa el número de macrófagos infectados en 

un total de 100 células analizadas. La carga parasitaria (B) y el número de vacuolas (C) se 

evaluaron en 100 macrófagos infectados, mientras que el área de las vacuolas (D) se 

calculó en un total de 100 fagosomas observados. Las barras representan la media ± el 

error estándar de 6 ratones divididos en dos experimentos independientes.  

C D 
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6.6 Análisis de la sobrevida intracelular del parásito  

 
El siguiente objetivo fue determinar si la sobrevida intracelular de los parásitos 

transfectados con las proteínas reporteras se modificó respecto a los parásitos silvestres. Para dicho 

objetivo, se infectaron macrófagos murinos con los promastigotes de las distintas cepas y se contó 

el número de parásitos liberados a las 48 horas. En ambas cepas fluorescentes, Lmex
sfGFP 

y 

Lmex
mKate

, se observó un aumento en la sobrevida intracelular del parásito de 1.63 y 2.5 veces 

respectivamente en relación con la cepa Lmex
WT 

(Fig. 16). Este aumento fue únicamente 

significativo en los parásitos que expresan la proteína mKate. En relación con los ensayos in vivo, 

estos resultados sugieren que los parásitos de la cepa Lmex
mKate 

generan lesiones significativamente 

más grandes debido a que los parásitos sobreviven más al interior de su célula hospedera. 

  

 

 

 

Figura 16. Sobrevida intracelular de los parásitos transfectados a las 48 h. Los macrófagos 

se infectaron con promastigotes en fase estacionaria en relación 1:10 durante 2 h. 

Posteriormente, las células se cambiaron a M199 y se incubaron a temperatura ambiente 

para inducir la liberación de los parásitos al medio de cultivo, los cuales se contabilizaron a 

las 48 h. Las barras representan la media del número de parásitos liberados ± el error 

estándar de 5 experimentos independientes con 2 réplicas cada uno.  
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6.7 Análisis de le expresión de LPG en promastigotes fluorescentes  

 
Finalmente, se evaluó si el incremento de la virulencia y la infectividad in vitro de los 

parásitos transfectados con las distintas construcciones se debía al aumento de la expresión de LPG. 

Para este fin, se cuantificó la expresión de esta molécula en promastigotes de recién aislado del 

quinto día de crecimiento mediante citometría de flujo. Se observó que la expresión de LPG 

únicamente incrementa 1.4 veces más en los promastigotes de la cepa Lmex
mKate

 respecto a los 

parásitos de la cepa silvestre
 
(Fig. 17). Estos resultados sugieren que la expresión de la proteína 

mKate podría modificar la expresión de los factores de virulencia del parásito, incluyendo LPG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Expresión de LPG en promastigotes de las cepas fluorescentes. Los 

promastigotes de recién aislado se cosecharon en el día 5 de cultivo y se marcaron con el 

anticuerpo anti-LPG. Las muestras se analizaron por citometría de flujo. Cada columna 

representa la intensidad media de fluorescencia ± la desviación estándar de 5 cultivos 

axénicos de parásitos.  
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7. DISCUSIÓN 

 
El avance y perfeccionamiento de las diferentes técnicas de manipulación del genoma de 

Leishmania ha contribuido al estudio de diversos aspectos biológicos del parásito y de su 

interacción con el hospedero [38]. Particularmente, el desarrollo de parásitos transgénicos que 

expresan constitutivamente diferentes proteínas fluorescentes ha permitido evaluar de manera más 

sencilla el curso de la infección mediante el monitoreo de la fluorescencia [39]. Sin embargo, la 

mayoría de los estudios en los cuales se han utilizado estos parásitos fluorescentes no evalúan si la 

virulencia del parásito se modifica respecto a las cepas parentales. En algunos casos, se ha 

reportado que la patogenicidad, así como la capacidad infectiva y replicativa aumenta en diversas 

especies de Leishmania transfectadas con el gen que codifica para la proteína eGFP [48, 50]. Por el 

contrario, otros autores han demostrado que la transfección de las proteínas GFP y RFP no modifica 

el crecimiento, la infectividad y la morfología de L. amazonensis [45]. Estos trabajos sugieren que 

la expresión de algunas proteínas fluorescentes puede modificar la virulencia de los parásitos. Por lo 

tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar si la virulencia de las cepas fluorescentes Lmex
sfGFP

 y 

Lmex
mKate

 se modifica respecto a la cepa silvestre. 

Los parásitos modificados para la expresión de las proteínas sfGFP y mKate utilizados en el 

presente estudio fueron generados en el laboratorio de Inmunoparasitología de la UIME. Previo al 

desarrollo de los diferentes ensayos, la fluorescencia expresada por las proteínas reporteras se 

verificó mediante microscopia y citometría de flujo en cada una de las cepas transfectadas. A partir 

de las micrografías obtenidas se observó la expresión de ambas proteínas fluorescentes en los 

promastigotes y amastigotes de las cepas Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

. Asimismo, mediante el análisis 

por citometría de flujo se observó una separación cuantitativa entre los parásitos transfectados y 

silvestres (Apéndice A). Estos resultados demuestran que los genes reporteros de ambas proteínas 

fluorescentes integrados previamente mediante el sistema de expresión pLEXSY en el locus 18S del 

rRNA se siguen transcribiendo en ambas formas del ciclo de vida del parásito [51], lo cual indica 

que la expresión de la fluorescencia se ha mantenido constante sin selección desde la modificación 

genética del parásito.  

Una vez que se verificó la fluorescencia de cada una de las cepas, se evaluó si la virulencia 

de las cepas Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

 se modifica respecto a la Lmex
WT

. Los resultados obtenidos 

mostraron que ambas cepas fluorescentes inducen un aumento en el tamaño de las lesiones de las 

orejas infectadas, el cual fue mayor en los ratones infectados con la cepa Lmex
mKate

. Estos 

resultados demuestran que la infección con ambas cepas modificadas para la expresión de las 
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proteínas sfGFP y mKate puede aumentar la inflamación en el sitio de infección. Seif y 

colaboradores, obtuvieron resultados similares en los cuales demostraron que la infección de 

ratones BALB/c con la cepa fluorescente L.major
EGFP

 genera lesiones significativamente más 

grandes [48]. Es importante destacar que la proteína sfGFP utilizada en este estudio y la EGFP 

reportada con anterioridad, fueron diseñadas a partir de la proteína parental GFP. Esta observación 

sugiere que las variantes verdes fluorescentes podrían modificar el curso de la infección ocasionada 

por Leishmania. Adicionalmente, estos resultados reportan por primera vez que una proteína rojo 

fluorescente altera el desarrollo de las lesiones generadas por L. mexicana.  

Para evaluar si el aumento en la inflamación de las orejas infectadas se debía a un 

incremento del número de parásitos en las lesiones, se cuantificó la carga parasitaria en el sitio de 

inoculación de los parásitos y en el ganglio linfático más cercano al sitio de infección. De acuerdo 

con los resultados obtenidos, se observó un ligero incremento en la carga de los ratones infectados 

con ambas cepas fluorescentes, el cual fue mayor en la cepa Lmex
mKate

. Estos resultados podrían 

indicar un aumento en la capacidad infectiva de las cepas fluorescentes o cambios en la respuesta 

inmune contra el parásito. Algunos estudios han reportado una respuesta inmune especifica hacia 

las proteínas fluorescentes en diversos modelos experimentales [63, 74 & 75]. En particular, se ha 

descrito que se producen anticuerpos de tipo IgG 1 contra la proteína sfGFP, lo cual podría estar 

promoviendo la fagocitosis y la sobrevida intracelular del parásito debido al incremento en la 

opsonización de los amastigotes [76]. En cuanto a la proteína mKate se desconoce si induce una 

respuesta específica en el modelo de susceptibilidad a la leishmaniasis por lo que sería importante 

evaluar dicho fenómeno.  

Con la finalidad de evaluar si el aumento en la carga parasitaria se relacionaba con la 

producción de anticuerpos específicos contra el parásito, se cuantificaron los títulos anti-Leishmania 

en los sueros de los ratones infectados con las cepas transfectadas. Los resultados mostraron que el 

incremento de los títulos de anticuerpo fue proporcional al número de parásitos cuantificados en las 

lesiones, de manera que los títulos anti-Leishmania más altos se cuantificaron en los ratones 

infectados con la cepa Lmex
mKate

. Estudios previos han demostrado que la respuesta humoral contra 

el parásito se asocia con la progresión de la enfermedad debido a que induce una respuesta celular 

tipo Th2 [35]. Además, se ha visto que los complejos inmunes (antígeno-anticuerpo) aumentan 

proporcionalmente con la carga parasitaria, lo cual favorece la sobrevida y replicación del parásito 

al interior de la célula hospedera [77]. Particularmente, se ha visto que altas concentraciones de 

anticuerpos inducen un perfil de citocinas anti-inflamatorias, mientras que concentraciones 

moderadas generan un ligero efecto en la producción de IL-10 [78]. 
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Con el objetivo de definir sí el incremento de la virulencia se relacionaba directamente con 

la capacidad infectiva del parásito, se analizó la infección in vitro de macrófagos murinos a las 48 

post-infección. De acuerdo con los resultados obtenidos, se observó que el porcentaje de 

macrófagos infectados y la carga parasitaria in vitro aumentó significativamente en la infección con 

la cepa Lmex
sfGFP

. Estos datos sugieren que la expresión de la proteína sfGFP incrementa la 

capacidad infectiva de L. mexicana. Previamente se han reportado resultados similares en los cuales 

se ha visto que la infectividad y la replicación de L. mexicana incrementan con la transfección de la 

proteína eGFP [50]. En este estudio se propone que el aumento de la infectividad de la cepa 

Lmex
sfGFP

 se debe a que la expresión de la proteína reportera induce la externalización de la 

fosfatidilserina (PS) debido al estrés oxidativo que genera en las células (Apéndice B) [79, 80]. Este 

fosfolípido, al actuar como una señal fagocítica, podría estar incrementando la internalización de los 

parásitos al ser reconocido directamente por diversos receptores presentes en el macrófago [81]. 

Estudios previos han demostrado que algunas especies de Leishmania son capaces de mimetizar la 

expresión extracelular de la PS sin inducir la muerte celular subsecuente [82, 83]. Esta estrategia 

facilita el establecimiento y la replicación del parásito al interior de la célula hospedera debido a 

que el reconocimiento directo de la PS inhibe las funciones microbicidas del macrófago mediante la 

producción de citocinas anti-inflamatorias [84, 85].  

En relación con las vacuolas parasitóforas, se observó un incremento del tamaño de los 

fagosomas generados por los macrófagos infectados con la cepa Lmex
sfGFP

. Esta observación puede 

relacionarse con la carga parasitaria cuantificada en las células infectadas con dicha cepa debido a 

que se ha propuesto que el tamaño de las vacuolas parasitóforas influye en el crecimiento y la 

sobrevida intracelular del parásito [86, 87]. Por ejemplo, Wilson y colaboradores demostraron que 

la reducción del tamaño de los fagosomas generados por fibroblastos infectados con L. 

amazonensis, se relaciona directamente con la disminución en el número de parásitos intracelulares. 

Además, observaron que la carga parasitaria de los fibroblastos que inducen vacuolas de mayor 

tamaño es mayor en comparación con los fibroblastos de vacuolas pequeñas, la cual no se modifica 

cuando las células son tratadas con inhibidores de iNOS [88]. Estos resultados sugieren que la 

replicación de los parásitos es más eficiente en vacuolas de mayor tamaño y no se relaciona con la 

disminución en la producción de NO. Actualmente, se desconoce el mecanismo mediante el cual 

algunas especies de Leishmania inducen fagosomas de mayor tamaño. En la infección de 

macrófagos con L. mexicana, se ha visto que la secreción intracelular del proteofosfoglicano (PPG) 

y la cisteína peptidasa B (CPB) a través de la regulación de GP63, contribuyen con la expansión de 

la vacuola parasitófora [89, 90]. Los parásitos de la cepa Lmex
sFGFP

 podrían estar regulando alguna 

de estas vías, sin embargo, se requieren de más estudios para comprobarlo.  
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Una vez que se determinó la capacidad infectiva de cada una de las cepas, se analizó la 

sobrevida intracelular de los parásitos internalizados por los macrófagos a las 48 horas de infección. 

Los resultados obtenidos mostraron que los parásitos de las cepas Lmex
sfGFP 

y Lmex
mKate 

sobreviven 

más a la actividad microbicida del macrófago, siendo mayor en la cepa Lmex
mKate

. Esta observación 

puede relacionarse con la externalización de la fosfatidilserina discutida anteriormente, ya que se 

sabe que el reconocimiento de este fosfolípido por parte del macrófago inhibe la síntesis de NO 

mediante la secreción de IL-10 y TGF- [82]. En cuanto a la sobrevida entre los parásitos de ambas 

cepas fluorescentes, no se observó una concordancia entre la carga parasitaria in vitro y el número 

de parásitos liberados. Los macrófagos infectados con la cepa Lmex
mKate

 liberaron un mayor 

número de parásitos a pesar de que el porcentaje de infección y la carga parasitaria fue menor en 

comparación a la cepa Lmex
sfGFP

. Estos resultados demuestran que el incremento en el número de 

células infectadas y parásitos internalizados no se correlaciona con la sobrevida intracelular. 

Además, el incremento en la capacidad infectiva no determina el grado de patogenicidad del 

parásito puesto que la cepa que presentó la mayor sobrevida intracelular (Lmex
mKate

) fue la que 

generó las lesiones más grandes en los ratones infectados. Lo anterior sugiere que la exteriorización 

de la PS no es el único mecanismo por el cual se están inhibiendo las funciones efectoras de los 

macrófagos debido a que la cepa que expresa mayores niveles de PS no es la que más sobrevive al 

interior de los macrófagos.  

Por último, con la finalidad de comprender la infectividad de las cepas fluorescentes en 

relación con los factores de virulencia del parásito, se evaluó la expresión de LPG en promastigotes 

de fase estacionaria. De acuerdo con los resultados obtenidos se observó un incremento en la 

expresión de LPG en la cepa Lmex
mKate

. Estos resultados indican que la transfección del gen de la 

proteína mKate aumenta la expresión de LPG, lo cual podría relacionarse con el incremento en la 

sobrevida intracelular y con el tamaño de las lesiones observadas en las infecciones in vivo. De esta 

forma, se sabe que LPG contribuye a la sobrevida del parásito debido a que interfiere con la 

respuesta pro-inflamatoria y con la actividad microbicida de la célula a través de su interacción con 

TLR-2 [91, 92]. Estudios previos han reportado que cepas consideradas como altamente virulentas 

de L. major expresan mayores niveles de LPG e inducen una menor producción de NO en 

comparación a las cepas poco virulentas [93]. Además, se ha visto que este factor de virulencia 

contribuye a la resistencia del parásito a diversos compuestos oxidantes [94].  
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8. CONCLUSIONES 

 

De acuerdo con los resultados observados se puede concluir que la virulencia de las cepas 

fluorescentes Lmex
sfGFP

 y Lmex
mKate

 incrementa respecto a la cepa silvestre. En los ensayos de las 

infecciones in vivo se observó que ambas cepas transfectadas generan lesiones más grandes, en las 

cuales a su vez se cuantificó un mayor número de parásitos. Además, se observó un aumento en los 

títulos de anticuerpo anti-Leishmania en relación al incremento de la carga parasitaria. Debido a que 

no se observó un aumento proporcional entre el tamaño de las lesiones y el número de parásitos, 

sería interesante evaluar las propiedades inmunogénicas de ambas proteínas reporteras en el modelo 

murino de susceptibilidad debido a que podrían estar alterando la respuesta inmune. 

En cuanto a las infecciones in vitro, se observó una mayor capacidad infectiva en la cepa 

Lmex
sfGFP

, lo cual se relacionó con el incremento en la externalización de la fosfatidilserina en los 

promastigotes con los cuales se infectaron los macrófagos. Aunque la infectividad de la cepa 

Lmex
sfGFP 

fue mayor en comparación con la cepa Lmex
mKate

, la sobrevida intracelular del parásito 

fue mayor en la cepa que expresa la proteína rojo fluorescente. Este último resultado a su vez se 

correlaciono con el incremento en la expresión de LPG en los promastigotes de fase estacionaria. 

Estos resultados demuestran la importancia de analizar si la manipulación genética del parásito 

modifica la virulencia de L. mexicana, lo cual podría influir en los resultados de los experimentos 

en los que se utilicen parásitos fluorescentes.  
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10. APÉNDICES 
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Figura 1. Histogramas representativos de la fluorescencia expresada por las cepas 
transfectadas. Los parásitos de la cepa Lmex

sfGFP
 se obtuvieron en el canal FL1-H (A) y los de 

la cepa Lmex
mKate 

se adquirieron en el canal FL2-H (B). Los histogramas de color gris 
corresponden a la cepa Lmex

WT
. 
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Apéndice B 
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Figura 2. Externalización de PS en los promastigotes de las cepas fluorescentes. Los 
parásitos fueron cosechados en el quinto día de crecimiento y lavados 2 veces con PBS para 
eliminar los restos del cultivo celular. Los promastigotes se tiñeron con Anexina V (BD-
Pharmigen) conjugado con APC en dilución 1:20 y se incubaron durante 20 minutos en 
obscuridad. Por último, las células se resuspendieron en PBS y se analizó la expresión de PS 
por citometría de flujo. A) Histograma representativo de la expresión de PS en las cepas 
Lmex

WT
 (gris), Lmex

sfGFP
 (verde) y Lmex

mKate
 (rojo). En líneas punteadas se observa el control 

de promastigotes sin teñir. El porcentaje de expresión (B1) y la intensidad de fluorescencia 
(B2) de las distintas cepas se representan en gráficas de barras. 
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